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Abstrakt

Ma prace je zaméfena na sledovani fotoochrannych mechanismii u Ctyt riiznych druhti autotrofi.
Hlavnim experimentalnim druhem byla fasa Nannochloropsis oceanica, dale jsem pracoval také s
druhy Phaoedactylum tricornutum, Chromera velia a Emiliania huxleyi. U vzorkl bun¢k jsem méfil
vytézek fluorescence, z néhoz jsem pozdéji pocital variabilni fluorescenci a parametr NPQ
(nefotochemické zhasSeni). V protikladu k nékterym publikovanym vysledkim jsem zaznamenal
velkou schopnost nefotochemického zhaseni u buné€k N. oceanica. Buiiky kultivované na vysoké
intenzité svétla vykazuji rychlejsi aktivaci NPQ, avSak celkové dosazen¢ NPQ po 5 minutach
osvétleni bylo stejné jako u bunék péstovanych na slabém svétle. Ukazalo se, ze hlavnim
mechansismem NPQ bun¢k N. oceaniaca je rychlé ,,energetické zhaseni. U druhu P. tricornutum a
E. huxleyi vysledky méteni potvrdily domnéku, Ze hlavnim fotoochrannym mechanismem téchto
bunék je xantofylovy cyklus. Hodnoty NPQ zjisténé pro C. veliu byly niz8§i nez publikované,
pravdépodobné vlivem pfili§ nizké teploty pii kultivaci kultury tropickych fas.
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1  Teoreticky uvod

Smysl mé prace spociva ve vyzkumu fotoochrannych mechanism uvnitt chloroplastt
vybranych autotrofnich mikroorganismii pouze s pouzitim svétla, respektive jevu zvaného
fluorescence chlorofylu. Diky tomu, Ze se jedna o neinvazivni metodu, lze méfené bunky
vystavovat riznym (piedev§im svételnym) podminkdm a sledovat jejich reakci spojité v priubéhu
Casu. Tento pfistup ma fadu vyhod. Za prvé lze na jedné sad¢ bunc€k provést dlouhé kontinualni
méfeni, které ndm poskytne predstavu o pritbéhu déji v bunikach v Case, coz naptiklad pigmentova
analyza nedovoluje. Dalsi vyhodou pouziti svétla jako nastroje vyzkumu je moznost zkoumat do
detailu stav fotosyntetického aparatu v konkrétnim, velice pfesné¢ ur¢eném Case. Také se jednd o
principialné jednoduchou metodu, coz eliminuje chybovost méfeni vlivem nespravného nastaveni
pfistojti apod.

Nez prejdu k samotné praci, dovolim si jeSté par slov k jeji struktufe. Celd prvni kapitola s
nazvem ,,Teoreticky uvod* je vénovana popisu vSech faktl, se kterymi jsem ve své praci pracoval -
od ,,rozporuplného* vniméni pojmu svétlo, pies stavbu chloroplastli, az k mechanismim, chranicim
autotrofy pied silnym svétlem. Pro uspéSné provedeni mé prace ovSem nestaci pouze teoretické
informace, ale je nutné se sezndmit i s praktickou strankou véci. Od toho je zde kapitola 2,
pojmenovana ,,Pouzit¢ metody méieni a méfici aparatura®. Jak jsem uvedl vyse, ma prace se zabyva
zkouménim zivych bunék autotrofli a je tedy nutné se s jednotlivymi pouzitymi druhy alespon
kratce seznamit - kapitola 3. Biologicky material. Kapitolou 3 zakoncim teoretickou ¢ast a pfesunu
se do experimentélni ¢asti, do kapitoly 4 ,,Vysledky méfeni“. Na zavér prace samoziejmé nebude
chybét shrnuti zjisténych faktd (kapitola Zavér), poté uz jen vycet mnou pouzivanych zkratek,
nékolik ptilozenych fotografii laboratorniho vybaveni a seznam literatury.

1.1 Svétlo

Clovék ziskava zhruba 80% veskerych informaci o svém okoli prostfednictvim zraku. Neni
tedy divu, Ze jiz od staroveku se lidé pokouseli pochopit podstatu svétla a jeho Sifeni prostorem. V
historii se pochopitelné objevila fada teorii vysvétlujicich, co je svétlo. Obecné by se daly rozdélit
do dvou proudt - ¢asticové a vinové. Napiiklad prosluly anglicky fyzik sir Isaac Newton (1643-
1727), jenz se inspiroval praci francouzského knéze a filozofa Pierra Gassendiho (1592-1655), si
svétlo sice predstavoval jako vinéni, ale mechanické tvofené Casticemi. Dnes vime, Ze svétlo se za
jistych podminek opravdu chova jako proud €astic - tzv. fotonll. Newton mél tedy v jistém aspektu
pravdu. Fotony se ale fadi mezi bosony a tudiz maji s Newtonovym pojetim Castic svétla, které by
se daly z dne$niho hlediska popsat jako fermiony, jen pramalo spole¢ného (Bosony jsou castice
zprostiedkovéavajici interakce a maji nulovou klidovou hmotnost. Fermiony jsou ¢astice, které maji
nenulovou klidovou hmotnost a jde tedy o ¢astice hmoty). Nicméné tato tzv. korpuskuldrni teorie se
jako vétsSinovy nazor védecké obce udrzela az do pocatku experimentt s interferenci svétla, tedy do
zacatku 19. stoleti. Ptiblizné ve stejnou dobu, kdy Newton prosazoval své myslenky, se objevily i
snahy o vysvétleni svétla jako vinéni. Prvnim zastdncem vinové podstaty svétla byl angli¢an Robert
Hooke (1635-1703). Ten ptirovnaval chovani svétla k vindm na vodé¢, ale jeho myslenky se pfilis
neuchytily. Tim, kdo opravdu polozil zéklad vlnové teorie svétla, byl védec francouzského ptivodu
Christian Huygens (1629-1695). V roce 1690 publikoval svou praci Traité de la Ilumiere
(Pojednani o svetle), v niz uvetejnil svou tezi, Ze svétlo je druhem vInéni. Huygensova piedstava
svétla jako vinéni vSak nebyla po dlouhou dobu pfijiména. Zména v nazorech védecké obce nastala
az v roce 1800, kdy Anglican Thomas Young (1773-1829) a Francouz Augustin-Jean Fresnel
(1788-1827) provedli se svétlem pokusy, které bylo mozné vysvélit s pomoci vinové, nikoliv vSak



korpuskularni teorie.

Opravdovy ptelom v pohledu na svétlo vsak pfisel az v roce 1847, kdy Anglican Michael
Faraday (1791-1867) vyslovil myslenku, Ze svétlo je vysokofrekvenéni elektromagnetické vibrace.
Dalsi dil do skladanky o plivodu svétla pfidal James Clerk Maxwell (1831-1879), ktery v roce 1873
vydal spis A Treatise on Electricity and Magnetism (Pojednani o elektiiné a magnetismu). V tomto
dile uveftejnil rovnice dokazujici provazanost elektrického pole s magnetickym a vytvofil pfedstavu
elektromagnetického pole. Nedlouho po zvetejnéni svych rovnic se dockal 1 jejich experimentalniho
ovéieni fyzikem némeckého pivodu Heinrichem Hertzem (1857-1894). Nyni tedy chybéla k
pochopeni svétla jen jedina véc - né¢jakym zplisobem provazat vinovou a ¢asticovou podstatu svétla.
Onim pojitkem se stala kvantova teorie tvofend pocatkem 20. stoleti. Klicovy byl poznatek
znamého némeckého fyzika Maxe Karla Ernsta Ludwiga Plancka (1858-1947). Ten si povSiml, Ze
energie neni vyzafovana a pohlcovéana v libovolném mnozZstvi, ale pouze v ptesné¢ danych kvantech,
pfi¢emz energii jednoho kvanta svétla o urcité vinové délce Ize spocitat vztahem:

1.1(1) E=hf

Kde f je frekvence svétla (viz 1.1.1 Vlnovy charakter svétla) a /4 je Planckova konstanta (h =
6,6260693. 10 Js) [RNDr. Jifi Mikulcak, Csc. a kolektiv; Tabulky & vzorce, Prometheus; Praha;
2012]. Na Planckovu kvantovou hypotézu navazoval asi nejznaméjsi fyzik vSech dob - némecky
roddk Albert Einstein. I on se zabyval nové¢ vznikajici kvantovou teorii. S pomoci Plackovy
myslenky kvant se mu podaftilo popsat princip tzv. fotoelektrického jevu, za jehoz vysvétleni pozdéji
obdrzel 1 Nobelovu cenu. Pii fotoelektrickém jevu dochdzi vlivem svételného zéareni k vyrazeni
elektronii z povrchu kovové desky. Elektron je ovSem na svém misté¢ poutan elektromagnetickou
silou a k jeho vyraZzeni je tedy potfeba urcité mnozstvi energie, zavisejici na konkrétnim kovu. V
dob¢ kdy Einstein zacal se svym vyzkumem fotoelektrického jevu, byla obecné piijimana spise
myslenka vinové, nikoliv ¢asticové podstaty svétla. Podle této teze by mél fotoelektricky jev nastat
pti ozafeni kovu svétlem s libovolnou frekvenci, ¢i cheete-li vinovou délkou (vzajemny vztah téchto
veli¢in je popsan déale vztahem 1.1.1(1) ). Energetické rozdily mezi zatfenimi s rozdilnou frekvenci
Ize snadno vykompenzovat vys§i intenzitou zafeni. Cetné pokusy ovSem prokazaly, Ze pii nizsich
frekvencich jiz jednoduse nedojde k vyrazeni elektronu, nezavisle na intenzit¢ pouzitého svétla.
Einstein zjistil, ze pro kazdy kov existuje jistd hrani¢ni frekvence ( f; ) a pokud ma svétlo nizsi
frekvenci, jiz neni schopno vyrazit elektron. Jediné mozné vysvétleni tohoto jevu byla existence
Castic svétla. Princip je zcela jednoduchy. VSechny ¢astice maji stale stejnou energii nezavisle na
intenzité svétla, zvySenim intenzity dosdhneme pouze zvySeni poctu dopadajicih Castic, coz nijak
neovlivni schopnost jednoho fotonu vyrazit elektron. Déle Einstein pfispél jesté jednou
,,malickosti“, pojemnovanim ¢astice svétla jako fotonu. [Halliday, 2013; Horak a Krupka, 1981]

Diky kvantové teorii, na jejiz jednotlivych ¢astech se podilela celd fada vyznamnych fyziki své
doby, tedy vzniklo dnes$ni pojeti svétla s jeho tzv. vinové-Casticovou dualitou. Tato vlastnost
vyjadiuje schopnost svétla projevit se bud’ jako vina, nebo jako proud fotona. Kterou z téchto dvou
vlastnosti budeme nakonec pozorovat, zavisi zejména na nami pravé méiené veli¢ing svétla.

1.1.1 Vinovy charakter svétla

Jak je uvedeno vyse, zakladatelem moderniho vinového pojeti svétla byl Christian Huygens.
Prilomovost jeho myslenek spocivala zejména ve faktu, ze se dokazal odpoutat od Newtonova
mechanického pojeti ¢astic svétla a predstavoval si svétlo jako vinéni Sifici se nehmotnym éterem.
Eter byl poté dlouhou dobu uznavanou substanci, ktera méla naplitovat veskery prostor (véetnd
vakua) a jez svou pfitomnosti méla umoznovat Sifeni svétla. Pozdé¢jsi pokusy vsak existenci éteru



vyvratily. Pfesto by se dalo fici, ze se Huygens jiz znacné pfiblizil podstaté svétla jako
elektromagnetického zafeni a svym éterem vlastné ,,nahrazoval®“ elektromagnetické pole, 1 kdyz
samoziejm¢ mechanismus vzniku a Sifeni svétla v elektromagnetickém poli je odlisSny od
Huygensovy pfedstavy svétla v éteru. V principu jde o to, Ze elektrické a magnetické pole jsou
spolu tésné provazany. Pokud dojde k poklesu intenzity elektrického pole, projevi se tato skutecnost
narastem hodnot v magnetickém poli a opacné, pfi¢emz vektory téchto dvou poli jsou navzajem
kolmé (viz obrazek 1.1(1)).

Obrazek 1.1(1): Znazornéni elektromagnetické viny. Vertikalné jsou
znazornény vwkyvy elektrického pole a horizontalné pole magnetického.
Vina se Fisi prostorem ve sméru osy Xx.

Zdroj: http://www.odbornecasopisy.cz/index.php?id_document=22854

Christian Huygens vSak nebyl pouze autorem vlnové teorie svétla. Byl také autorem
Huygensova principu, ktery popisuje vlastnosti vSech typl vinéni obecné a plati tedy 1 na svétlo.
Tento princip ale v dobé svého vzniku nebyl zformulovéan zcela pfesné, a proto jej pozd€ji mirné
preformuloval francouzsky védec Augustin-Jean Fresnel (1788-1827). Hlavni mySlenkou nyni jiz
ne Huygensova, ale Huygensova-Fresnelova principu je teze, Ze jakykoli bod vlnoplochy, do n¢hoz
dospé€lo v ur€itém okamziku vlnéni, miZze byt novym zdrojem vinéni. Tento princip tedy vysvétlil
lom svétla, jeho odraz a také difrakci na Stérbindch. Navic umoziiuje predpovédét plochu a tvar
vlnoploch v libovolném case. Diky Fresnelovu zpiesnéni byl Huygensuv, chcete-li Huygenstiv-
Fresneltiv princip schopen piesné popsat a predpovédét chovani vinéni, ¢imzZ polozil na lopatky
diive uznavanou korpuskularni teorii, kterda méla s popisem odrazu a zejména lomu svétla znacné
problémy.

Zakladni veli¢inou charakterizujici vinéni, svétlo nevyjimaje, je vlnova délka ( 4 ). Jde o
vzdalenost mezi dvéma nejbliz§imi udolimi/ hiebeny vin. Zakladni jednotkou je samoziejmé metr
(m), ale z praktickych diivodl se v souvislosti s viditelnym svétlem uziva jednotek nanometrti
( Inm = 10°m ). Vlnova délka ma také piimou spojitost s energii zafeni. Plati zde nepiima
umeérnost, tedy ¢im je vlnova délka delsi, tim je energie zafeni vyssi a naopak. Dale se pro popis
vlnového charakteru svétla uziva frekvence ( 1), €1 periody ( 7). Frekvence obecné piedstavuje
pocet cykll, za jednotku Casu, tedy za sekundu ( s ). V konkrétnim ptipadé svétla jde tedy o pocet
vlnovych délek, které projdou zvolenym bodem prostoru za jednotku ¢asu. Jednotkou frekvence je
hertz ( Hz ). Druhd jmenovana veli¢ina, tedy perioda, uddva obecné Cas potfebny k ubéhnuti
jednoho cyklu. Pro svétlo jde tedy o Cas potiebny k tomu, aby vinéni urazilo vzdalenost jedné
vlnové délky. Zékladni jednotkou periody je stejné jako u frekvence sekunda ( s ). Z vySe
uvedenych definic tedy vyplyva, Ze perioda, frekvence a vinova délka jsou spolu navzijem
provazany. Toto provazani lze vyjadfit za pomoci rychlosti svétla ( ¢ ) vztahy:

1.1.1(1) A=— a fZ% a A=cT



[Hordk a Krupka, 1981]

1.1.2 Casticovy charakter svétla

o Castici, kterd se pfimo podili na stavbé prostoru, ale pouze o zpiisob pfenosu energie v prostoru.
Foton patii mezi tzv. polni Castice (zprostiedkovavaji interakce mezi ostatnimi druhy castic). Jak je
uvedeno vyse, fadi se foton mezi bosony. Bosony jsou ¢astice, které maji nulovou klidovou
hmotnost. To v praxi znamena, Ze pokud je foton v klidu, nema Zadnou métitelnou hmotnost a jeho
energie ma tedy dle Einsteinovy rovnice, kde figuruje energie ( £ ), hmotnost ( m ) a rychlost svétla
( ¢ ), nulovou hodnotu.

1.1.2(1) E=mc’

Pokud ovsem foton leti prostorem, ziska kinetickou energii. Z uvedené rovnice lze tedy vypocist
jeho momentalni odpovidajici hmotnost a diky ni posléze 1 hybnost ( p ) fotonu. Jednotkou hybnosti
je kgms ' . Vzorec pro vypodet hybnosti v klasické fyzice vypada takto:

1.1.2(2) p=my

Kde m je hmotnost télesa a v jeho rychlost. A¢ se mize na prvni pohled zdat zbyte¢né a bezucelné
pocitat hybnost fotonu, opak je pravdou. Tato veli¢ina je naprosto klicovou pii popisu piisobeni
fotonu na ¢astice hmoty. Pokud dojde ke srazce fotonu s ¢astici s nenulovou klidovou hmotnosti
(tedy s jinym fermionem) piedava foton této Castici praveé svou hybnost, ¢i jeji urCitou cast. Timto
mechanismem je tedy svétlo, ¢i elektromagnetické zafeni obecné, schopno zprostfedkovavat
interakce mezi ¢asticemi hmoty.

