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Pouzité zkratky

FRRF — metoda rychloobratkové
fluorescence, ,, Fast Repetition Rate
Fluorescence

ST zéblesk — Jednoobratkovy zablesk,
,,oingle Turnoover flash

o — Efektivni absorp¢ni prifez
fotosystému II

p — Konektivita reak¢nich center
fotosystémii II

Fo — Minimalni fluorescence

Fm — Maximalni fluorescence

PSI (1) — Fotosystém I (II)

OCP — Oranzovy karotenoidovy protein,
,,Orange Carrotenoid Protein

ATP — Adenosin Trifosfat

PC — Plastocyanin

FNR — Ferredoxin-NADP+ reduktasa
Fd — feredoxin

LHCI (1) — Svétlo sbérny komplex
fotosystému | (1),

,Light-Harvesting Complex *
NADPH — Nikotinamid Adenin
Dinukleotid Fosfat

APC — Allofykocyanin

PBS — Fykobilisom, ,,Phycobilisome “
DNA — Deoxyribonukleova kyselina
RUBISCO - Ribulosa-1,5-Bisfosfat
Karboxylasa/Oxygenasa

PCC — ,, Pasteuer Culture Collection
ATCC —,, American Type Culture
Collection

FD — délka mikropulst, ,, Flashlet
Duration

DD —