Casticové podstaty svétla se vyuziva zejména pii vypoétech energie zateni. V kapitole 1.1 jsem
jiz uvedl jeden mozny vypocet energie fotonu - vzorec 1.1(1). Tento vztah je samoziejm¢ plné
platny, ale v praxi se pouziva jiny jeho obrat. Divodem nepouzivani tohoto tvaru je zejména
ptitomnost frekvence ( /') ve vzorci. Zméfit pocet vinovych délek, které projdou bodem za jednu
sekundu totiZ rozhodn€ neni trivialni ukol. Proto se vyuziva vztahu mezi vinovou délkou, frekvenci
a rychlosti svétla (viz 1.1.1(1)). Po dosazeni za frekvenci do vztahu 1.1(1) dostaneme energii
jednoho fotonu ( £),).

hc
1.1.2(3) E, ==
Ovsem energie jednoho fotonu je Cislo velice malé, coz znesnadiiuje nasledné vypocty. Z
praktickych divodi tedy byla zavedena jednotka einstein ( £ ), kterd ovSem nepatii mezi zakladni
jednotky soustavy SI. Jeden einstein pfedstavuje jeden mol fotond, pficemz mol je zakladni
jednotka soustavy SI a predstavuje mnozstvi atom ve 12g uhliku '*%C, které je vyjadieno
Avogadrovou konstantou ( N,=6,0221415.10" ). Ve své praci ale vyuzivam jesté odvozenéjsi
jednotku, a sice mikroeinstein na metr ¢tvereéni za sekundu ( uE.m’.s™). Tato jednotka vyjadiuje
pocet fotonti, které dopadnou na plochu jednoho metru ctvere¢niho za sekundu. [Hordk a Krupka,
1981]



1.1.3 Fotosynteticky aktivni zaFeni

Sitka pasma dnes znamého elektromagnetického zateni je obrovska. Nejvétsi energii a tedy
nejkratSimi vinovymi délkami se mize pochlubit gama zafeni. Vzdalenost mezi dvéma sousednimi
udolimi viny se zde pohybuje pouze v fadech pikometrt (Ipm = 10"°m). Na druhé strané
pomysiného zebticku si hovi tzv. ELF (Extremely low frequency) jejichz vinova délka dosahuje
hodnot az tisic kilometrii (tj. 10°m). Z tohoto obrovského rozsahu je pro lidské oko viditelny jen
zlomek vlnovych délek, od 390nm zhruba do 790nm. Pokud toto rozmezi jest€¢ o néco zizime,
dostaneme fotosynteticky aktivni zafeni - tzv. FAR. Je nutno podoknout, Ze n€které druhy bakterii
jsou schopny diky svému bakteriochlorofylu vyuzivat elektromagnetické¢ zafeni az do vinovych
délek okolo 1040nm. Ale fotosynteticky aktivni organismy obsahujici chlorofyl a, ¢i chlorofyl b
jsou schopny absorbovat zafeni v rozsahu 400-700nm. Dilezit¢ ale je si uvédomit, ze kazdé
barvivo, chlorofyl nevyjimaje, ma n€kde své absorbéni maximum a nevyuziva tedy vSechny vinové
délky, které je schopno pohltit, stejnou mérou. [Jelinek et al., 2014]

1.2 Struktura chloroplastu

Atmosféricky kyslik, kolobéh uhliku, 0zénova vrtsva,... pfitomnost a funkcnost téchto tii entit
velice vyrazné ovlivnila vyvoj zivota na Zemi a umoznila jeho rozvinuti do podoby, jak ho zndme
dnes. To ovSem neni jediné voditko, které tyto tfi véci spojuje. VSechny funguji, ¢i byly vytvotfeny
diky schopnosti zelenych rostlin vyuZzit energii slunecniho zéafeni k zabudovavani atomt uhliku do
organickych sloucenin - fotosyntéze. Pfesnéji feceno tedy fotosyntéze vyuzivajici jako zdroj uhliku
CO; a jako zdroje protonti fotolyzu vody, k jejimuz vzniku doslo zhruba pted 3,5 miliardami let.
Existuji 1 druhy bakterii vyuzivajici jako zdroj elektront sirovodik (H,S). V této praci budu vsak
pojmem fotosyntéza rozumét fotosyntetickou asimilaci probihajici v zelenych rostlindch, pii niz je
zdrojem elektronti Stépeni molekul vody. Diive, nez se vSak budu vénovat podrobnému popisu
fotosyntézy, uvedu zde néco malo o chloroplastu, tedy struktuie ve které fotosyntéza probiha.
[Jelinek, 2014]

Chloroplast obsahuje rizné typy zelenych barviv - chlorofyll, diky nimz disponuje schopnosti
fotosyntézy. Je to nejmensi struktura, ve které po separaci od zbytku bunky stile jesté probiha
fotosyntéza. Za zminku jisté stoji i pavod chloroplastu, jehoz vliv se silné projevuje v jeho stavbe.
Spole¢né s mitochondrii jde o bunécnou organelu vzniklou endosymbiézou. To znamend, Ze v
obvyklych okolnosti by byla pohlcené buiika stravena, ale z néjakého diivodu nebyla rozlozena a
,.hostitel*“ zacal vyuzivat jeji schopnosti fotosyntézy. Postupem casu se pohlcend buiika redukovala,
chloroplast (toto tvrzeni plati pro primarni endosymbidzu). Jedna z membran je pozlstatkem
puvodni obalové membrany zelené bunky a druhou vytvoril eukaryot, ktery ji pohltil. Takto tedy
vypada chloroplast u rostlin, ale buiiky, se kterymi jsem pracoval ve své praci nemaji za sebou
primarni, nybrz sekundarni, ¢i dokonce tercidrni endosymbiozu. To znamend, ze eukaryot nepohltil
jiného jednoduchého prokaryota, ale doSlo k endosymbidze eukaryota, ktery predtim jiz prodélal
primarni endosymbidzu. Nebo v ,,extrémnim* piipad¢ tercidlni endosymbiozy je pohlcen dokonce
eukaryot, ktery prosel sekundarni endosymbidzou. S kazdou dalsi uskutecnénou endosymbidzou
samoziejm¢ muze rist i pocet membran obalujich chloroplast. Dalsi vlastnosti chloroplastu, ktera je
zpusobena jeho specifickym vznikem je pfitomnost jeho vlastni, byt znacné redukované molekuly
DNA. Pro mé méfeni ovSem tato vlastnost neni piimo nijak urcujici a proto se ji dale zabyvat
nebudu.
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barvivem chlorofyl. Rostlinami nejCastéji vyuzivany je chlorofyl a ¢i chlorofyl b, dale existuji
chlorofyly c¢;, c;, c3 d, f a nckteré bakteridlni chlorofyly. Kli¢ové role chlorofylu spoc¢iva v jeho
schopnosti pfevadét energii ziskanou z fotoni na elektronové prenaSece schopné ziskany
energeticky potencial dale transportovat k dalSimu vyuziti. Ostatni barviva, jako jsou karotenoidy a
xantofyly, plni pouze pomocné funkce. Jejich hlavnim ukolem je sbér fotontli, které nebyly
zachyceny nékterym z chlorofyli. Sekundéarni fukci tvofi ochrana fotosyntetického aparatu pred
poskozenim vlivem nadmérného ozéfeni, €1 napiiklad volnym radikdlem kysliku.

Molekulu chlorofylu tvoii dvé &asti: porfyrin a fytol. Ustfednim atomem molekuly porfyrinu je
hofe¢naty kationt Mg*", ktery je vazan mezi pyroly. Tato ¢ast chlorofylu se vyznacuje hydrofilnim
charakterem. OvSem u celé molekuly barviva pievazuje lipofilni charakter. Tento rozpor je
zpusoben piitomnosti fytolové ¢asti chlorofylu, ktera je velice silné lipofilni a ¢astecné tak prekryva
1 hydrofilni povahu porfyrinu.

V lumenu chloroplastli, tedy ve vnitinim prostoru ohrani¢eném membranou chloroplastu, se
nachazi malé vacky, zvané thylakoidy. Ty byvaji €asto uspofadany nad sebe do tzv. gran, jejichz
vyznam neni zatim zcela vysvétlen. I pfes to je znamo, ze rozlozeni fotosystému I ( PSI ) a
fotosystému II (PSII ), o kterych budu podrobné hovotit dale v kapitole 1.3, se znacné lisi mezi
thylakoidy vystavenymi stromatu (stroma je prostor okolo membranové organely v buiice) a
stésnanymi thylakoidy, které svymi st€énami pfiléhaji na sebe a v podstaté tento prostor neni soucasti
okolniho lumenu chloroplastu. V thylakoidnich membranach vystavenych stroma chloroplastu se
objevuji zejména PSI, kdezto v stésnanych membranach je mnohem cetnéjsi vyskyt PSII. Diky
pritomnosti fotosystému v thylakoidni membrané zde tedy probiha tzv. svételna (fotochemickd) faze
fotosyntézy. Naproti tomu zabudovavani uhliku do organickych molekul, tedy tzv. temnostni faze
fotosyntetického cyklu probihd v lumenu thylakoidii. Toto tvrzeni ov§em neni pravdivé pro tzv. Cy4
rostliny, kde je fotochemickda a syntetickd ¢ast fotosyntézy vyrazn& prostorové oddélena diky
adaptaci na suché¢ a tepl¢ oblasti.

[Prochazka, 1998]

1.3  Fotosyntéza

V ptedchozi kapitole jsem nastinil, jak vypada vnitini prostor chloroplastu, je tedy Cas pustit se
do podrobnéjsiho popisu fotosyntézy. Z hlediska vstupnich a vystupnich latek jde proces
fotosyntézy velice zjednoduSené popsat touto sumarni rovnici ( 4 je Planckova konstanta a v
rychlost svétla, jde o vypocet energie dle vzorce 1.1(1) )

1.3(1) 6 CO;+ 12 H, O +hv — CsH,06+ 6 O, + 6 H,O

Fotosynteticky aktivni organismus tedy spotiebovava oxid uhli¢ity, nachéazejici se v jeho okoli,
Stépi vodu a vyrabi nejjednodussi organicky cukr - glukozu. Jako vedlejsi produkt také vznikd
kyslik. Ten je sice nepostradatelny pii dychani organismii, ale v procesu fotosyntézy nehraje Zadnou
roli. Ba naopak, rostlina se snazi z thylakoidd kyslik co nejrychleji odvadét, protoze diky své
reaktivité (predev§im pokud se nachazi ve formé¢ radikalu) by mohl poskodit nékteré z proteina

vvvvvv
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sacharidy, ¢i vyuzit pii bunééném dychani pro ziskani energie potfebné k chodu bunky.
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Samotna fotosyntéza se da rozdélit na dvé Casti, cast fotosyntetickou (svétlostni) a syntetickou
(temnostni, kterd nemé pfimou zéavislost na svétle). V ramci syntetické ¢asti probihd soubor reakci
nazyvany jako Calviniv cyklus, do néhoz vstupuji produkty svétlostni faze - NADPH+H" a ATP,
spolecné s oxidem uhli¢itym. Vysledkem tfady chemickych reakci probihajicich v jeho rdmci je
vznik vySe zminéné glukozy (CsH120s). V této praci se vSak temnostni fazi fotosyntézy zabyvat déle
nebudu. Jak jiz napovid4d ndzev ,temnostni“ faze (i kdyZ neni zcela pfesny) nezavisi Calviniv
cyklus pfimo na osvétleni rostliny a nelze ho tedy studovat s pomoci fluorescence. Zaméfil jsem se
zejmeéna na svétlostni Cast fotosyntézy, jejiz pribeh pfimo zavisi na ozafeni rostliny. Kromé svétla
je priubéh svétlostni faze samoziejm& podminén i1 piitomnosti fotosyntetického barviva, tedy
chlorofylu a, respektive Ctyf zakladnich proteinovych komplexti v membrané: fotosystemu I,
fotosystemu 11, Cytochromu bys/f a ATP-syntazy. [Jelinek, 2014, Prochazka, 1998]

1.3.1 Usporadani proteinii v thylakoidni membrané a jeji struktura

Membrana thylakoidu se svou stavbou vzdalené¢ podobé cytoplazmatické membrané obalujici
buiiku. Jejim zakladem je shodné jako u cytoplazmatické membrany dvojvrtsva fosfolipidi. Jde o
tzv. amfipatické molekuly, tedy obsahujici jak hydrofobni, tak hydrofilni ¢ast. Hydrofobni ¢ast je
zde ptfedstavovana dvéma mastnymi kyselinami navazanymi na hydrofilni fosfatovou hlavu (viz
obrazek 1.3(1)). Diky tomu jsou fosfolipidy schopné samoorganizace do micel, nebo jako zde do
dvojvrstvy a to vzdy hydrofobnimi konci k sobé (obrazek 1.3(2)). Prostor membréany tedy tvofi
hydrofobni mastné kyseliny a jeji povrch hydrofilni fosfatové hlavicky. Toto rozlozeni dava
bunééné membrané tadu dilezitych vlastnosti. Tou nejzésadnéjs§i pro fotosyntézu je jeji
nepropustnost pro vSechny vétsi ¢astice a ionty, kterd umozniuje vytvoreni protonového gradientu,
¢ili zvyseni koncentrace H', na membrang, jenz se posléze vyuziva ke tvorbé ATP. Dalsi vlastnosti
fosfolipidové membrany, kterd jisté stoji za zminku je jeji konzistence. Nejde totiZ o nijak pevnou
strukturu, nybrz o polotekutou substanci, kde jednotlivé komponenty nemaji pevné dané misto, ale
jsou schopny se lateraln€, neboli bocné pohybovat membranou. Tento pohyb si lze predstavit jako
pluti velice viskézni kapalinou. Rychlost pohybu zavisi na velikosti pohybujici se molekuly.
Zatimco fosfolipidy jsou schopny pfemistit se lateralnim pohybem az o 2 mikrometry za jednu

cH — N(CH . VODA

= e cholin
é <!; hydrofilni
'S 0= p -0 fosfatova hlava
'u_g A skupina
= P
o e, :
z CIH’ C|H =) glycerol hydrofobni

0 0 NBEES e ocas

| e e

C=0 C=0
>
g QOO0
2 mastné |
5 kyseliny
5 I
e UL
o ! ! ;
2z SEssessss s s

Obrazek 1.3(2): Samoorganizace

Obrazek 1.3(1): Struktura fosfolipidu tvoriciho biologické Josfolipidii ve vodnim prostredi

membrany[Prevzato z Campbell a Reece, 2006, str. 70] hydrofobnimi ocasy k sobé. Ukdzka miceli
(nahore) a membrany (dole). [Prevzato z

Campbell a Reece, 20006, str. 71]
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sekundu (coz odpovida délce prokaryotni buriky), proteinové komplexy se pohybuji velice pomalu,
nebo mohou byt dokonce piipojeny na cytoskelet a tim svou mobilitu ztrdcet prakticky uplné.
[Kodicek a Karpenko, 2000]

Jak bylo zminéno na konci ptedchozi kapitoly, v thylakoidni membrané jsou zanotfeny Ctyfi, pro
fotosyntetickou Cast fotosyntézy nezbytné pigment-proteinové komplexy. Jedna se o fotosystém II,
k némuz je pfipojen vodu Sté€pici komplex, cytochrom be/f podilejici se na tvorbé protonového
gradientu - fotosystém I zajist'ujici redukci NADPH™ a ATP-syntaza zajistuji fosforylaci ADP. Mezi
témito komplexy se po povrchu membrany, ¢i ptimo v lipidovych dvojvrstvach pohybuji prenasece,
zajiStujici pfenos energie z jednoho komplexu na druhy, popfipadé i pfenos protonti skrze
thylakoidni membranu. [Jelinek et al., 2014]

1.3.2 Fotosystém II a Cytochrom be/f

Fotosystém II ( PSII ) spolecné s fotosystémem I obsahuje jako jediny komplex v thylakoidni
membrané reakéni centrum schopné prevést energii ziskanou z fotonti na elektrony. Je tedy jednim
ze dvou zdroji energie ve fotosyntéze. Jeho reak¢ni centrum se oznacuje P680, podle vinové délky
ve které ma PSII své absorbéni maximum v cervené oblasti viditelného zareni - tedy 680
nanometri. K reakénimu centru jsou pfipojeny svétlosbérné komplexy ( LHCII, Light Harvesting
Complex II ) tvofené molekulami chlorofylu vazanymi na proteiny, jejichZ tkolem je zachyceni
energie svételného zareni a predani excitacni energie do reak¢éniho centra, jez ji pfevede na elektron.
Dale je na reakéni centrum napojen systém karotenoidii, ktery ma pomocnou funkci pii transferu
energie. Anténni systém jednoho fotosystému obsahuje az 300 molekul chlorofylu, ktery je
rozprostien do velké plochy tak, aby mohl zachytavat co nejvice fotond. Diky svétlosbérnému
komplexu je PSII schopen excitovat velké mnozstvi elektronti.

Vysoky pocet excitovanych elektront je dulezity pro vodu Stépici komplex, ktery je k PSII
pfipojen. Ten zachyti jednu molekulu vody z lumenu thylakoidu a za casti dvou excitovanych
elektronti, dodanych z reakcniho centra fotosystému II, ji hydrolyzuje na kyslik, dva kationty
vodiku ( H"), ¢ili dva protony a dva volné elektrony ( e ). Jak je popsano vySe v uvodu této
kapitoly, kyslik je pouze vedlejSim produktem, ktery je dale nepotiebny, ¢i dokonce Skodlivy pro
fotosynteticky aparat a tudiz dochézi k jeho rychlému odvadéni z oblasti lumenu thylakoidu, nebo
alespon navazani néktrym z pomocnych barviv (napt. karotenoidy). Dva kationty vodiku jsou stejné
jako kyslik uvolnény do lumenu, kde se podileji na vzniku protonového gradientu a posléze na
fosforylaci ADP. Posledni slozkou, ktera se diky hydrolyze uvolni jsou dva volné elektrony. Ty
zpétné redukuji reakéni centrum P680", které se kladné nabilo po pfedani excitovanych elektront
pro Stépeni vody.

Fotosystém II vSak neposkytuje excitované elektrony pouze vodu §tépicimu komplexu. Druhou a
neménné dilezitou jeho funkci je zasobovat elektrony fotosystém I. Na néj vSak elektrony
nedoputovavaji excitované, nybrz jejich energie je vyuZzivana v prabé&hu transportu, na PSI tedy
ptichazeji opét deexcitované elektrony, jejichZ osudy se budu zabyvat dale v odstavci /.3.4. Prvnim
Clankem v transportnim fetézci mezi PSII a PSI tvofi plastochinon ( PQ ). Nejprve se projevi
pfitomnost plastochinu Qa, ktery na sebe vaze excitovany elektron z reakéniho centra PSII. Z Qa
pozdéji elektron pfechdzi na plastochinon Qg. Ten ma schopnost vazani dvou elektront a je tedy
zapotiebi dvou redukovanych molekul Qa. Plastochinon Qg ovSem neni pouze pfenasecem
elektronti. Kromé elektront, kterymi se redukuje, navazuje také dva protony ze stroma thylakoidu,
cheete-li z matrixu chloroplastu. Po navéazani prochazi ve from¢ PQH, membranou k Cytochromu
be/f. Zde jsem pouzil spojeni ,,prochazi membranou* a to zcela zamérné, jelikoZz plastochinon se
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pohybuje v prostoru uvnitf membrany, mezi hydrofobnimi mastnymi kyselinami tvoficimi ¢asti
molekul fosfolipidi, z nichZ je thylakiodni membrana slozena.

Jakmile doputuje PQH, na Cytochrom b¢/f, pfedd mu pfendSené elektrony a protony. Dva
kationty vodiku jsou uvolnény do lumenu thylakoidu, kde se stejné jako H' vzniklé p¥i hydrolyze
vody podileji na tvorbé protonového gradientu. Osud dvou elektronti donesenych PQH, se zpoc¢atku
podobd tomu, ktery potkal pfenaSené protony. Elektrony jsou také transportovany smérem do
lumenu thylakoidu, na rozdil od protona vSak nejsou uvolnény do matrix thylakoidu. Prvni z obou
e je transportovan déale na plastocyanin ( PC ), ktery ho ptes nékolik bilkovin a poté lumenem
pfesunut skrze membranu a redukuje dalsi molekulu PQ. Diky tomuto dimyslnému mechanismu se
zvysi pocet kationtll vodiku uvolnénych do lumenu thylakoidu o dalsi 2 H'. [Prochdzka, 1998]

1.3.3 ATP-syntaza

V poslednich odstavcich jsem se stdle zmifloval o tvorbé protonového gradientu v lumenu
thylakoidu. Jeho pfitomnost je klicova pro vyrobu jednoho ze dvou produkti fotochemické ¢asti
fotosyntézy - ATP. Molekula ATP ma zcela zasadni vyznam pro fungovani bunky. Jeji d€l spociva
v pienosu energie potiebné pro rtiznorodé déje probihajici v bunice. Pfikladem takového déje miize
byt bunéné dychani, ¢i aktivni transport molekul nebo iontl skrze cytoplazmatickou membranu.
ATP sice neni jedinou molekulou, nachézejici se v buiikach, se schopnosti pfenosu energie, miize se
viak pysnit vysostnym postavenim. UGelem vyroby ATP v pribéhu fotosyntézy vsak neni
zasobovani rozlicnych reakci v buiice. Vyrobena ATP ma jediné poslani - slouzi jako zdroj energie
pro tvorbu glukozy.

I nezkuSeny biochemik jist¢ vi, co se skryva pod zkratkou ATP. Jednd se o molekulu
adenosintrifosfatu. Centrum této molekuly tvofi ribdza, na niz je z jedné strany navdzan adenin a ze
strany druhé pfipojen fetézec tii fosfath (viz obrazek 1.3(3)). Ona zazracnd schopnost pienosu
energie se ukryva pravé ve vazbach mezi tfemi navazanymi fosfaty. Vyhodnost téchto vazeb pro
pfenos energie prameni z jejich vysoké energetické bohatosti a pomérné snadnosti Stépeni. Pro
vetsinu reakcei uvnitt buiiky plati, Ze dochazi k odstépeni pouze jednoho fosfatového zbytku, ¢imz
vznikd ADP ( adenosindifosfat ). V nékterych ptipadech vSak miize dojit ke Stépeni dvou vazeb a
davodu je pro rostliny vyhodné stépeni pouze jedné vazby v molekule ATP za vzniku ADP (obrazek
1.3(3)) a nasledna fosforylace probihajici prostfednictvim ATP-syntdzy. [Kodicek a Karpenko,
2000]
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Obrazek 1.3(3): Nalevo struktura adenosintrifosfatu (ATP) jako prenaSece energie. Na pravé
strané adenosindifosfat (ADP), ze kterého pripojenim fosfatového zbytku vznika ATP.
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ATP-syntdzu lze popsat jako jeden z snad nejzvlastngjSich, le¢ zaroven nejdimysinéjSich
proteinovych komplext v thylakoidni membrané€. Jeho unikatnost spoc¢iva zejména ve schopnosti
vyuzivat kinetickou energii protonli pro vznik chemické vazby, a sice pro pfipojeni jednoho
fosfatového zbytku k molekule ADP, ¢imz vznikéd energeticky nabitd molekula ATP. Hnaci silou
tohoto procesu je protonovy gradient vytvoieny diky PSII, Cytochromu be/f a PQ v lumenu
thylakoidu. Protony maji pfirozené tendenci vyrovnavat rozdilné pH mezi stroma a lumenem svym
pfechodem pfes membranu. OvSem jak jsem zminil v kapitole 1.3.1, membrana je pro H"
nepropustna. Protony jsou tedy nuceny hledat proteinové komplexy umoziiujici jejich transport na
druhou stranu membrany. Jedinym komplexem, ktery tento transport umoziuje, je v ptipadé
thylakoidni membrany ATP-syntaza, jenz se skladd z péti spojenych polypeptidovych jednotek.
Protony postupné prochazeji skrze ATP-syntazu, pfi¢emz jsou nuceny pronikat skrze mechanismus
pfipominajici ,,koloto¢*. Kationt vodiku se nejprve dostane na jednu ,,sedacku‘ tohoto kolotoce.
Aby mohl vypadnout na stromdlni strané¢ membrany, je nucen timto koloto€em pootocit. Tim
predava ATP-syntdze energii, ktera je vyuzita pro navazani fosfatového zbytku na molekulu ADP.

1.3.4 Fotosystém I a NADP' reduktaza

Maximum absorbance v Cervené oblasti vykazuje fotosystém I pfi svétle o vinové délce 700nm,
jeho reakéni centrum se tedy oznacuje jako P700. Obdobné jako u PSII je k reakénimu centru
pfipojen svétlosbérny komplex napoméhajici absorbci energie zafeni. Narozdil od PSII vSak
svetlosbérné molekuly fotosystému I nevykazuji téméf zddnou fluorescenci, ma prace se proto
zabyva pouze zkouméanim chovéni fotosystému II. I pfesto se vSak kratce zminim o procesech
probihajicich na PSI a pfilehlém ferodoxinu.

Na fotosystém I jsou transportovany elektrony z PSII (viz kapitola 1.3.2). Pii ptichodu na PSI
vsak postradaji enegeticky potencial, ktery jim byl udélen excitaci na PSII. Ukolem reakéniho
centra fotosystému I je tedy opétovna excitace téchto deexcitovanych elektronti. Po excitaci stoji
elektrony pfed volbou. Mohou se but'to vratit na Cytochrom be/f, v tomto pifipadé jde o tzv.
cyklickou fosforylaci. Pfi tomto procesu vSak ve fotosyntéze dochazi pouze k fosforylaci ADP na
ATP, nikoliv k redukci NADPH". Ostatné proces cyklické fosforylace neni rostlinami nijak hojné
vyuzivan. Naprostou vétSinu svého Casu vénuji rostliny necyklické fosforylaci. Pti ni nedochazi k
vraceni reexcitovanych elektronil zpatky na Cytochrom b/f, ale jsou déle vyuzivany. Z fotosystému
I putuji tyto energeticky opét bohaté elektrony na NADP™ reduktazu, ¢ili ferodoxin. Jeho ukolem je
redukce molekuly NADP na NADPH+H', za pomoci elektront dodanych z PSI a dvou protond ze
stroma thylakoidu. Vyznam molekuly NADPH+H™ spo¢iva zejména ve schopnosti pfenosu protonti.
Ve fotosyntéze je této jeji schopnosti vyuzivano dale v Calvinové cyklu. Ferodoxin se ovSem
nezamétfuje pouze na redukci NADP. V piipadé nedostatku této molekuly v okoli je schopen
redukovat nitridy, ¢i sirany. [Prochdzka, 1998]

1.4  Fotoochranné mechanismy v chloroplastu

Fotosyntéza, presnéji feceno jeji rychlost a vytézek, jsou zavislé na intenzit¢ fotosynteticky
aktivniho zatfeni dopadajiciho na thylakoidy. V pribéhu dne se ovSem tato intenzita velice razatné
méni. Kazdy si uvédomi, Ze mnoZstvi svétla dopadajiciho rdno a v pravé poledne jist¢ nelze
srovnavat. Dalsi urcujici faktor tvofi zemépisnd poloha, prakticky feceno tedy thel pod kterym
dopada svétlo ze Slunce na zemsky povrch, s niZ je spjat i kolobéh ro¢nich obdobi. Z hlediska
intenzity zafeni tedy v prib&hu dne existuji dva extrémy. Prvnim je tma - prostd nepfitomnost
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svétla. Ta pochopitelné znemoznuje prubéh svételné faze fotosyntézy. Nenese s sebou vSak zadné
riziko poskozeni pro fotosynteticky aparat. Druhou, a pro fotosyntetizujici organismy mnohem
osvétlena intenzitou svétla, na kterou neni adaptovana, dochazi k tzv. fotoinhibici. Dle typu
poskozeni rozliSujeme fotoinhibici dynamickou a chronickou. Pti dynamické fotoinhibici se v
rostliné aktivuji mechanismy ochraiujici fotosynteticky aparat, ktery by mohl byt poskozen
pohlcenim pfiliSného mnozstvi energie. Vedlejsim efektem téchto ochrannych mechanismil je
sniZzeni vytéZzku fotosyntézy. Po sniZzeni ozafeni se vSak vraci na plvodni hodnotu. Naproti tomu
chronickd fotoinhibice piedstavuje nevratné snizeni vynosu fotosyntézy, poptipad¢ i jeji zastaveni.
Toto nevratné poSkozeni je zplisobeno prebytkem energie, ktery poskozuje zeyména citlivy protein
D1 v reakénim centru PSII, které se posléze stdva neschopnym pienosu elektront déale do
fotosyntetického aparatu. Jedinym zplisobem reparace tohoto poSkozeni je nahrada nefungujiciho
proteinu nove syntetizovanym. Vzhledem k tomu, ze standardni Zivotnost proteinu D1 se pohybuje
okolo 30 minut, maji organismy vzdy v zasob& nasyntetizované nové proteiny. Nicméné pokud ma
silné ozafeni delSiho trvani, organismus nestaci dostate¢n¢ rychle syntetizovat nové proteiny a miize
tedy dojit az k Gplnému zastaveni procesu fotosyntézy. Existuje n€kolik zptsobt, jak se mohou
fotosynteticky aktivni organismy vyhnout chronické fotoinhibici. Jednou z moZznosti je naptiklad
xantofylovy cyklus, ¢i fluorescence chlorofylu. [Paviovd, 2005]

1.4.1 Xantofylovy cyklus

Jednou z moZnosti, jak ochranit fotosyntetickou membranu pied poskozenim vlivem
nadmérného mnoZstvi pohlcené energie, je tepelna deexcitace - vyzareni pohlcené excitacni energie
ve form¢ tepla. K tomuto ucelu byl organismy vyvinut tzv. xantofylovy cyklus. Xantofyly jsou
kyslikaté derivaty karotenoidii. V xantofylovém cyklu rostlin se objevuji tfi formy téchto barviv -
violaxantin, antheraxanthin a zeaxanthin (viz obrazek 1.4(1)). Z chemického hlediska tvoti rozdil
mezi témito barvivy epoxidové skupiny. Violaxanthin obsahuje dvé, na kazdém konci molekuly
jednu. Antheraxanthin disponuje uz jen jednou epoxidovou skupinou a zeaxanthin je jich
naprosto ,,zprostén““. Napadna podobnost téchto tii barviv samoziejmée neni nahodila, ¢i bezicelna.

HO Zeaxanthin

Obrazek 1.4(1): Chemicka stavba violaxanthinu (prvni od shora), antheraxanthinu (uprostred) a
zeaxanthinu (dole). Violaxanthin se bézné vyskytuje v neozdrenych burikach, pri ozareni bunek silnym
svetlem ovsem dochazi k rozebéhnuti xantofylového cyklu, tzn. deepoxidaci violaxanthinu pres
antheraxanthin az na zeaxanthin, ktery je schopnen ucinné disipovat excitacni energii ve formé tepla.
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Za obvyklych podminek disponuje fotosyntetizujici organismus piredev§im violaxanthinem a
menSim mnozstvim molekul zeaxanthinu. Pfi nadmémém ozareni, se vlivem d¢innosti PSII a
Cytochromu be/f zvySuje koncentrace protonti v lumenu (viz kap. 1.3.2). Dosazeni kriticky nizké
hodnoty pH uvnitf thylakoidni membrany vede ke spusténi xantofylového cyklu. Jako prvni krok je
z jednoho konce molekuly violaxantinu od$tépena epoxidova skupina. Vznika antheraxanthin, ktery
ovSem v celém cyklu vystupuje pouze jako meziprodukt. Z antheraxanthinu je stejnym postupem,
jako prve z violaxanthinu, od$tépena i druha epoxidové skupina. Vysledkem je zeaxanthin, ktery
disponuje kyZenou schopnosti u¢inného odvodu energie ze svétlosbérného systému a jeji nasledné
disipace ve form¢ tepla. Pomoci ¢ehoz chrani proteiny v reakénim centru citlivého fotosystému II,
ale 1 odolngj$iho fotosystému I pfed poskozenim. Pokud je intenzita svételného zafeni snizena,
zacne opacny cyklus, tedy epoxidace zeaxanthinu pfes antheraxanthin zpét na violaxanthin.
[Prochdzka, 1998]

1.4.2 Fluorescence chlorofylu

Pti ozafeni fotosyntetického aparétu lze pozorovat velice zajimavy jev - fluorescenci chlorofylu.
Jisté procento fotoni absorbovanych svétlosbérnymi systémy je vyzareno zpét do prostiedi, ovSem
s delsi vinovou délkou. V ptipadé PSII maji vyzaiené fotony vinovou délku 685 nm, zatimco vinové
délky pfijimanych fotoni se pohybuji (v cervené oblasti) okolo 680 nm (viz graf 2.3(1a)).
Fluorescenci vykazuji oba fotosystémy, nicméné majoritnim podilem piispiva PSII. Naptiklad u
rostlin ma PSII ,,na svédomi“ az 90% procent celkové fluorescence. Fluorescenci lze pozorovat
vzdy pifi ozafeni fotosynteticky aktivnim zafenim. Za standardnich podminek je wvytézek
fluorescence velmi maly, pokud vSak dojde k prudkému zvySeni intenzity dopadajiciho svétla,
prudce vzroste 1 vytézek fluorescence. Mezi intenzitou fluorescence a vytézkem fotosyntézy tedy
existuje jakasi hruba neptima umeérnost, diky cemuz lze méteni fluorescence vyuzit k monitorovani
fotosyntetické aktivity. [Soukupova a Rohacek, 2005]

K pochopeni mechanismu fluorescence je nejprve nutné piipomenout nékteré fyzikalni
vlastnosti, jimiz disponuji elektrony v atomu. Kazdy jisté ze Skoly znd velice zjednoduseny model
atomu, kde protony a neutrony tvoii jadro, okolo né&jz obihaji elektrony po tzv. orbitalech. Orbital
vlastné predstavuje piesné danou energetickou hladinu. VSechny elektrony obihajici ve shodném
orbitalu maji stejnou energii, urenou pravé orbitalem ve kterém se nachdzi. Mezi orbitaly se
elektrony mohou pohybovat. Tento jev se nazyva kvantovy skok, i checete-li kvantovy prechod.
Elektrony si ovS§em nemohou jen tak z dlouhé chvile pfeskakovat mezi orbitaly, kvantovy skok
ma ,,pfisna“ pravidla. Pfedev§im energie potfebna pro excitaci ¢ musi mit stejnou hodnotu, jako
rozdil energetickych hladin, mezi nimiz elektron pfechazi. Pfi excitaci ovSem elektron nemusi projit
vSemi energetickymi stavy, nékteré muze jednoduse pieskocit. VSe zdlezi pouze na mnozstvi
energie, které je elektronu dodano. Kde ovSem elektron ziska energii potfebnou ke kvantovému
pfechodu? Existuje fada moznosti, zde se budu zabyvat pouze jednou, pro mou praci urcujici -
absorpci fotonu. OvSem ne jentak ledajakého fotonu letici prostorem. Elektron mlze absorbovat
pouze foton o energii shodné s energetickym rozdilem dvou valencnich stavii mezi nimiz
pteskakuje. V piipad¢ fluorescence chlorofylu je cela situace vice specifikovana. Elektrony mohou
byt ze zékladniho stavu ( Sy ), excitovany pouze do dvou stavil - S; nebo Sy. V ptipadé kvantového
skoku do prvniho z téchto stavii absorbuje elektron foton z ¢ervené oblasti viditelného svétla (okolo
680 nm). Pokud dojde k absorpci ,,modrého* fotonu (tzn. zhruba 430 nm), provede elektron
kvantovy ptechod do stavu Sy. Jakmile elektron piejde do vyssiho stavu, okamzité se ,,snazi
spadavat nazpét do nizsiho a tedy 1 stabilnéj$iho orbitalu. V excitovaném stavu se zdrzi v priméru
pouze 107 sekundy. Prakticky ihned tedy spadiava do niz§iho orbitalu, coz miize uskuteénit
prostiednictvim nékolika mechanismt. [Halliday, 2013, Paviova, 2005]
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Prvni z nich se nabizi sdm od sebe - cela tato prace je pteci o fotosyntéze. Pii1 osvétleni vhodnou
intenzitou FAR (a ptfihodnych ostatnich faktorti ovliviiujicich fotosyntézu) je excitani energie
elektronu pfeddavana do reakéniho centra fotosystému, kde je dale vyuzita. Rychlost, s jakou
dochdzi k predavani energie ve fotosyntetickém apardtu, je vSak omezena. Pfi opravdu vysoké
intenzité svétla dochdzi k tzv. saturaci. Fotosynteticky aparat je zahlcen excitovanymi elektrony,
které nedokédze pfedavat dale. Elektrony se tedy své ,,pfebytecné” energie musi zbavit jinym
zpusobem. Naskytd se jim moznost pfevést ji na teplo, leC chlorofyl neni na disipaci energie ve
form¢ tepla nijak uzplisoben. Opacna situace vSak panuje u karotenoidd. A pravé prostiednictvim
jednoho z nich, zeaxanthinu, nej¢astéji probiha tepelna disipace energie u rostlin. Tieti variantou
pro zbaveni se prebytecné energie je pravé fluorescence. Energie uvolnénd pii deexcitaci je
vyzatena do prostoru ve form¢ fotonu pficemz vyzatené svétlo ma delsi vinovou délku (tedy nizsi
energii), nez svétlo pfijaté (viz. uvod kapitoly 1.4). Dilezitou poznamku je fakt, Ze mechanismus
fluorescence se uplatiiuje pouze pii piechodu elektronu ze stavu S; do So. Pii deexcitaci mezi
stavem Sy a Sy se projevuje pouze tepelna disipace, nikoliv fluorescence. [Paviova, 2005]

1.4.3 Nefotochemické zhaseni (NPQ)

Zkratka NPQ pochazi z anglického non-photochemical quenching, v pirekladu tedy
nefotochemické zhaseni fluorescence. Jak se NPQ pfesné pocita bude popsano az v kapitole 2.2. V
této podkapittole se budu vénovat objasnéni otazky, co je vlastné NPQ. Abych se dobral k jeho
definici, dovolim si nejprve maly popis pribéhu vytezku fluorescence po ozareni
predemzatemnéného vzorku (pro ilustraci napt graf 4.5(2)). Bezprostiedné po ozéteni vzorku (0,1-
Is) vytézek fluorescence prudce vzroste na své maximum. V nasledné fazi, v fddu minut, zacina
fluorescence klesat diky rozbéhnuti fotochemickych procesti v chloroplastech. Tyto fotochemické
procesy odcerpavaji energii z LHCII, diky ¢emuz zde nevznikd takovy piebytek excitacni energie,
¢imz je fluorescence Castecné zhasena (tzv. fotochemické zhaseni). VSechny ostatni procesy, vyjma
zde pravé popsané¢ho rozebéhnuti fotochemickych procesii, spadaji pod nefotochemické zhaseni
fluorescence, tedy NPQ. [Stroch et al.; 2004]

Jak je patrné z vySe uvedeného, NPQ rozhodné neptedstavuje jeden proces, ale zastupuje fadu
ruznorodych procest, které 1ze délit naptiklad podle doby, kdy se jejich u€innek projevi. Dle tohoto
déleni 1ze NPQ rozliSit na tfi slozky. Prvni a nejrychlejsi tzv. energy-dependent quenching
(energetické zhaseni), o néco pozd¢€jsi tzv. state-transition quenching (stavovy prechod) a posledni
nejpomalejsi  photoinhibitory quenching (fotoinhibi¢ni zhaSeni), piedstavujici vlastné opravu
fotosyntetického aparatu poskozeného vlivem nadmérného mnozstvi excitatni energie. [Stroch et
al.; 2004]

Energetické zhaSeni fluorescence je proces projevujici se rychle, v fadech desitek sekund. Jde o
typ tepelné disipace energie, jenz chrani fotosynteticky aparat proti poskozeni vlivem nadmérného
mnozstvi excitaéni energie ve svétlosbérnych systémech. Pro uspéSné probéhnuti vyzaduje
energetické zhaseni fluorescence jednak pfitomnost xantofylu, zejména zeaxanthinu, a jednak nizké
pH v lumenu thylakoidu, tedy vytvotfeni protonového gradientu na membrané thylakoidu. U rostlin
se zpétna reakce zeaxanthinu na violaxanthin (viz kap. 1.4.) odehrava rychle, avSak pro fasy to
neplati. Naptiklad u rozsivek Phaeodactylum trocirnutum je zhéseni vytézku fluorescence spojené s
xantofylovym cyklem sice velmi silné, ale po skonceni osvétleni vzorku se vytézek fluorescence
vraci jen velice pomalu. Divodem tohoto jevu je potieba NADPH pro zpétnou epoxidaci
diatoxanthinu na diadinoxanthin (od xantofylii rostlin se 1i§i v poctu epoxidovych vazeb - maji
pouze jednu). Bez ozafeni ovSem neni P. tricornutum schopna NADPH tvofit v dostatecné mife a
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enzym zajistujici zpétnou epoxidaci (epoxidadza) je tedy v podstaté neaktivni. Diky tomu zGstava v
chloroplastech diatoxanthin, ktery pfijatou excitacni energii disipuje ve form¢ tepla a vytézek
fluorecence tedy nema moznost se n&jak vyrazn¢ zvysovat. U rozsivek tedy protonovy gradient neni
pro zhaSeni nezbytné nutny - postaCuje dostatecné mnozstvi deepoxidovanych xantofyll.
[Grouneva; 2009, str 931 fig.1]

Druhy druh zhaSeni - state-transition (stavovy ptrechod) je zalozen na naprosto odliSném
principu nez piedchozi energetické zhaseni. Jeho relaxace ma poloc¢as okolo 8 minut a v
zjednodusSené podstaté jde o fosforylaci nékterych LHCII, jehoz disledkem je odpojeni od PSII a
nasledné pfipojeni k PSI. BohuZel zatim nelze zcela s urcitosti fici, zda se jedna o fotoochranny
mechanismus, ¢i nikoliv. Pravdépodobné jde o zplsob jak co nejucingji rozlozit excitani energii
mezi PSII a PSI, avSak mnoho se o tomto procesu prozatim nevi. Pro mou préci je vSak tento
zhdSeci mechanismus dalo by se fici irelevantni, protoze velkd céast fas timto mechanismem
nedisponuje. [Stroch et al.; 2004]
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2 Pouzité metody méreni a mérici aparatura

Doposud jsem se vénoval pouze fyzikalnim vlastnostem svétla, rozboru stavby chloroplastu, ¢i
popisu jevu zvaného fluorescence. Nyni vSechny tyto poznatky spojim v popisu méticich metod a
postupil, jenz jsem pii svych experimentech vyuzival, tedy fluorescence chlorofylu, parametru
Fv/Fu a vypoctu nefotochemického zhaseni fluorescence (NPQ). K meéfeni vSak neni potfebna
pouze metoda postupu, ale také vybaveni. Z tohoto divodu bude za popisem méficich metod
nasledovat kapitola v€novana pravé laboratorni aparatuie. A jako posledni, av§ak neméné dulezitou,
soucast celé ,,skladacky* experimentu uvedu popis protokolu, ktery jsem pii méfenich vyuzival.

2.1 Metoda saturacnich pulza

Existuje celd fada metod, které vyuzivaji jevu fluorescence k pfiblizeni fotosyntetickych a
fotoochrannych mechanismu fungujicich uvnitt bunék autotrofii. Mnou pouzitd metoda zalozené na
fluorescenci chlorofylu se nazyva: metoda saturacnich pulzi. Co si ovSem predstavit pod
pojmem ,,saturacni pulz“? V kapitole 1.4.2 jsem se zmiiioval o tom, jak vznika jev fluorescence. Ve
chvili, kdy je svétlosbérny systém zahlcen piebyteCnou excitacni energii, kterou nedokaze
fotosynteticky aparat zpracovat a jez neni odvadéna tepelnou disipaci, dochazi k vyzatrovani
pohlcené energie zpét do prostoru ve formé viditelného zareni. Je dilezité si uvédomit, ze aby byla
piebytecna energie efektivné odvadéna ve forme tepla, je zapotiebi aktivace zhasecich mechanismi,
které jsou v buiikach adaptovanych na tmu vypnuté. Musi se tedy nejprve rozbéhnout xantofylovy
cyklus (viz. kapitola 1.4.1) a n¢které dalsi procesy. Pokud ovSem doddme svétlosbérnému systému
vysoké mnozstvi energie ve velmi kratkém case, tyto zhaSeci procesy jednoduse nestihnou
probéhnout. V piipad¢ saturacniho pulzu, ktery trvd pouhou jednu sekundu, tedy nedochazi ke
zméné miry disipace energie ve formée tepla, ale k redukci veskerych molekul plastochinonu, jenz je
vazan v PSII. Ve chvili, kdy je vSechen plastochinon v redukovaném stavu jiz neexistuje pfenasec,
jenz by transportoval excitované elektrony z reakcniho centra fotosystému II. VeSkerd excitacni
energie prijata svétlosbérnym systémem, kterd neni disipovana ve formée tepla, je tedy vyzaiena zpét
do prostoru jako fluorescence - méteny vytézek fluorescence se prudce zvysi. Dulezité ovSem
nejsou pouze vlastnosti satura¢niho pulzu, ale i jeho umisténi z hlediska c¢asové osy méteni. Pro
dosazeni korektnich vysledkli v experimentu je vhodné aplikovat saturacni pulzy v pravidelnych
intervalech. Rozestup mezi nimi je poté volen s ohledem na typ méteni, naptiklad v mé praci je
zvolen odstup saturacnich pulza 60s (blizsi popis protokolu méteni v kap 2.3). Spravny rozestup je
dulezity zejména z hlediska ovliviiovani vzorku samotnymi saturacnimi pulzy. Pfestoze jsem vyse
vliv na fotosynteticky aparat nepochybné ma. Pokud by tedy rozestup mezi saturatnimu pulzy byl
ptili§ kratky nebo jejich trvani piili§ dlouhé, mohlo by dojit k ovlivnéni vysledkli méfeni, jez je
pochopitelné nezadouci. [Soupova a Rohacek, 2005]

V pritbéhu aplikace prvniho saturacniho pulzu na predem zatemnény vzorek se méii tzv. Fy, tedy
maximalni fluorescence. Jak jiz napovidd oznaceni, jednd se o maximalni intenzitu vytézku
fluorescence, které je dany vzorek schopen dosdhnout. Jesté pied aplikaci prvniho satura¢niho pulzu
na vzorek je ovSem nutné zméfit minimalni fluorescenci (Fo). Ta se uruje pfi ozafeni pouze
méficim svétlem, které sice zplisobuje excitaci elektront barviv svétlosbérnych systému, nicméné z
davodu jeho prilis slabé intenzity ve fotosytémech II nedochazi k ptenosu elektront z vody na Qa,
proces fotosyntézy tedy neprobihd. Hodnota minimalni fluorescence (F,) ptfedstavuje ,,nulovou‘
hodnotu fluorescence pro veskeré vypocty nasledujici po méfeni. Po zméteni hodnot Fy a Fo 1ze
jednoduchym vzorcem (2.1(1)) vypocitat hodnotu variabilni fluorescence (Fv).
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2.1(1) Fyv=Fu-Fy

V dalS§im pribéhu experimentu se pak sleduje pravé vyvoj Fy. Pokud se hodnota Fy navysuje,
dochazi ve vzorku k nartistu poctu excitond, které nejsou zpracovany fotosyntetickym aparatem, ani
fotoochrannymi mechanismy a jsou vyzafeny ve formé fluorescence. Naopak snizovani hodnot
variabilni fluorescence dava tusit ubytku mnozstvi prebytecné energie ve svétlosbérnych systémech.
Za tento ubytek mohou byt zodpovédné fotoochranné mechanismy chranici reakéni centra
fotosystému II pfed poskozenim vlivem nadmérného mnozstvi excitacni energie. Druhou variantu,
vysvétlujici zhaSeni variabilni fluorescence, ptedstavuje aktivace fotosyntézy - jinak feceno
»Zpracovani excitonti fotochemickou cestou. Trvalé snizeni hodnot Fy vSak mize mit jesté jeden,
pro buiikky mnohem nic¢ivejsi ditvod - trvalou fotoinhibici. Pii poskozeni svétlosbérného systému
dojde k naruseni chemické struktury barviv, jez jej tvori. NaruSeni chemické struktury se
pochopitelné musi néjak projevit - barviva ztraci schopnost pfijimat a zpracovavat energii fotonl a
kdyz nejsou schopna energii fotont pfijmout, nemohou ji ani pozd¢ji vyzaftit v podob¢ fluorescence.
Timto mechanismem je tedy snizena hodnota variabilni fluorecence pii trvalé fotoinhibici. [Misra
etal., 2012]

S hodnotami maximalni a variabilni fluorescence se poji parametr Fy/Fy. Hodnotu tohoto
parametru nelze pfimo méfit, ale urcuje se jako rozdil maximalni a minimalni fluorescence, déleny
hodnotou maximalni fluorescence (viz vzorec 2.1.(2)).

21(2) Fv/FM = (FM - F()) / FM

Parametr Fy/Fyu 1ze popsat jako maximalni mozny vytézek fluorescence, jehoZ je schopen vzorek
dosahnout. Z toho vyplyva, Zze jakékoliv poSkozeni fotosyntetického aparatu se projevi snizenim
hodnoty Fy/Fyu (obdobnym mechanismem jako u variabilni fluorescence), diky cemuz lze tento
parametr vyuzit jako ,,méfitko kondice* ve které se nachazi fotosynteticky aparat vzorku. Dokonce
se ukazuje, Ze schopnost uspésné fotosyntetizovat je silné€ spjata se stavem celé rostliny, ¢i bunky a
parametr Fy/Fy ndm tedy prozrazuje hodné nejen o stavu samotného fotosyntetického aparatu, ale 1
organismu autotrofa jako celku. Z tohoto divodu se hodnota Fy/Fy v praxi casto vyuziva k
monitorovani stavu rostlin. Jeji snizovani mize byt zptisobeno nedostatkem vody nebo zivin, ¢i
napiiklad napadenim rostliny patogeny. Je potfebné dodat, ze buitkky motskych fas, které jsem pfi
svych méfenich vyuzival, vykazuji i pfi optimalnim stavu mensi hodnoty Fv/Fu nez zelené rostliny.
V mém experimentu jsem vyuZzival pouze bunky, které vykazovaly hodnotu Fy/Fy vétsi nez 0,6.
VétSina méfeni pak probihala na bunikédch u nichz se pomér Fy/Fy pohyboval v rozmezi 0,65 a 0,7.
[Misra et al., 2012]

2.2 Hodnota NPQ

Sledovanim zmén samotné¢ zmétené fluorescence lze odvodit jisté zaveéry o déni ve vzorku,
neptedstavuje vSak jediny parametr, pomoci které¢ho si Ize udélat predstavu o procesech, spjatych s
fotosyntézou, probihajicich uvnitt chloroplastli. Druhym parametrem, jemuz jsem ve své praci
vénoval nejvice pozornosti, byl vyvoj hodnot NPQ (zkratka z angl. non-photochemical quenching),
cesky tzv. nefotochemické zhéaseni fluorescence. Obdobné, jako u variabilni fluorescence i tento
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parametr se pfimo nemé¢ii, ale je vypocitavan dle nasledujiciho vzorce 2.2(1).
2.2(1) NPQ= (Fu/Fun)-1

Hodnota Fy zde predstavuje maximalni fluorescenci zmétenou pii prvnim saturacnim pulzu a F'y je
maximum fluorescence namétfené pii konkrétnim saturacnim pulzu v pribéhu experimentu. Jak je
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ze vzorce jisté patrné, parametr NPQ se nesleduje po celou dobu méteni, ale pouze pii saturacnich
pulzech. Kazda hodnota NPQ vynesena v grafu pak tedy piedstavuje jeden saturacni pulz, kterému
byl vzorek vystaven. [Misra et al., 2012]

Na prvni pohled by se mohlo mylné zdat, Ze parametr NPQ je velice podobny méfeni samotné
fluorescence nam ukazuje, kolik energie bylo ze svétlosbérného systému vyzatreno zpét do okoli ve
form¢ viditelného svétla, respektive kolik energie nebylo zpracovano ani fotosyntetickym
procesem, ani odvedeno ze svétlosbérnych systémi prostfednictvim fotoochrannych mechanismu.
Nefotochemické zhéaseni fluorescence, jak jiz napovidd sam nazev, je od fluorescence samotné
svym vyznamem naprosto odliSné. NPQ vyjadiuje pravé to mnozstvi energie, jeZ bylo disipovano
ve formé tepla, ¢i odvedeno prostfednictvim jinych fotoochrannych mechanismi. Stru¢né 1ze tvrdit,
ze ¢im vice fotoochrannych mechanismt se aktivuje, respektive ¢im vice se zvedd ucinnost
fotoochrannych mechanismt jako celku, tim roste 1 hodnota NPQ. Jinak feceno: NPQ ptredstavuje
jakési méfitko mnozstvi energie odvedené ze svétlosbérného systému skrze fotoochranné
mechanismy. Tyto vlastnosti dé€laji z parametru NPQ idealni néstroj, jenZ ndam umoziiuje piimo
sledovat vyvoj aktivace/deaktivace fotoochrannych mechanismii v chloroplastech vzorku a jejich
ucinnost. [Misra et al., 2012]

2.3 Laboratorni aparatura

Pti méteni svych experimenti jsem vyuzival vcelku jednoduché aparatury sestavajici se z tfidici
jednotky, detektoru fluorescence, méficiho svétla, aktinického svétla, saturacniho svétla a nékolika
filtr. VSechny tyto €asti laboratorniho vybaveni, s vyjimkou fidici jednotky, byly uchyceny pomoci
drzakti pfimontovanych k desce uréené pro optické stoly. Diky tomuto uchyceni byla zajiSténa
stabilita a nepohyblivost celé¢ aparatury v prubéhu vSech experimentl. Zajisténi nepohyblivosti
jednotlivych komponentli aparatury bylo dalezité pro korektni vysledky snimani fluorescence.
Pokud by doslo k pohybu detektoru od/ke vzorku, zmétené intenzity fluorescence by se lisily diky
rozptylu svétla na cesté¢ mezi vzorkem a detektorem. Pozdéji by tedy nebylo moZzné nazvijem
porovnavat jednotliva méfeni, ¢imz by doslo k znehodnoceni vysledk celého experimentu.

rrrrrr

ukolem bylo pochopitelné ftizeni chodu svétel a detektoru v dobé meétfeni a také prevadéni
analogového signalu ptichazejiciho od detektoru na digitalni data, jez jsem dale zpracovaval. Timto
se tedy dostavam k detektoru fluorescence. Jako detektor byla pouzita PIN dioda, umisténd do
blizkosti kyvety se vzorkem, kolmo na smér svétlovodice s jehoz pomoci byla kyveta osvétlovana.
Jak fidici jednotka, tak detektor pochédzeji od spole¢nosti Photon Systems Instruments sidlici v
Brné. Pro zajiSténi méfeni pouze a jen fluorescence chlorofylu a ne rozptyleného svétla ze
saturacnich pulzli, byly pfed detektorem umistény dva optické filtry. Prvnim filtrem byl
interferenéni  XVL0650-Longpass (vyrobeny japonskou firmou Asahi Spectra) zajistujici
neprichodnost krat§ich vinovych délek nez 650nm , ktery byl doplnén ¢ervenym sklenénym filtrem
RG665 Schott longpass 665 nm vyrabénym firmou Shott sidlici v Némecku. Diky kombinaci téchto
dvou filtri dopadalo na detektor pouze Cervené svétlo s delSimi vinovymi délkami nez 665nm, tedy
piesné takové svétlo, jaké je vyzarovano do prostoru pii fluorescenci chlorofylu.

Dovolim si jesté kratky skok zpét k popisu fidici jednotky. Nemohu si totiz dovolit opomenout

popis méteni prostiednictvim metody PAM (z angl. Pulse Amplitude Modulation), jez se Cesky
piekladé jako pulsné amplitudova modulace. Pfi ni je pii kazdém méteni nejprve zjiSténa hodnota
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pozadi méfeni, tedy Sumu detektoru a fluorescence vyvolané aktinickym, ¢i saturanim svétlem.
Teprve po zjisténi hodnoty pozadi sepne méfici svétlo a jednotka odecte druhou (pochopitelné
vyssi) hodnotu intenzity fluorescence. Nasledné dojde k vzajemnému odecteni prvni hodnoty od
druhé, ¢imz se z dat extrahuje pouze intenzita fluorescence vyvoland méticim svétlem. Vzhledem
ke stalosti intenzity méficiho svétla tedy dostaneme vysledek, jenZ neni nijak ovlinén zadnymi
ruSivymi faktory, jako je naptiklad osvétleni vzorku dalSim svétlem apod. Na zaver odstavce jesté
dodam, ze mnou pouzita jednotka dokaze standardné spinat s ptesnosti 1us (1 mikrosekunda), takze
1 pomérné rychlé spinani svétel a detektoru v experimentu zvladala bez nejmensich problémi.

Nyni se budu vénovat popisu pouzitych zdroji méficiho, aktinického a saturacnho svétla.
Vsechny tii zdroje byly tvofeny LED diodami a svétlo z nich bylo vedeno pifimo (v ptipadé
satura¢niho svétla), ¢i skrze svétlovodi€ (aktinické a méfici svétlo) na kyvetu se vzorkem (viz
pfiloha - ilustrace(2)). Funkci méficiho svétla zastdvala modra LED dioda OptoSupply OSUB5111P
15000 mcd o praméru Smm, poskytujici kratké pulsy (40us) s intenzitou 17pE. Pro spravné
provedeni experimentu je nutné, aby méfici svétlo neovliviiovalo vzorek. To znamend, ze méfici
svetlo nesmi vyvolavat fotosyntetickou aktivitu - na svétlosbérném systému sice dochézi k excitaci
elektront, ne vSak uz k transportu energie do reakéniho centra PSII. Abych dokazal, Ze mnou
pouzit¢ mefici svétlo skutecné neovliviiovalo vzorek, provedl jsem patnacti-minutové meéteni
fluorescence na bunkach Nannochloropsis oceanica DAY HL s pouzitim pouze méficiho svétla (viz
graf 2.3(1)). Jak je z daného grafu patrné, po celou dobu méfeni nedoslo k zddnému poklesu, ani
navyseni hodnoty fluorescence. Pokud by se ve vzorku béhem méfeni spustil proces fotosyntézy,
doslo by ke zméné vytézku fluorescence - ne€které z excitonti by byly odvedeny fotochemickou
cestou a ne vyzareny zpét do prostoru. Jak je ovSem patrné, ke zméné fluorescence nedoslo - vzorek
nebyl méficim svétlem nijak ovlivnén.

Saturacni svétlo tvotila bila (cold white) LED dioda MCWHL?2 vyrabéna americkou firmou
Thorlabs sidlici v Newtonu v New Jersey. Pied saturacnim svétlem byl namontovéan interferen¢ni
filtr XVS0610-Shortpass vyrdbény firmou Asahi Spectra, jenZ propoustél pouze vinové délky kratsi
nez 610 nm. Divodem instalace tohoto filtru byla ochrana detektoru pted svétlem s delSimi
vlnovymi délkami neZ 650 nm (pfipominam, Ze pfed detektorem byl filtr 650 nm longpass), které
by ho mohlo pfi velké intenzit€ poskodit a pfedevS§im by zcela znehodnotilo vysledky méfeni
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Graf 2.3(1): Méreni fluorescence u bunék Nannochloropsis oceanica HL pri pouziti pouze mérici

svetla. Ze stale konstatni hodnoty fluorescence je patrné, Ze mérici svetlo neinicuje zpusténi
fotosyntézy uvniti- chloroplastii a Zadnym zpusobem tedy neovliviiuje vzorek.
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fluorescence. Od stejné firmy, jako saturaéni LED dioda, pochézela i modra LED dioda M470L2
vykazujici maximdlni emisi v 470nm, jeZ v mém experimentu plnila funkei aktinického svétla.
Zminil jsem zde maximum emise. Vzhledem k tomu, Ze jsem méfil biologicky vzorek, bylo
samoziejm¢ dilezité svitit takovym svétlem, jaké mnou pouzité organismy vyuZzivaji k procesu
fotosyntézy. Na nasledujici strdnce uvedené grafy 2.3(2a) a 2.3(2b) poskytuji srovnani absorbance
zméfené u v experimentech vyuzivanych bunék Nannochloropsis oceanica DAYHL a emisnich
spekter svétel pouzivanych pii méteni pokusti. Z tohoto srovnani je patrné, ze pouzita svétla maji
vlnové délky emisnich maxim srovnatelné s vinovymi délkami absorpénich maxim fotosyntetickych
barviv, ktera obsahuji mnou pouzité buriky.
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Graf 2.3(1a) - nahore: Absorpcni spektrum bunék Nannochloropsis oceanica DAYHL.

Graf 2.3(1b) - dole: Srovnani spektra slunecniho svétla a mnou pouZzitého saturacniho, aktnického
a mériciho svétla. Pri srovnani s grafem 2.3(1a) je patrné, Ze v mistech kde je absorbance
chlorofylu nejvyssi maji pouzita svetla své emisni maximum.
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2.4 Protokol méreni

Pro sva méteni jsem pouzival jednoduchy protokol s pravidelnymi saturacnimi pulzy. Celkova
délka jednoho experimentu byla 20 minut. V prvnich péti minutdch byl vzorek pouze umistén do
kyvetince, zatemnén a adaptoval se na temnostni stav. Zbylych 15 minut (chcete-li 900s) probihalo
samotné méfeni variabilni fluorescence. Abych dokazal, ze 5 minut je dostate¢na doba pro tplnou
adaptaci vzorku na temnostni stav provedl jsem jednoduché méteni parametru Fy/Fy na buiikach
Nannochloropsis ocenica DAYHL - graf 2.4(1). Jak je z grafu patrné parametr Fv/Fy s pfibyvajicim
¢asem neroste, coz dokazuje, ze jiz po prvnich dvou minutach je vzorek plné¢ adaptovan na tmu a
petiminutovy ¢as zatemnéni je tedy jisté dostacujici pro dosazeni korektnich vysledkli experimentu.
Nyni bych se mél pokusit vysvétlit, pro¢ se hodnoty Fv/Fy v grafu pomalu a nepfiili§ vyrazné, ale
pfeci jen snizuji. V pribéhu vSech provadénych experimentll se takovéto chovani vyskytovalo
pomérn¢ Casto, ovSem pouze u fas rodu Nannochloropsis. Jednim z moznych vysvétleni tohoto jevu
by byla pomalad sedimentace bun¢k vzorku v kyveté, kterd by posléze vedla ke sniZzeni hodnoty
Fv/Fu. Tomuto vysvétleni vSak odporuje mala velikost bunék Nannochloropsis a fakt, ze nemaji
tendenci vyrazné sedimentovat. Pfi slabém osvétleni bun€k lze navic pokles hodnoty Fv/Fy zvratit,
coz take prili§ neodpovida predstaveé sedimentace jako pti¢iny snizovani Fy/Fy. Druhym a o mnoho
pravdépodobnéjsim vysvétlenim se jevi né¢jaky pomaly proces ptizpisobovani se zatemnéni uvniti
bunck. Je vSak mozné jesté jedno vysvétleni. V ramci korektnosti bylo vSech pét méteni
provadénych v jeden den na jedné kultufe bunék, ptfiCemz po dobé zatemnéni (kterd byla
proménliva) probehl vzdy cely méfici protokol trvajici 15 minut. Snizujici se Fy/Fy tak nemusi byt
ni¢im jinym nez odrazem pfirozeného denniho cyklu, ktery probihd v buiikdch. Po ranu vykazuji
buniky nejvyssi Fy/Fy a s blizicim se polednem se tento parametr mirné snizuje.

Ale zpét k protokolu méfeni. Hned v prvni vtefin€ protokolu byl, kromé zapnuti méficiho svétla,
aplikovan 1 saturacni pulz, ktery se opakoval kazdych 60s az do konce méfeni, pficemZ jeden
saturacni pulz trval 1s. Spole¢né s druhym satura¢nim pulzem, to znamena 60s od pocatku métenti,
se zaplo aktinické svétlo, které posléze svitilo po dobu 300s. Po vypnuti aktinického svétla v Case
360s (pocitano od =zacatku protokolu) byl vzorek ozafovan uz pouze meéficim svétlem a
pravidelnymi saturaénimi pulzy az do konce méfeni. Co se tyce samotné¢ho detekovani hodnot, data
z detektoru byla zapisovano kazdé dvé desetiny sekundy (0,2s). V pribéhu saturacnich pulza, tedy
vzdy po dobu Is, byl sbér dat zhustén a hodnoty fluorescence se odecitaly po péti desetitisicindch
sekundy (0,0005s tedy 0,5ms).
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Graf 2.4(1): Zavislot parametru F,/F\ na dobé zatemnéni vzorku pred mérenim. Meéreno na
bunkdach Nannochloropsis oceanica DAYHL.
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3 Biologicky material

Ve své praci jsem pouzil celkem ¢ty rizné druhy autotrofti pochazejicich ze superskupiny SAR.
Prvoci patiici do skupiny SAR ziskali schopnost fotosyntézy sekundarni endosymbiézou ruduchy
(Cervené ftasy). Ne vSichni zastupci z této superskupiny si ovSem ponechali prvotné nabity
fotosynteticky aparat. V prabéhu casu néktefi z nich schopnost fotosyntézy ztratili, pfi¢emz jista
¢ast ji posléze opct nabyla. V dneSni dobé tedy superskupina SAR zahrnuje jak autotrofy, tak
heterotrofy. Pro fotosyntetizujici zastupce jsou typicka barviva chlorofyl a, ¢ a z fad karotenoidu je
nejcastéjSim barvivem fucoxanthin. Samotna superskupina SAR se déle déli na tfi podskupiny,
pfiCemz prvni pismena ndzvil téchto podskupin dala vzniknout zkratce SAR. Pismeno S je
predstavovano skupinou Stramenopila, do niz jsou fazeny napt. hnédé fasy a oomycety. Z mnou
pouzitych druhti sem spada eustigmatofytni fasa Nannochloropsis oceanica a zastupce rozsivek
Phaeodactylum tricornutum. Druhd ze tii podskupin SAR se nazyva Alveolata a obsahuje zastupce
z fad obrnének, nalevnikli a vytrusovci. Mnou zkoumanym organismem z této skupiny byla
Chromera velia, jez je blizce piibuzna parazitickym vytrusovctim. Posledni podskupinou SAR jsou
Rhizaria, mezi néz se fadi naptiklad miizovci, ¢i dirkonozci. Mezi Rhizaria byl diive fazen muj
posledni pokusny organismus - kokolitka Emiliania huxleyi. V soucasné dobé se vedou spory o
zatazeni kokolitek, zda Ize zatadit pod Rhizaria nebo spolecné se skryténkami tvoii zcela odliSnou
skupinu, nespadajici do SAR, tzv. Hacrobia.

Bliz§Simu popisu mnou pouzitych druhti se budu vénovat o néco dale. Nyni se v rychlosti zminim
o podminkéch, za nichz byly kultury bunc¢k péstovany. Vzhledem k tomu, Ze vSechny pouzité
organismy maji sviij domov v mofi, byly péstovany v umélé moiské vod¢ - médium ASW /2.
Péstovaci pétilitrové lahve byly umistény v klimatizovanych komorach, kde panovala konstantni
teplota 22°C. Na kultury svitily LED zarovky a metal-halogenidové vybojky, které spektralnim
slozenim odpovidaji slune¢nimu svétlu. Péstovaci intenzity svétla byly vyuzity dvé - nizké svétlo
predstavované 15 pumoly fotoni.m?s' a vysoké svétlo s hodnotou 300 pmol
fotont.m™.s™". Bufiky byly osvétlovany v jednoduchém cyklu s pravouhlymi pulzy 15 hodin svétlo a
9 hodin tma.

3.1 Nannochloropsis oceanica

Hlavni roli v této praci hraje druh Nannochloropsis oceanica, patfici mezi Stramenopila,
konkrétnéji mezi Eustigmatophyta. Jak jiz napovida jméno této fasy - oceanica, jedna se druh zijici
v mofi, ¢imz se vyrazn¢ odliSuje od ostatnich, vyhradné sladkovodnich, zastupci skupiny
Eustigmatophyta. Konrétni mnou pouzity kmen pochdzi z oblasti Rio de La Plata v Jizni Americe.
Cela skupina Eustigmatophyta je typicka absenci chlorofylu ¢ a fucoxanthinu. Hlavnim
fotosyntetickym barvivem je pro Eustigmatophyta chlorofyl a. Dale se ve svétlosbérnych systémech

nachazeji dva karotenoidy - violaxantin a vaucheriaxanthin. [Lee, 1999]

Vsechny fasy pattici do rodu Nannochloropsis se fadi do tzv. nanoplanktonu. Bunky téchto tas
dosahuji pouze rozmérti dvou az tii mikrometrt [Kandilian et al., 2013]. I ptes tyto malé rozmery je
v dnes$ni dobé o tasy rodu Nannochloropsis velky zdjem v primyslu. Napiiklad mnou pouzita
N. oceanica se dnes pramyslové péstuje jako krmivo pro rybi larvy a také musle. Krmivo ovSem
neptfedstavuje jediné mozné vyuziti fas tohoto druhu. Vzhledem k velkému obsahu lipida
pohybujicimu se mezi 30 az 60% (v zavislosti na péstovacich podminkéch) vypadaji tyto fasy 1 jako
potencionalni zdroj biopaliv. [Koberg, 2011; Rodolfi et al., 2008]
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V soucasné dobé nepanuje Uplnd shoda na mechanismech NPQ u fas rodu Nannochloropsis.
Pravdépodobné se zde vyskytuje silné zhaseni vytézku fluorescence, jez by mélo rychle mizet po
zhasnuti svétla. Hlavni roli zde tedy pravdépodobné hraje protonovy gradient, jenz energetické
zhéaSeni zpousti. Vzhledem k obsahu violaxanthinu v tomto druhu fas je ale také mozné, Ze zde svou
roli hraje i xantofylovy cyklus. [Cao; 2013] Jiné prace zase naznacuji, ze xantofylovy cyklus hraje
u téchto fas pouze nevyznamnou roli pii reakci na nadmérnou teplotu. [Figueroa; 1997, Kotabova,
2011

3.2 Phaeodactylum tricornutum

Druhym pouzitym druhem byla rozsivka Phaeodactylum tricornutum, patiici stejné jako
Nannochloropsis oceanica do skupiny Stramenopila. Narozdil od Nannochloropsis mé vSak
nahnédlé zbarveni, které je zplisobené vysokym obsahem karotenoidu fucoxanthinu v
chloroplastech. Z fotosyntetickych barviv obsahuje Phaeodactylum chlorofyl a a chlorofyl c,
pfi¢emz jsou v poméru 4:1 (a:c). Narozdil od ostatnich organismi pouzitych v této praci lze tedy
rozsivku Phaeodactylum oznalit za opravdu typického zastupce superskupiny SAR, do niz patii
vSechny mnou zkoumané organismy. [Lee, 1999]

Nyni bych se na maly moment pozastavil u rozsivek obecné, jelikoz hraji dilezitou ulohu v
ekologii nasi planety. To, ze rozsivky tvofi podstatnou ¢ast moiského planktonu, vi jist¢ kazdy.
Méné zndmy uz je ale fakt, Ze tyto mikroorganismy maji ,,na svédomi® zhruba 40% primarni
produkce svétovych oceanti [ Yool a Tyrrell, 2003]. Pro vysvétleni dodam, Ze primarni produkei se
rozumi syntéza organickych latek z atmosférického oxidu uhli¢itého, nebo CO, pfitomného ve vodé
- tzn. produkce biomasy. Druhou pro lidstvo podstatnou vlastnosti rozsivek je jejich kiemicita
schranka, kterou si stavéji jako ochranu buniky. Po odumieni rozsivky klesa tato kfemicita chranka
ke dnu, kde dochdzi k sedimentaci a vznikd tzv. kiemelina. V dne$ni dob¢ se primysloveé tézi
kfemelina vznikla sedimentaci druhohornich a tietihornich rozsivek (v Ceské republice oblast
Frantiskovych Lazni a Borovan u Ceskych Budé&jovic) a je vyuzivana pfi vyrobé filtril, izolaénich
materidll, skla, ¢i k lesténi optickych cocek. [Jelinek, 2014] Druh P. tricornutum je béZny v
chladnych moftich severozapadu Evropy, napt. pti pobiezi Velké Britanie.

O chovani bunék P. tricornutum pii osvétleni jsem se jiz ¢astecné zminil v kapitole 1.4.3. Jak
jiz bylo feceno, Phaeodactylum disponuje velice silnym a G¢innym xantofylovym cyklem, nicméné
je zde problém ze zpatecni pfeménou diatoxanthinu na prvotni barvivo diadinoxanthin. K této
pfeméné je potieba NADPH, které ovSem neni schopno Phaeodactylum tvorit, pokud neni
osviceno. Diky tomu se nefotochemické zhaSeni po zhasnuti svétla deaktivuje jen velmi pomalu.
[Grouneva; 2009]

3.3 Chromera velia

Dalsim pouzitym druhem byla Chromera velia pattici do skupiny Alveolata. Konkrétnéji se
jedné o motského autotrofa, jehoz vyskyt je zndm v oblasti Velké tesové bariéry ( Australie) a jenz
je blizce ptibuzny parazitickym vytrusovcim. Zakladnim pigmentem fotosyntetického systému je
chlorofyl a, dale Chromera velia obsahuje f-caroten, violaxanthin a isofucoxanthin. Zajimavosti je,
ze fotosynteticky aparat neobsahuje chlorofyl c. V dnesni dobé& neni zcela jasné, od koho ptejal druh
Chromera schopnost fotosyntézy. Existuje nazor, podle néhoz ziskala Chromera sviij chloroplast
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diky tercidlni endosymbidze. Tuto hypotézu podporuje pocet membran obalujicich chloroplast.
Neobvyklad struktura genomu obsazeného v plastidech pak naznacuje mozné pohlceni obrnénky,
kterd diive prod¢lala sekundarni endosymbidzu. Obrnénky ovSem nejsou jedini kandidati, od nichz
by mohl chloroplast Chromery pochézet. Z hlediska pigmentového sloZeni pfipada také v tivahu
nektery ze zastupcti skupiny Eustigmatophyta. [Obornik a Lukes, 2013]

O druhu Chromera velia je znamo, Ze vykazuje velmi vysoké hodnoty NPQ - dokaze ptesanout
1 hranici 3, pficemz takto vysoké NPQ neni u fas viibec obvyklé. NPQ také vykazuje velice rychly
narlst, jenZ je zpusoben rychle pracujici violaxanthin deepoxiddzou. OvSem po zhasnuti svétla
vykazuje jen pomalou relaxaci, obdobné¢ jako je tomu u rozsivek, avSak jeho xantofylovy cyklus je
stejn€ jako u rostlin zaloZen na violaxanthinu. [Kotabova, 2011

3.4 Emiliania huxleyi

Poslednim mnou pouzitym druhem je kokolitka Emiliania huxleyi. Systematické zatazeni
tohoto organismu neni zatim zcela vyfeSeno. Je mozné, Ze se jednd o zastupce skupiny Rhizaria, ¢i
se jednd o samostatnou vétev eukaryotického zivota. Z hlediska pigmentt je Emiliania huxleyi
podobna rozsivkam z rodu Phaeodactylum, shoduji se v obsahu chlorofylu a a ¢, z karotenoida pak
maji spole¢ny fucoxanthin a diadinoxanthin. V Emilianie 1ze navic nalézt také derivat fucoxanthinu
19'-hexanoyloxyfucoxanthin. [Lee, 1999]

Jak jsem jiz zminil na poc¢atku piedchoziho odstavce, Emiliania huxleyi je zastupcem z tad fas
kokolitek, jez se vyznacuji tvorbou tzv. kokolitd. Kokolity jsou vépnité desticky, z nichz jsou
tvofené bunétné stény ftas ze skupiny kokolitek. Tyto desticky neustale odpadavaji a jsou
nahrazovany nové tvofenymi. Odpadlé desticky sedimentuji na dné mofi, kde se takto vytvari
vrstvy kiidy. Vzhledem ke znaéné mocnosti takto vzniklych vrstev kiidy hraji kokolitky vyznamnou
ulohu ve fixaci uhliku na zemi a to jak dnes, tak i v geologické minulosti. [Read et al., 2013] Jako
ostatni kokolitky 1 Emiliania je planktonni druh chladnych mofi a vytvaii mohutné vodni kvéty
viditelné diky odrazu svétla kokolity 1 z vesmiru.

O bunkach Emiliania huxleyi je sice zndmo, Ze obsahuji diadinoxanthin a na ném zaloZeny

xantofylovy cyklus (pfeména diadinoxanthinu na daitoxanthin). Nicméné detaily vyvoje relaxace
NPQ u této fasy nejsou dosud piilis znamé. [Harris et al.; 2014]
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4 Vysledky méreni

Doposud jsem se vénoval pouze popisu fakti potiebnych pro pochopeni mého vyzkumu,
respektivu vyznamu grafl, jez jsou tak fikajic ,,plodem* mé prace. A tedy nyni, kdyz je vSe
pokusti a interpretaci vysledkli méfeni. Zacnu se srovnanim riznych druhl fotosyntetizujicich
organismu popsanych v 3. kapitole (Biologicky material). Posléze se budu zabyvat rozdily v NPQ
ktivkach bun€k péstovanych na nizké intenzité¢ svétla (15pE) a vysoké intenzité (300uE), tedy
vlivem rozdilnych péstovacich podminek na vyvoj fotosyntetického aparatu konkrétni kultury
bunck. Poté bude nasledovat, dalo by se fici, ,,hlavni méfeni celé prace ve kterém pomoci
porovnani hodnot NPQ se zjisténou fluorescenci odhadnu procesy probihajici uvnitt chloroplasti
bun¢k druhu Nannochloropsis oceanica pti vystaveni fotosynteticky aktivnimu zatfeni. Na zaveér
této kapitoly jesté piidam vysledky méfeni NPQ a fluorescence bunék, na néz byl aplikovan
inhibitor DCMU. Pro koreknost prace doddm, ze pokud neni napsano jinak, byl pii vSech
experimentech popisovanych v této kapitole (4 Vysledky méteni) pouzit totozny protokol, popsany
vyse v kapitole 2.3.

4.1 Srovnani NPQ kfivek riznych druhi

V prvnim ze svych péti experimentli jsem porovnaval hodnoty parametru NPQ zjisténé u Ctyt
ruznych druhl autotrofi - Nannochloropsis oceanica, Phaeodactylum tricornutum, Chromera velia
a Emiliania huxleyi. VSechny ctyfi pouzité kultury bunck byly péstovany na nizkém svétle (LL) a
jako intenzita aktinického svétla pro méteni bylo zvoleno 1000uE, tedy asi polovina maximalni
intenzity slune¢niho svétla na Zemi. Pro jeden kazdy ze Ctyt druhii jsem provedl vzdy tfi na sobé
nezavisla méfeni, ziskana data jsem pozd¢ji zpriméroval a ze zjiSténych prumérnych hodnot
sestavil nize uvedeny graf 4.1(1) (chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku). Nyni se
budu postupné vénovat popisu vyznamu tvaru jednotlivych NPQ kiivek, pficemz na konci této
kapitoly shrnu jednotlivé popisy a porovndm navzajem rizné druhy pouzitych autotrofi z hlediska
funk¢nosti a typu fotoochrannych mechanismii.

Modré kiivka pftislusi druhu Nannochloropsis oceanica. O ném bude jest€¢ mnoho feceno v
dalsich kapitolach této prace a proto se mu nyni budu vénovat pouze kratce, dokonce si dovolim
preskocit popis Casti grafu pii osvétleni (60-360s od pocatku protokolu). Pfesunu se rovnou o néco
dale. Jiz na prvni pohled je patrné, Ze kiivka ndleZici druhu Nannochloropsis se od ostatnich nejvice
lisi v Casovém useku 360-420s. Zatimco ostatni mnou métené druhy vykazuji pozvolné snizeni
NPQ, Nannochloropsis oceanica je druh typicky prudkym snizenim NPQ a tedy rychlym
,,vypnutim* fotoochrannych mechanismt. V dalsi casti grafu (420-900s) se jiz chovani bun¢k M.
oceanica nijak vyrazn¢ neodliSuje od ostatnich kifivek. Dochazi k pomalému navraceni NPQ zpét k
nulové hodnoté. Dlvodem, pro¢ se NPQ nenavrati zpét na opravdu nulovou hodnotu je
pravdépodobné pouze kratky cas méticiho protokolu. Pfi del$im méteni by NPQ jisté kleslo az na
nulu.

Zcela jiné chovani nez N. oceanica vykazuje rozsivka Phaeodactylum tricornutum, v grafu
4.1(1) ptedstavované oranzovou kiivkou. Ze vSech pouzitych organismt vykazuje Phaeodactylum
nejrychlejsi spusténi fotoochrannych mechanismii - NPQ kiivka bezprostiedné po rozsviceni
aktinického svéta v Case 60s ,,vylétava™“ do velmi vysokych hodnot. Poté hodnoty NPQ uz stoupaji
pouze pomalu az do zhasnuti aktinického svétla. V tomto bod¢ se kiivka lame a NPQ zacina velice
pomalu klesat. Vysokd hodnota NPQ ukazuje, ze Phaoedactylum disponuje oproti ostatnim druhtim
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velice u¢innymi fotoochrannymi mechanismy. Na druhou stranu je o¢ividné, Ze tento druh rozsivky
nedokaze uspé$né fotosyntetizovat za zvySené intenzity svétla a musi chranit svilj fotosynteticky
aparat pred poSkozenim vlivem nadmérném mnozZstvi excitacni energie ve svétslosbérnych
systémech. Také z téchto ziskanych dat neni zcela patrné, zda doslo k trvalé fotoinhibici, ¢i nikoliv.
Vzhledem k rozptylu naméfenych dat je mozné, Ze u nékterého z métenych vzorkid skutecné k
poskozeni reak¢nich center PSII doslo. Obecné vSak Ize ustanovit spiSe zavér podobny tomu u fas
rodu Nannochloropsis - k trvalé fotoinhibici pravdépodobné nedoslo a pti dostate¢né dlouhé dobée
relaxace by se hodnoty NPQ vratily zpét k nule.

Tietim méfenym druhem byla Chromera velia, tedy motsky autotrof ptivodem z Velké utesové
bariéry. V grafu 4.1(1) znazornén jako zluta kiivka. Pozornéjsi pozorovatel si jisté v ¢asti grafu s
aktinickym svétlem povS§imne napadné podobnosti mezi NPQ kiivkou Chromery a Phaedodactyla.
Obeé tyto kiivky vykazuji v prvnich 60s po rozsviceni aktinického svétla prudsi nartist NPQ, ktery se
pozdéji zbrzd'uje a NPQ kiivka se zta¢i do obloukovitého tvaru. Po vypnuti aktinického svétla se
hodnoty NPQ =zacinaji snizovat a sméfuji lehce prohlou kiivkou k nule. Obdobné¢ jako u
piedchozich dvou druhti, ani u Chromery se NPQ nepropadne az na nulovou hodnotu. A stejné jako
u predchozich méfeni, pii delSim méfeni relaxace bun¢k po aktinickém svétle by se jisté¢ k nule
dostalo. Nelze tedy mluvit o pfili§ velké mife fotoinhibice a je dobie patrné, ze druh Chromera
velia je schopen provadét fotosyntézu i pfi intenzité svétla 1000uE, 1 kdyZ je nucen aktivovat své
fotoochranné mechanismy.

—— N.oceanica —®— Phaeodactylum

Chromera —&— Emiliania

NPQ
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Graf4.1(1): Srovnani NPQ riiznych druhii 7as péstovanych na nizkém svétle (LL) pro intenzitu
aktinického svétla 1000uE. Pruh ve spodni casti grafu ukazuje, kdy jsou bunky osviceny. V Sedych
oblastech bylo sviceno pouze méricim svétlem, v bilé oblasti bylo zapnuto i aktinické svétlo.
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Posledni zbyvajici NPQ kiivka v grafu 4.1(1), jez je znacena zelenou barvou, patii kokolitce
druhu Emiliania huxleyi. Jiz na prvnim pohled jsou patrné velice nizké hodnoty NPQ po celou
dobou méfeni. V porovnani s ostatnimi druhy, dosahuje Emiliania pouze zlomku hodnot NPQ.
Tento fakt by se dal interpretovat jako schopnost Emilianie vyuzit vétSinu ptijaté excitacni energie
pro proces fotosyntézy. Fotoochrannymi mechanismy by tedy byla odvadéna pouze mald cast
piijaté excitacni energie, a sice ta jez by piebyvala. V druhé ¢asti grafu (360-900s) se sice NPQ
nijak nesniZuje, coZ by mohlo poukazovat na fotoinhibici, ale tuto moZnost l1ze vyloucit pii
nahlédnuti k jiz diive zjiSt€énym faktim - je zndmo, Ze Emiliania huxleyi disponuje silnym
xantofylovym cyklem. OvSem po vypnuti aktického svétla neni schopna zpét epoxidovat
daitoxanthin kvili nedostatku NADPH (viz kap. 1.4.3). Hodnota NPQ se tedy nemuze snizovat.
Obecné je také znamo, Ze kokolitky E. huxleyi jsou adaptované pro rast na vysSich intenzitach
svétla, nez onéch 15uE, pii kterych byly péstovany pro mé experimenty. V buiikach E. huxleyi tedy
rustové svétlo nevytvofilo adekvatni aklimaci, diky ¢emuz u nich nevznikla pfili§ silnd odezva na
aktinické svétlo vysoké intenzity.

Chovani jednotlivych druht jsem jiz popsal a nyni tedy provedu kratké shrnuti vysledkd.
Jedinym druhem pro ktery se ukédzala intenzita aktinického svétla 1000uE jako nebezpecné vysoka
byla kokolitka Emiliania huxleyi, u niz doslo vlivem takto silného svétla k trvalé fotoinhibici PSII.
VSechny tfi ostatni druhy ,,pfezily* osviceni danym aktinickym svétlem bez poSkozeni fotosystémd.
Druhy Phaodactylum tricornutum a Chromera velia vykazovaly podobny tvar NPQ kiivek, pouze
hodnoty ptinélezici druhu P. tricornutum byla nasobné¢ vyssi nez hodnoty zmétené pro C. velia. Oba
druhy bezprostfedné po zapnuti aktinického svétla rychle reagovaly nastartovanim fotoochrannych
mechanismu. Tento prudky riist hodnot NPQ se vSak po prvnich 60s aktinického svétla zacal znacné
zbrzd'ovat. Nicméné az do vypnuti svétla NPQ stale pomalu rostlo. Po zhasnuti aktinického svétla
zaCaly hodnoty NPQ u obou druhil pozvolna klesat k nule. Fotoochranné mechanismy se tedy u C.
velia a P. tricornuta deaktivuji postupné, pomalu a maji pravdépodobné obdobny mechanismus. A
pravé v tomto bod€ spoc€iva hlavni rozdil v chovani jmenovanych dvou druhtt od druhu
Nannochloropsis oceanica. Bunky N.oceanica totiz nevykazuji pomaly ,,ustup* fotoochrannych
mechanism, ale jak je z grafu dobfe patrné, velice razantni a rychlé prvotni sniZeni hodnoty NPQ
(¢as 360-420s od pocatku protokolu). Dalsi odlisnost od vyse zminéné dvojice autotrofii 1ze nalézt
v prvni c¢asti grafu. Nannochloropsis oceanica se na rozdil od Phaeodactyla a Chromery
nevyznazuje rychlym nastupem fotoochrannych mechanismd, ale spiSe linearné€ rostouci hodnotou
NPQ. Z téchto dvou odlisnosti plyne dilezity zavér - buiiky druhlt Phaeodactylum tricornutum a
Chromera velia disponuji alesponi ¢aste¢né jinymi fotoochrannymi mechanismy, nez ty kterymi jsou
vybaveny buiiky fas Nannochloropsis oceanica.

4.2  Porovnani NPQ kiivek bunék péstovanych na nizké a vysoké intenzité svétla

Vyrazny faktor pfi rustu jakéhokoliv organismu tvoii jeho okolni prostiedi. Abych zjistil vliv
intenzity zatreni, pouzité pii péstovani kultur, na i¢innost fotoochrannych mechanismi provedl jsem
dvé riznd sledovani hodnot parametru NPQ na fotosyntetické eukaryoté¢ ze skupiny SAR -
Nannochloropsis oceanica. Pti péstovani bylo vyuzivano dvou intenzit svétla. Jedna sada bunék
byla vystavena svétlu o intenzit¢ 15uE, tyto bunky déale pod zkratkou LL (z angl. low light). Na
druhou kulturu bunék pusobilo pii pé€stovani svétlo s intenzitou 300uE, dale pod oznacenim HL (z
angl. hight light).
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4.2.1 Samostatné méfeni hodnot NPQ pfi spusténi aktinického svétla a pri jeho vypnuti

V prvni sadé¢ méfeni jsem se zaméfil na hodnoty NPQ pouze ve dvou casech - 60s a 300s
(pocitano od zacatku osvétleni vzrorku aktinickym svétlem). Pro pfipomenuti uvadim, Ze dle
protokolu méfeni v Case 60s doslo k ozareni vzorku saturacnim svétlem, pfi¢emz vzorek byl jiz 60
sekund vystaven aktinickému svétlu. Druhé méteni (v ¢ase 300s) dokumentuje hodnotu NPQ po
300 sekundach ozatrovani vzorku aktinickym svétlem. Stejné jako v pfipad€ prvniho méteni i zde je
vzorek ve chvili sbéru dat ozafen saturaCnim pulzem. Experiment byl provadén pro Sest rozdilnych
intenzit aktinického svétla, pfiCemz pro kazdou intenzitu vzdy tfikrat opakovéan a vysledny bod je
pramérem vSech tii méfeni. U kazdého bodu je vynesena také chybova tsecka znazornujici
smérodatnou odchylku. Oproti datiim v ¢ase 300s se v 60s ve vétsi mife objevil rozptyl namétenych

hodnot. Tento rozdil je patrny zejména pro HL, nicméné Ize ho v mensim métitku pozorovatiu LL
bunck.

I pfes znacny rozptyl dat je z grafu 4.2.1(1) patrny vyrazny rozdil v trendu ristu naméfenych
hodnot NPQ, mezi HL a LL kulturami. Zatimco zaznamenané hodnoty NPQ dosazené po 60
sekundovém osvétleni aktinickym svétlem pro LL s riistem intenzity aktinického svétla nepatrné
rostou (100pE - 0,285; 200uE - 0,309; 500uE - 0,422), coz poukazuje na jistou ,,absenci*
fotoochrannych mechanismi, jenz by byly schopny vyrazné reagovat na pfemiru svétla jiz po 60
sekundéch osvétleni. Naproti tomu data naméfend na HL buitkam zprvu ukazuji rychly narist NPQ
a az pii vysokych intenzitach aktinického svétla se rast hodnot NPQ zastavuje - za 60s nejsou
buiiky schopny vytvofit vyssi NPQ, 1 ptes stale se zvySujici intenzitu osvétleni.

——- DAY HL
—o—DAYLL
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Graf'4.2.1(1): Srovnani hodnot NPQ pro Nannochloropsis oceanica LL a HL. Méreno v case 60s
od pocatku osvétleni, pro riizné intenzity aktinického svétla.
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Vysvétleni rozlozeni namétenych hodnot NPQ pro LL je vcelku prosté. Jiz prvni pouzitd
intenzita aktinického svétla (100uE) témét sedmkrat presahuje hodnotu 15uE, pifi niz byly LL
bunky kultivovany. Dochdzi tedy pravdépodobné k zahlceni svétlosbérnych antén piebytecnou
energii, ovSem nepozorujeme zadny vyrazny nartist hodnot NPQ, z ¢ehoz vyplyva, ze LL bunky
nemaji schopnost pfizplisobeni se vy$sim hodnotdm ozéfeni (v prvnich 60s od pocatku osvétleni).
Jejich fotoochranné mechanismy, jez by branily poskozeni PSII pfemirou excitacni energie, nejsou
dostatecné vyvinuty. Diivodem je pravé nepotiebnost chranit se proti nadmérnému ozareni pii riistu
bunék na nizkém svétle. Naproti tomu buitky HL byly kultivovany na pomérné intenzivnim svétle
(300pE). Maji tedy pfirozené vyssi schopnost okamzité adaptace na intenzivni ozéfeni, coz se
projevuje vyraznym rustem kiivky vzniklé po spojeni namefenych hodnot NPQ. Presnéji feceno
tvar paraboly si ,kfivka* drzi pouze do urcité hodnoty aktinického svétla. Po ozéfeni vzorku
svétlem silngjSim nez 1000pE jiz ani HL buniky nejsou schopny vyrazn€ zvySovat ucinnost svych
fotoochrannych mechanismi a i u nich dochazi k saturaci.

Jiz pfi prvnim pohledu je patrny zcela odliSny tvar grafu 4.2.1(1) oproti dalSimu grafu
4.2.1(2).Zatimco v prvnim z uvedenych se hodnota NPQ zmétena pro LL bunky drzi pod hodnotou
ptislusejici HL, v niZe uvedeném grafu je tomu pravé naopak. Diivodem této odliSnosti jsou opét
rozdilné intenzity svétla pouzité pii kultivaci bunék. Je dalezité si uvédomit, ze graf 4.2.1(2) se tyka
NPQ hodnot métenych po 300 sekund trvajicim aktinickém svétle, tedy svétle vhodném pro
rozbéhnuti fotosyntetickych procesti. U LL se hodnota NPQ jiz od nizSich intenzit aktinického
svétla drzi pomérné vysoko, coZ naznacuje neschopnost LL bun¢k zvySovat podil piijaté excitacni
energie, kterd je posléze vyuzita pro fotosyntézu. Dlivod této neschopnosti je na snadé¢ - LL bunky
obsahuji diky péstovani na slabém svétlé vice svétslosbérnych antén nez HL bunky. Diky tomu maji
LL bunky za vysoké intenzity aktinického svétla zahlceny fotosystémy excita¢ni energii. Bunky z
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Graf4.2.1(2): Srovnani hodnot NPQ pro N. oceanica LL a HL. Méreno v c¢ase 300s od pocdtku
osvetleni, pro riizné intenzity aktinického sveétla.
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nizkého svétla jsou tedy nuceny aktivovat vice zhaSecich mechanismi nez HL buiiky. Také je
vhodné poznamenat, ze na rozdil od predesiého experimentu, zde jiz LL bunky maji dostatek ¢asu
(300s) na aktivaci vice fotoochrannych mechanismd.

Naproti tomu prvni dvé hodnoty NPQ pro HL burky, které odpovidaji intenzitdm aktinického
svétla 100pE a 200uE, se téméf blizi nule. CoZ znamena, Ze v pribéhu aktinického svtéla se v HL
bunikach rozbeéhl proces fotosyntézy, ktery zacal vyuZzivat téméef veskerou energii pohlcenou
fotosbérnymi systémy. Toto zjiSténi ovSem neni nijak piekvapivé, vezmeme-li v ivahu intenzitu
svétla na niz byly HL bunky péstovany - 300uE. Pfi zesileni aktinického svétla na SOOQE jiz 1 u HL
bunck vzristd hodnota NPQ, kterd znaci aktivaci fotoochrannych mechanismil. Pti dalSim zvySeni
intenzity aktinického svétla, tentokrat na 1000uE, se jiz rozdil mezi LL a HL builkkami za¢ina
pomalu stirat a pro intenzity svétla vyssi nez 1000uE jsou patrné jiz jen mensi rozdily, prakticky v
ramci experimentalni chyby. Ani HL buiky tedy nejsou za danych podminek schopny u¢inné
zpracovavat takto velké mnozstvi pfijimané excitacni energie pro procesy fotosyntézy, coz mtize byt
oceanica. V tom piipad¢ by tento druh nebyl schopen vykazovat vétsi NPQ nez 2,6 (s odchylkou
meéteni 0,1). Dalsi variantu pfedstavuje nedostatek casu pro rozebéhnuti vSech fotoochrannych
mechanismi, jimiz HL bunky disponuji. A tfeti moznosti vysvétleni zastaveni ristu hodnot NPQ
mezi intenzitami svétla 2000pE a 4000uE je ,,prosta* chyba méteni - pro ovéfeni by bylo potiebné
provedeni vice méfeni. Pfi uvazovani vSech téchto tfi moznych variant bychom také méli brat na
védomi, Ze osvétleni 4000UE se v pfirodé bézné nevyskytuje a jedna se o extrémni, nefyziologickou
intenzitu ozafeni.

4.2.2 Kontinuilni méreni hodnot NPQ

Na rozdil od ptedchoziho métfeni, kde byly hodnoty NPQ zaznemenavany pouze ve dvou Casech,
v nésledujicim méteni jsem se zaméfil na trend vyvoje NPQ v celém prabehu osvétleni. Data byla
sbirdna pravideln¢ kazdych 60 sekund, pfi¢emz prvni meteni bylo provedeno v €ase 60 sekund od
pocatku protokolu, kdy bylo spole¢né se saturatnim pulzem zapnuto aktinické svétlo. Posledni
zaznamenand hodnota je z ¢asu 900 sekund od pocatku méteni, tedy 9 minut po vypnuti aktinického
svétla. Cas je v grafech vynesen na vodorovné ose, zatimco svisla osa predstavuje hodnoty NPQ a
ruzné intenzity aktinického svétla jsou poté znazornény odliSnym typem a barvou cary, ktera vzdy
predstavuje primér tii méfeni opakovanych pro danou intenzitu. Chybové usecky v grafech
ptredstavuji smérodatnou odchylku.

Nejprve vénujme pozornost datim naméfenym u LL bunék, tedy nize uvedenému grafu 4.2.2(1).
Hned na prvni pohled je zde patrna odliSnost tvaru NPQ kiivky pro intenzitu aktinického svétla
100uE a ostatni intenzity. Hodnoty NPQ pro aktinické svétlo 100uE dosahuji vrcholu v ¢ase 120s a
posléze volné klesaji az do vypnuti aktinického svétla (v Case 360s). Tento pokles je pravdépodobné
zpusoben nastartovanim fotochemickych procest, které zacinaji excitatni energii pfijatou
svétlosbérnymi anténami vyuzivat pro fotosyntézu, diky cemuz se snizuje riziko poSkozeni PSII
nadmirou excitaéni energie ve svétlosbérném komplexu. A bunky jiZ nejsou nuceny odvadét
piebyteCnou energii skrze fotoochranné mechanismy - klesd hodnota NPQ. Naproti tomu, pfi
intenzité aktinického svétla 200pE, hodnota NPQ zvolna roste az do vypnuti aktinického svétla v
Case 360s. Toto chovani ukazuje neschopnost fotosyntetickych procesti uvnitt bunék zpracovat cast
pfijaté excitacni energie a bunka je nucena zbavovat se piebytecné energie jinym zplsobem,
naptiklad diky xantofylovému cyklu nebo jinym mechanismim NPQ.

34



Obdobny trend jako kiivka pro intenzitu aktinického svétla 200uE vykazuji i data sebrand pfi
vysSich intenzitach. Se zvySujici se intenzitou ozafeni se zvySuje jednak maximalni zjisténa hodnota
NPQ a jednak strmost stoupani NPQ kiivky. Nicméné pro intenzity aktinického svétla SOOuE,
1000puE a 2000uE je patrnd jesté¢ jedna odliSnost od dat naméfenych pii 4000uE. Zprvu neni
rychlost aktivace fotoochrannych mechanismt tak vysoka. Az v ¢ase 180s je patrny zlom ve tvaru
NPQ kiivky, jenZ predstavuje zvySeni odvodu energie skrze nefotochemické procesy. Coz ovSem
neplati pro hodnoty NPQ pfi svétle 4000uE, které je pro LL buniky opravdovym extrémem. Staly
rust NPQ kiivky bez ,,zlomu* je zde jisté¢ zpusoben neschopnosti bun¢k odvadét piebytecnou
excitacni energii z antén fotosyntetickymi procesy, které jsou piemirou energie zablokovany.
Dal$im napadnym rysem je maximalni hodnota NPQ, ktera se zde pohybuje o néco nize nez
nejvys$i hodnota zjisténd pii aktinickém svétle 2000pE, coz poukazuje na moznost trvalé
fotoinhibice, tedy poSkozeni PSII vlivem nadmérného mnozstvi excitacni energie.

V ,,druhé“ c¢asti grafu 4.2.2(1), reprezentované ¢asovym rozmezim 360s az 900s, je chovani
vSech NPQ kiivek velice podobné. Fotoochranné mechanismy v buiikach se deaktivuji a NPQ se
snizuje. ACkoliv velka ¢ast NPQ se u vétSiny variant provedeni experimentu snizuje velice rychle
(pravdépodobné se jedna o ,,energetické zhaseni* fluorescence), mezi kiivkami temnotni relaxace je
preci jen vidét rozdil. Pro hodnoty aktinického svétla 100puE, 200uE a 500uE dochazi béhem 9
minut ke snizeni NPQ az k nule, coz vypovida o neposkozenosti fotosyntetického aparatu. Naproti
tomu u ostatnich intenzit aktinického svétla je jiz patrna hodnota NPQ 1 na konci protokulu, ktera je
zpusobena trvalou fotoinhibici nékterych PSII, nebo nedostatecnou délkou protokolu (pfi delsim
sledovani by se hodnoty NPQ mohly k nule vratit). U intenzity 4000pE se bezprostfedné po
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Graf4.2.2(1): Vyvoj hodnot NPQ v case a pro riizné intenzity aktinického svétla. Méreno na
Nannochloropsis oceanica LL (péstovan na svétle 15UE). Pruh ve spodni casti grafu ukazuje, kdy
jsou burniky osviceny. V Sedych oblastech bylo sviceno pouze méricim svétlem, v bilé oblasti bylo
zapnuto i aktinické svétlo.
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zhasnuti aktinického svétla snizuje NPQ na zhruba 40% maximalniho zméfeného NPQ. Po deviti
minutach temnotni relaxace se NPQ stale dosahuje relativné vysokych hodnot, coz naznacuje, ze
mohlo dojit k trvalé fotoinhibici.

Nyni se ptesunu k popisu grafu 4.2.2(2), jenz ukazuje pribéh hodnot NPQ métenych na buiikach
pestovanych na vysokém svétle (300uE). Pfi aktinickém svétle 100uE a 200uE (tedy intenzitach
nizsich, nez byly riistové) je sice vidét reakce fotoochrannych mechanismii na zvySené mnoZzstvi
dopadajiciho svétla, ale hodnoty NPQ se rychle vraceji zpét k nule. Bunky tedy veSkerou energii
pfijatou z fotonl vyuzivaji pro proces fotosyntézy, coz se dalo vzhledem k intenzité svétla pfi
pestovani predpokladat. Béhem 2 minut tedy doslo k rozebéhnuti kompletniho procesu fotosyntézy.
Trochu jinak cela situace vypadéa pii osvétleni SOOUE. Pfi detailnim prozkoumani grafu je patrné
drobné prohnuti NPQ kiivky v casovém useku od 120s do 360s, které lze interpretovat jako
ustanovovani rovnovdhy mezi spotfebou energie fotochemickymi procesy a jejim odvodem
nefotochemickou cestou. Intenzita FAR 500pE se tedy pohybuje na hrané intenzity ideélni pro
fotosyntézu HL bunék. Dalsi méteni v potfadi pfedstavuje aktinické svétlo o hodnoté 1000pE. Zde
JiZ neni pochyb, Ze takto vysokou intenzitu svétla nedokdzou HL bunky plné vyuZit pro
fotosyntetické procesy. Lze tak usuzovat ze stoupajiciho trendu NPQ kiivky v ¢asovém rozmezi 60s
az 360s. Nicmén¢ to neznamend, ze by HL bunky vystavené svétlu 1000puE byly neschopné
jakékoliv fotosyntézy. Pifi bliz§im pohledu lze opét objevit mirné prohnuti NPQ kfivky, jez je
zpusobeno postupnou aktivaci fotochemickych cest odvodu energie. Zprvu fotosynteticky aparat
zpracovava znacnou Cast excitacni energie. Postupem casu se ovSem jednotlivé PSII zahlcuji
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Graf4.2.2(2): Vyvoj hodnot NPQ v case a pro riizné intenzity aktinického svétla. Méreno na
Nannochloropsis oceanica HL (péstovan na svétle 300uE). Pruh ve spodni casti grafu ukazuje, kdy
jsou buriky osviceny. V Sedych oblastech bylo sviceno pouze méricim svétlem, v bilé oblasti bylo
zapnuto i aktinické sveétlo.
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pfemirou energie a ke slovu se dostdvaji nefotochemické procesy, jez ochraiuji fotosystémy pied
poskozenim.

Obdobna situace jako pfi intenzité¢ 1000uE panuje i pii 2000nE. Jeden rozdil vSak zde patrny je -
kiivka jiz postrada jakykoliv naznak prohnuti, coz dava tuSit zahlceni fotosystémil excitony a
znacna cast energie je disipovana diky nefotochemickym procestim. Obdobnd situace panuje v
ptipadé¢ osvétleni aktinickym svétlem s intenzitou 4000pE. MiiZete si povSimnout, Ze prvotni reakce
(tedy data v case 120s) je jak pro 2000uE, tak pro 4000puE shodnd. V obou situacich buiiky aktivuji
fotoochranné mechanismy stejné rychle jako bunky osvétlené intenzitou svétla 1000pE. V dal§im
prabéhu se sice ob¢ kiivky ponékud rozchazi, ovSem pfii ptihlédnuti k chybovym tseCkam netvoii
tento ,,rozchod zasadni rozdil. Posledni méteni v pribehu aktinického svétla (360s od pocatku
protokolu) spole¢né s celkovym tvarem NPQ kiivky pii osvitu 4000uE naznacuje, ze mohlo dojit k
trvalé fotoinhibici. Zaroven je z grafu dobie patrné, ze NPQ kiivky jesté nedosahly svého maxima a
pii del§im osvitu by hodnoty NPQ pravdépodobné dale stoupaly.

Nyni néco malo k temnotni relaxaci NPQ v grafu 4.2.2(2) od casu 360s az do jeho konce v Case
900s. Pro aktinické svétlo 100pE, 200uE a 500uE se hodnota NPQ bezprostiedné po vypnuti
aktinického svétla razatné snizuje a posléze dosahuje nuly (ostatné méfené hodnoty NPQ se
pohybovaly stale blizko nule). Z ¢ehoz je patrné, ze fotosynteticky aparat neutrpél Zadné poskozeni
vlivem nadmérné ozaienosti. Obdobny trend vykazuji i data zméfena pii aktinickém svétle 1000puE.
Vyrazngjsi hodnota NPQ se ke konci méteni objevuje pouze u intenzit 2000uE a 4000uE, coz je ale
pravdépodobné zptsobeno pouze pftilis kratkou dobou méteni. Po delsi dobé by se i tyto hodnoty
NPQ pravdépodobné srovnaly s nulou.

Na zavér kapitoly bych radd upozornil na jeden zajimavy fakt. Jak LL, tak HL bunky dosahly
prakticky shodné maximalni hodnoty NPQ (zhruba 2,6). Tuto hodnotu NPQ lze tedy interpretovat
jako limit biologického druhu za danych péstebnich podminek (kultivacni teplota, pouZzité¢ médium
atd.). Ob¢ kultury tedy doséhly stejného maxima NPQ, ovSem kazda jinym zpiisobem. Zatimco LL
bunky vykazovaly linearni nartist NPQ po celou dobu aktinického svétla, u HL bun¢k se zpocatku
objevil rychly riist NPQ, ktery se vSak postupné zpomaloval. U obou kultur si v§ak 1ze povSimnout,
ze nariist NPQ do 60s od zapnuti aktinického svétla byl vzdy rychlejsi nez nasledny (po 60s
aktinického svétla). Z toho lze vyvodit, Ze toto prvotni zhaSeni neni pravdépodobné zpiisobeno
pomalymi enzymatickymi reakcemi, ale jde o tzv. ,,energetické* zhaseni.

4.3  Vztah vyvoje vytéZku fluorescence a NPQ

V piedchozich grafech jsem se vénoval pouze sledovani parametru NPQ, ktery vyjadiuje soucet
vSech fotochrannych mechanismli a vyzéafeného tepla (viz kapitola 2.1). Sledovani vyvoje tohoto
parametru poskytuje dobrou ptedstavu o procesech probihajich uvniti fotosyntetického aparatu,
nicméné jisté domnénky nelze potvrdit pouze sledovanim parametru NPQ. Z tohoto diivodu jsem se
rozhodl do nésledujicich grafi vynést naproti parametru NPQ i hodnotu samotné nameétfené
fluorescence, diky ¢emuz si lze udélat lepsi predstavu o situaci panujici v daném case ve
fotosyntetické membrané. Parametr NPQ jiz tedy neni vynesen na levé svislé ose jako u
pfedchozich grafii, ale je pfesunut na pravou svislou osu. Jeho misto na levé svislé ose zabral
vytézek fluorescence. Na vodorovné ose je pak zaznamenan ¢as od pocatku méfeni.

Meéieni vytézku fluorescence a zaroven vypoctu parametru NPQ jsem provadél na bunkéach
eustigmatophytni fasy Nannochloropsis oceanica (viz kapitola 3.1), kterd byla péstovana na slabém
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svétle (zkratka LL z angl. low light) o intenzité 15uE. Experiment byl provadén pii dvou intenzitach
aktinického svétla - 100uE a 1000uE. Pro obé tyto intenzity jsem méfeni tfikrat opakoval a
vyslednd data zanesend v grafu predstavuji primér téchto tfi méfeni. Pfi méfeni byl pouzit
standardni protokol métfeni popsany v kapitole 2.3.

Jako prvni budu vénovat pozornost grafu s aktinickym svétlem o intenzité¢ 100pE (Graf 4.3(1)).
Hned na pocatku uvah o vyznamu tohoto grafu je nutné si uvédomit, Ze intenzita aktinického svétla
100pE ac neni nijak zavratnd, je pteci jen témét sedmkrat vétsi nez pestovaci intenzita LL bunék
(15uE). Dalo by se tedy ocekavat, ze LL buiiky budou takto ,,silné* svétlo Spatn¢ snaset. Vysledky
meéfeni vSak poukazuji spiSe na opacny zavér. Nizké hodnoty NPQ naméfené po celou dobu zapnuti
aktinického svétla znaci pouze ¢astecnou aktivaci fotoochrannych mechanismil. Excita¢ni energie
kumulujici se ve fotosbérnych systémech je tedy odvadéna fotochemickou cestou - v buiikach
probiha proces fotosyntézy. O stejném zavéru svédci i1 zdznam fluorescence. Z grafu je dobie
patrné, ze 1 v dob¢ ozafeni vzorku aktinickym svétlem (60 az 360s) dosahuji satura¢ni peaky hodnot
ptes 0,12 a variabilni fluorescence hodnot okolo 0,073 (pro piesnost uvadim, Ze Fn.—= 0,1403 a
Frin=0,0473), pficemZ zméfend hodnota maximalni variabilni fluorescence (F,= Fy- F) byla 0,93.
Jednoduchym pocétem lze tedy dospét k zaveéru, ze i v dobé ozéafeni bunck intenzitou 100uE
dosahovala variabilni fluorescence 80% maximalni F,, coz dokazuje aktivaci pouze nékterych
fotoochrannych mechanismt a vyuziti vétSiny excitacni energie zachycené svétlosbérnymi systémy
pro proces fotosyntézy.
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Graf 4.3(1): Srovnani vyvoje fluorescence a parametru NPQ u bunek Nannochloropsis oceanica
DAY LL pri ozareni aktinickym svétlem 100uE. Pruh ve spodni casti grafu ukazuje, kdy jsou burnky
osviceny. V Sedych oblastech bylo sviceno pouze mericim svétlem, v bilé oblasti bylo zapnuto i
aktinickeé svetlo.
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Hlavni informace z grafu ptedstavuji zvySené hodnoty NPQ v case 120s (60s od rozsviceni
aktinického svétla), jez poté rychle klesa a v ¢ase 180s je jiz témef na hodnoté, kterd se udrzuje po
zbytek aktinického svétla. Tento maly ,,vymol“ v NPQ kiivce pfedstavuje dobu potiebnou ke
zpusténi vSech fotosyntetickych procesti. Na zac¢atku méteni jsou bunky adaptovany na tmu a proto
je pochopitelné, ze bezprostiedné¢ po ndhlém ozareni aktinickym svétlem se ihned neaktivuji
veSkeré fotochemické procesy. Aktivace nékterych z nich vyzaduje urcity Casovy usek, ktery lze
diky zméné vytézku fluorescence a hodnot NPQ velice pfiblizn€ urcit na dvé minuty. Po této dobé
je v chloroplastech ustanovena rovnovaha mezi fotochemickou cestou odvodu excitaéni energie a
nefotochemickymi mechanismy.

V casti grafu znazornujici situaci po vypnuti aktinického svétla (360 az 900s) je dobie patrné
navraceni hodnot NPQ zpét k nule a vytéZzku fluorescence k hodnoté F, zméfené na pocatku
experimentu. Navrat obou téchto parametri ke svym pocatecnim hodnotdm poukazuje na
neposkozenost fotosyntetického aparatu. Také ukazuje nepfitomnost trvalé fotoinhibice zapiic¢inéné
pusobenim aktinického svétla o intenzit¢ 100puE. Navzdory moZznym ocekdvanim je patrné, Ze pro
LL bunky nepiedstavuje svétlo o sedminasobku péstovaci intenzity problém a jsou schopny Gspésné
provadét fotosyntézu bez rizika poSkozeni fotosyntetického aparatu vlivem nadmérného mnozstvi
excitacni energie pohlcené svétlosbérnymi systémy sprazenymi s reak¢nim centrem PSII.

Nyni se pfesunu k druhému grafu (Graf 4.3(2)), ktery zachycuje chovani LL bunék pfi
aktinickém svétle o intenzit€¢ 1000uE. Jiz pfi prvnim pohledu jsou patrné rozdily mezi timto a
pfedchozim grafem (Graf 4.3(1)). NejvyraznéjSim z téchto rozdilli je bezesporu chovani NPQ
ktivky a hodnot vytézku fluorescence v €asti grafu s aktinickym svétlem (60 az 360s). Zatimco v
predeslém grafu 4.3(1) si jsou tvary fluorescencni a NPQ kiivky podobné, v grafu 4.3(2) by se dal
vztah téchto dvou kiivek jednoduse vyjadrit jako nepfima iméra. Se zvysujici se hodnotou NPQ
klesa vytézek fluorescence - fotoochranné mechanismy odvadi prebyte¢nou excitani energii ze
svetlosbérnych systéml, diky cemuz se snizuje vytézek fluorescence.

Na grafu je nédpadny také velmi vysoky vytézek fluorescence bezprostiedné po zapnuti
aktinického svétla, ktery naznacuje, Ze doSlo k saturaci velkého procenta fotosystémt II. To neni
prekvapivé zjisténi, pokud vezmeme v tvahu piedeslé zatemnéni vzorku a péstovaci intenzitu pro
LL bunky - 15uE. Obdobné zvySeni fluorescence, 1 kdyZ v mnohem mensSim méfitku, si je mozné
povSimnout i na ptredeslém grafu s aktinickym svétlem 100uE (viz popis vyse). Najde se zde vSak
jeden podstatny rozdil. V piedchdzejicim grafu se po zhruba 120s aktinického svétla ustanovi
rovnovaha mezi fotochemickou a nefotochemickou cestou odvodu excitacni energie a pokles
vytézku fluorescence se zastavi. U grafu 4.3(2) tomu ovSem tak neni. Vytézek fluorescence klesa po
celou dobu zapnuti aktinického svétla. V Case, ptiblizné ur¢eném na, 280s od pocatku protokolu
vytézek fluorescence dokonce klesa pod zméfenou hodnotu F,, kterd by meéla ptedstavovat
minimalni fluorescenci zpisobovanou méficim svétlem. Je tedy vidét, jak ucinné jsou fotoochranné
mechanismy uvnitt bun€k. Naproti klesajici fluorescenci se vzhiiru ,,Splhaji hodnoty parametru
NPQ. Vzhledem k velice vysokym hodnotdam NPQ a témét dokonalé nepiimé uméfe panujici mezi
fluorescencni a NPQ kiivkou je patrné, ze doSlo k vyrazné aktivaci fotoochrannych procestu a
energie zachycend svétlosbérnymi systémy byla ve velké mife odvadéna nefotochemickou cestou.

V druhé ¢asti grafu, kterou rozumim ¢asové rozmezi 360-900s od pocatku protokolu, je situace
jiz obdobnd jako v predchozim grafu 4.3(1). NPQ kifivka pozvolna klesa k nule. Hodnoty
fluorescence jsou konstantni a odpovidaji hodnotam z piedeslého grafu. Toto tvrzeni ovSem neni
zcela pravdivé. Hodnoty fluorescence mezi grafy si odpovidaji jenom v ¢asech mezi satura¢nimi
pulzy, v jejich pritbéh se hodnoty fluorescence lisi. Pii niz§im aktinickém svétle (100puE) se vrcholy
saturacnich peakt blizily k pfiblizné hodnoté 0,135, kdeZto nyni pii 1000uE dosahuji pouze lehce
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nad hranici 0,11. Analogicky hodnoty NPQ neklesnou zpét zcela k nule. Cim je zpUsoben tento
rozdil? Nabizi se odpovéd svalujici ,,vinu*“ za sniZeni saturacnich peaki na fotoochranné
mechanismy, jenz jsou i po vypnuti aktinického svétla stale castecné aktivni. Na druhou stranu,
pokud by byl ubytek fluorescence zplsoben odvodem excitatni energie fotoochrannymi
mechanismy, méla by se tato skute¢nost pravdépodobné projevit zvySovanim saturacnich peakil s
tim, jak jsou tyto mechanismy postupné deaktivovany. Takové chovani vSak fluorescence v grafu
nevykazuje. Pfichazi tedy na scénu druhd moZnost - fotoinhibice. Ta by uspokojivé vysvétlovala,
pro¢ se hodnota saturacnich peakli po vypnuti svétla nijak vyrazné nezveda s ohledem na klesani
NPQ a také by odpovidala konstatni hodnoté fluorescence mezi saturacnimi peaky, jenz je stejna
jako v méfeni pro aktinické svétlo 100uE. Pro moznost fotoinhibice také nahrava intenzita
aktinického svétla, tedy 1000uE, ktera je téméf 67x vyssi nez péstovaci intenzita 15uE. Pii uvazeni
tohoto faktu by nebylo prekvapivé, Ze u LL bunék doslo k fotoinhibici.
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Graf 4.3(2): Srovnani vyvoje fluorescence a parametru NPQ u bunék Nannochloropsis oceanica
DAY LL pri ozareni aktinickym svétlem 1000WE. Pruh ve spodni casti grafu ukazuje, kdy jsou burnky

osviceny. V Sedych oblastech bylo sviceno pouze mericim svétlem, v bilé oblasti bylo zapnuto i
aktinicke svétlo.

4.4  Vliv slabého svétla na relaxaci zhaSeni bunék N. oceanica

V této kapitole se nebudu drZet diive dané¢ho potadku - vynecham popis tvaru NPQ kiivek v
prabéhu osvétleni aktinickym svétlem, které jsem jiz popsal v piechozim textu (viz. kapitola 4.3,
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popis grafu 4.3(2)). Pfejdu rovnou k popisu casového useku 360-900s (od pocatku protokolu). A
podivdm se na srovnani chovani bunék vystavenych pii relaxaci (tzn. v temnostsni fazi po
aktinickém svétle) vlivu slabého svétla (17pE) a bun€k ponechanych ve tmé, tak jak tomu bylo u
vSech predchozich experiment. Dale by se slusilo fici, Ze kiivky NPQ obou typt vzorki jsou v
prvni ¢asti grafu (do 360s po zacatku méfeni) srovnatelné s pfihlédnutim k chybovym useckam.
Zpét ale k této kapitole. Pro métfeni jsem vybral buitky Nannochloropsis oceanica DAYHL a
intenzitu aktinického svétla 1000pLE. Pro ob¢ varianty experimentu (se slabym svétlem a bez n€ho)
jsem provedly vzdy tfi méfeni, kterd jsem poté zpriiméroval a hodnoty vynesl do nize uvedené¢ho
grafu 4.4(1). Chybové usecky poté predstavuji smérodatnou odchylku.

Ted jiz k samotnému popisu ¢asti grafu 4.4(1) od 360-900s od pocatku mefeni. Kiivka
kontrolniho experimentu (bez slabého svétla, v grafu zndzornéna Cern¢€) po zhasnuti aktinického
svétla prudce spadne o pfiblizné 74% a dale jiz vyrazné neklesa. Kiivka NPQ bun¢k vystavenych
béhem temnostni relaxace slabému svétlu (v grafu znaCena oranzove) se znacné odliSuje. Jiz na
prvnim méfeném bodé€ (420s) je vidét drobny rozdil mezi NPQ kiivkou pro buiiky bez slabého
svétla (v grafu znaCena Cerné) a se slabym svétlem o intenzité 17puE (v grafu znaceno oranzovou
barvou). Nicméné je pravdou, Ze tato data jsou od sebe vzdalena v ramci experimentalni chyby a v
tomto bod¢ tedy nelze jesté vyvozovat zddné smérodatné zaveéry. Obdobna situace panuje 1 v ¢ase
480s, kdy jiz jsou od sebe ob¢ kiivky vzdaleny vice, ale stale plati, Ze pii pfihlédnuti k chybovym
useckam by se teoreticky mohly piekryvat. Koneéné od tfeti dvojice hodnot sebrané¢ po vypnuti
aktinického svétla (v ¢ase 540s po zacatku protokolu) je jiz jasné vidét prib&h oranzové kiivky
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Graf 4.4(1): Srovnani NPQ krivky pro bunky Nannochloropsis ocenaica DAYHL bez a ze slabym
ozarenim (17uE) pri relaxaci, pro aktinické svetlo 1000uE. Pruh ve spodi ¢asti grafu ukazuje, kdy
byly bunky osviceny. V Sedé oblasti bylo sviceno pouze méricim svétlem, v bilé oblasti bylo zapnuto

i aktinicke svetlo. Ve srafovaném useku byla jedna sada bunek zatemnéna (Cerna krivka) a druha
vystavena slabému svetlu (17uE).
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(slabé osvétlené bunky) pod pribéhem cerné (neosvétlené buniky). S postupem casu je také patrné
prohlubovani rozdilu hodnot NPQ mezi témito dvéma kiivkami. Zatimco neosvétlené bunky
vykazuji velice pomalé klesani NPQ, hodnoty NPQ zmétfené u slabé osvétlenych bunck vykazuji
jednoznacnou klesajici tendenci. Po deviti minutach slabého osvétleni klesa NPQ na velmi nizkou
hodnotu (zhruba 3% maximélniho zméfeného NPQ), pfi¢emz buniky z kontrolniho experimentu
stale vykazuji 17% maximdalniho zméfeného NPQ. Tento rozdil mezi buitkami bez a se slabym
svétlem tedy ukazuje, Ze nepoklesnuti NPQ na nulu u kontrolniho vzorku neni zptisobeno trvalou
fotoinhibici a je moZné NPQ téméf zcela vratit zpét. ,,Zodpoveédnost™ za tento jev nese tedy néjaky
foochranny mechanismus, jenz se aktivoval v dobé osviceni vzorku aktinickym svétlem a jehoz
deaktivaci pomahd mirné ozafeni vzorku. Tomuto popisu presné odpovida xantofylovy cyklus (viz.
kapitola 1.4.1). Podobny jev, ktery jsem popsal zde, byl jiz dfive zmapovan u rozsivky
Phaeodactylum tricornutum a byl ptisozen tomu, ze bukdm ponechanym v naprosté¢ tmé brzy
dojde NAPH", které je potiebé pro funkci zpétné reakce xantofylového cyklu. Naproti tomu u bunek
ozafenych slabym svétlem dochazi k mirné fotosyntetické aktivité, jez je dostacujici k syntéze
pottebného mnozstvi NADPH. [Grouneva et al.; 2009]

Na zavér dodam, ze jak jsem jiZ zminil na pocatku této kapitoly, vS§echna méteni jsem provad¢l
na bunikach pochazejicich z jednoho konkrétniho odbéru z péstované kultury a vSechna méteni jsem
stihl v jeden den. Diky tomu lze tvrdit, Ze buiiky pouZivané v obou typech exerimentu jsou naprosto
shodné. Samoziejmé& vyjma mirného zkresleni dat vlivem denniho cyklu bunégk, které jsem ovSem
eliminoval diky rozvrzeni doby méfeni riznych vzorkl (vzdy nejprve jeden vzorek bez slabého
svétla a poté jeden se slabym svétlem) a diky kone¢nému zprimérovani zjisténych hodnot. Fakta
zjiSténa pro bunky s mirnym svétlem by tedy méla platit pro druh N.oceanica obecné. Ovsem pro
definitivni potvrzeni této teze, ze ,,pomald™ ¢ast NPQ pozorované u N. oceanica je zpusobena
xantofylovym cyklem, by bylo nutné provést experimenty s vyhodnocenim zastoupeni jednotlivych
karotenoidd. To by ovSem znacné piesahovalo rdmec této mé prace. Zavérem této kapitoly je tedy
hypotéza, ze u HL bun¢k N. oceanica se pii aktinickém svétle 1000uE fotoinhibice témét
nevyskytuje a NPQ u tohoto druhu fas tvofi nejméné dvé slozky - rychlé ,,energetické zhaseni a
pomalé zhaseni zptisobené pravdépodobné xantofylovym cyklem.

4.5 Méreni s pridanym inhibitorem DCMU

Dostavam se k poslednimu experimentu, jeZ ma prace obsahuje. Jedna se o srovnani dvou typl
méteni bunek Nannochloropsis oceanica DAYHL pii aktinickém svétle 1000pE. Prvni skupina
vzorkid byla méfena standardné, bez jakékoliv zmény, ovSem do druhého typu vzorkil jsem
aplikoval inhibitor DCMU a to na konci faze zatemnéni, tésné pied zacatkem osvétleni aktinickym
svétlem (cca 45s po zacatku protokolu). DCMU jsem piidéaval tak, aby vysledna koncentrace v
kyveté byla cca 250uM. Pro prvni typ experimentu, tedy vzorky bez DCMU, jsem provedl celkem
tii méfeni a vyslednd data v grafu predstavuji pramér téchto tfi méfeni. Druhy typ vzorku, s
pfidanym inhibitorem DCMU, jsem vSak métil pouze jednou. Oba typy experimentu jsem méfil
podle standartniho méticiho protokolu popsaného v kapitole 2.4.

Diive, nez se vrhnu na popis a vyklad vyznamu obou déle uvedenych grafii, mél bych objasnit,
co ze je to DCMU vlastné zac. Pod zkratkou DCMU se ukryva sloucenina 3-(3,4-dichlorfenyl)-1,1-
dimethylkarbonyldiamid (viz Obréazek 4.5(1)). Za béznych podminek se jedna o bilou krystalickou
latku, jez je schopna rozpoustét se ve vybranych organickych rozpoustédlech. V soucasné dobé
nachézi DCMU své uplatnéni v zemédélstvi, kde je vyuZivano jako neselektivni herbicid, jenz je
rostlinami vstiebavan skrze kofenovy systém. Princip jeho ptisobeni na rostliny spoc¢iva v inhibici
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Hillovy reakce, tedy S$tépeni vody pii fotosyntéze. Jak je popsdno v kapitole 1.3.2, zdrojem
elektronti potfebnych k pienaSeni energie pii fotochemickych procesech je praveé oxidace vody, Cili
Hillova reakce. Pravé tu ovSem DCMU blokuje, diky ¢emuz neni dostatek volnych elektroni, které

|
Cl NH _N

>
O
Cl
Obrazek 4.5(1): Chemicka struktura
inhibitoru DCMU.

by mohl fotosynteticky aparat vyuzit a proces fotosyntézy sezastavuje. Krom¢ inhibice Hillovy
reakce se DCMU také véaze ptimo na Qg kapsu fotosystému II a brani zde ptenosu elektronil, ¢imz
jeste vice znemoznuje pribéh fotochemickych procest. [Integrovany registr znecistovani;
Ministerstvo Zivotniho prostiedi Ceské republiky; sekce Infromace o ldtkach ohlasovanych do IRZ -
seznam latek]

Inhibitor DCMU vsak jest€¢ na chvili ,,odlozim stranou® a za¢nu popisem grafu 4.5(2), tedy
vzorku bunék bez ptidaného DCMU. Bezprotifedné po rozsviceni aktinického svétla (60-120s od
zacatku protokolu) je vidét rychly narast hodnoty NPQ, ,,proti“ némuz se zaroven rychle snizuje
vytéZek fluorescence. Posléze se rist NPQ 1 snizovani fluorescence znacné zpomali, ovSem
pokracuji az do konce aktinického svétla. V intervalu 360-420s, tedy po zahsnuti aktinického svétla,
spadavéa hodnota NPQ prudce dolti, poté hodnota NPQ pomalu klesa az do konce protokolu. Déle se
jiz nebudu rozborem grafu 4.5(2) zabyvat, protoze obdobny graf (pouze s LL buiikami namisto HL)
je popsan v kapitole 4.3 (viz graf 4.3(2)).

Nyni upfu svou pozornost ke kyzenému grafu 4.5(3), ktery zobrazuje situaci po ptidani DCMU.
Jiz z letmého pohledu je vidét, Ze grafy 4.5(2) a 4.5(3) jsou naprosto rozdilné. V pribéhu
aktinického svétla v grafu 4.5(3) vytézek fluorescence nejprve v 60-120s mirné klesne, ovSem poté
se opét zvysi a ustali se t&sn¢ pod hodnotou 0,1. Této hodnoty pak také dosahuji i vS§echny saturaéni
peaky v Casovém rozmezi 360-900s. V tomto ohledu se oba dva grafy také 1iSi. Nemluvé o znacném
rozdilu dosahovanych hodnot variabilni fluorescence, v grafu 4.5(2) je patrné drobné zvedani
saturacnich peakli v dobé temnostni relaxace, v druhém grafu 4.5(3) si ovSem udrzuji konstantni
vysku. Markantni rozdily vSak nepanuji jen u vytézku fluorescence, ale i u parametru NPQ.
Zatimco u kontrolniho vzorku hodnota NPQ v pribéhu aktinického svétla roste a po zhasnuti opét
klesa, vzorek s pfidanym DCMU tuto charakteristiku téméf nevykazuje, patrné je pouze velmi
drobn¢ zvysSeni hodnot NPQ v prabé&hu aktinického svétla. Ostatné po celou dobu trvani protokolu
se NPQ bunck osettenych DCMU drzi na zlomku hodnot zjisténych u zdravych, neovlivnénych
bunék.

Po porovnani obou graft (4.5(2) a 4.5(3)) jisté neni pochyb o vlivu inhibitoru DCMU na buiiky
tasy druhu Nannochloropsis oceanica. Zablokovani PSII znemozni vytvofeni gradientu protonili na
thylakoidni membrané a tedy 1 nefukénost vétSiny fotoohrannych mechanismii a neschopnost bunék
fotosyntetizovat. Toto vSe dokazuje ,,uspéSné* plisobeni inhibitoru DCMU, ktery zabrénil pfenosu
energie mezi jednotlivymi fotochemickymi procesy a zarovéin i jejimu odvodu pomoci vétSiny
fotoochrannych mechanismii. Experiment ukazuje, Ze vétSina namétené fluorescence a jejich zmén
je tvofena a fizena funkci PSII. V praxi se pak pouzZivaji 1 jiné inhibitory, které napf. odstrani
protonovy gradient nebo zablokuji funkci violaxanthin deepoxidazy. S jejich pomoci by bylo mozné
pfesnéji popsat, jak fotoochranné mechanismy funguji.
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Graf 4.5(2): Vyvoj fluorescence a NPQ u bunék Nannochloropsis oceanica pri aktinickém svétle
1000nE. Pruh ve spodni casti grafu ukazuje, kdy jsou bunky osviceny. V Sedych oblastech bylo
sviceno pouze méricim svetlem, v bilé oblasti bylo zapnuto i aktinické svétlo.
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Graf 4.5(3): Vyvoj fluorescence a NPQ u bunék Nannochloropsis oceanica s pridanym inhibitorem
DCMU do vzorku (ve 45s méreni). Pruh ve spodni casti grafu ukazuje, kdy jsou bunky osviceny. V
Sedych oblastech bylo sviceno pouze méricim svetlem, v bilé oblasti bylo zapnuto i aktinické svétlo.
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Zavér

Po provedeni vSech experimentli a vyhodnoceni vySe uvedenych grafii jsem dospél k nékolika
zavéram. Bunky Nannochloropsis oceanica skutecné vykazuji relativn€ vysoké NPQ (jak je posano
v ¢lanku Cao et al., 2013) a jedna se o tzv. energy-dependent quenching (energetické zhéaseni), které
je zavislé na vytvoreni protonového gradientu na thylakoidni membrané. Vzhledem k chovani NPQ
po zhasnuti aktinického svétla, jeZz po prvotnim rychlém padu klesd uz pouze pomalu, je
pravdépodobné, Zze v buiikach prob¢ehl i xantofylovy cyklus zaloZzeny na violaxanthinu - pfitomnost
violaxanthinu v bunkéch N. oceanica je znama. Dalsi diikaz svédcCici pro ptitomnost xantofylového
cyklu u N. oceanica ptedstavuje chovani relaxace NPQ pii osviceni vzorku slabym svétlem v dobé
temnostni relaxace. Oproti vzorku bunék, jenz nebyl vystaven slabému svétlu, vykazuje osvétleny
vzorek znacné zrychlené klesani hodnot NPQ. Diky slabému svétlu dochazi v buiikach k rozbéhnuti
nekterych fotosyntetickych procest a vyrabi se NADPH. A pravé tuto slouceninu pottebuje enzym
epoxiddza, aby mohl provést epoxidaci zeaxanthinu pfes antheraxanthin az na violaxanthin.
Spolecné se snizovanim mnozstvi zeaxanthinu ve vzorku se pochopitelné snizujen i hodnota NPQ.
U neosvétlenych bunék tento proces probiha jen velice omezené, jelikoz neni dostatek NADPH,
které¢ by mohla epoxidaza vyuzit. I ptes vSechny uvedené argumenty vSak myslenku xantofylového
cyklu nelze pln€ potvrdit bez pigmentové analyzy. Ta by ovSem piesahovala ramec této prace, a
proto nemohu o podilu xantofylového cyklu na zhaseni fluorescence mluvit se stoprocentni jistotou.
Nicméné¢ tato myslenka se jevi jako velice pravdépodobna.

Co se tyce ostatnich zkoumanych druhli - Phaeodactylum tricornutum, Emiliania huxleyi a
Chromera velia, mlj experiment potvrdil nékterd diive zjiSténa fakta. P. tricornutum vykazuje
velice silné zhdSeni vlivem xantofylového cyklu, ovS§em po zhasnuti aktinického svétla nedokaze
zajistit zpétnou epoxidaci diatoxanthinu na diadinoxanthin, diky ¢emuz probiha relaxace NPQ jen
velice pomalu. Naproti ,,pozitivnimu* vysledku u P. tricornutum, hodnoty NPQ zjisténé u C. velia
se jevi jako znacné neuspokojivé. Za normalnich podminek vykazuje tento druh velice vysoké
NPQ, ptesahujici hodnotu 3. V mém pokusu vSak nedosdhla ani polovi¢ni hodnoty. Diivodem byla
ziejme nizka teplota, pii niz byla kultura bun¢k C. velia kultivovana a z ni pramenici Spatny stav
bun¢k. Posledni druh - E. huxleyi, jez je také znamy silnym NPQ, v mych méfenich vykazovala
velmi malou odezvu NPQ. Vyvétlenim je snad pfilis nizka intenzita riistového osvétleni, nebot’ jde o
druh adaptovany na intenzivni svétlo. Ma méteni tedy ukazala, ze N. oceanica disponuje odlisSnym
mechanismem nefotochemického zhaseni fluorescence ve srovnani s dalSimi druhy fas ze skupiny
SAR.
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llustrace (2): Vlevo saturacni svétlo s nasazenym filtrem. Vpravo svétlovodic vedouci aktinické a

merici svetlo. V pozadi dva za sebou nasazené filtry, za nimiz byl umistén detektor. V hroni casti se
nachdazi prostor pro kyvetu se vzorkem.
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Seznam pouzitych zkratek
ATP - adenosintrifosfat
ADP - adenosindifosfat
DCMU - 3-(3,4-dichlorfenyl)-1,1-dimethylkarbonyldiamid; inhibitor
HL buiiky - bufiky péstované na vysokém svétla (300 pmol fotont.m*.s™)
LHCI - anténni (svétlosbérny) systém piipojeny k reakénimu centru PSI
LHCII - anténni (svétlosbérny) systém pifipojeny k reak¢nimu centru PSII
LL buiiky - buiiky péstované na nizkém svétle (15 umol fotonti.m?.s™)
NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NPQ - nefotochemické zhaseni fluorescence
Q. - plastochinon A
Qs - plastochinon B
PQ - platochinon
PSI - fotosystém |
PSII - fotosystém II

P680 - reakcni centrum fotosystému 11
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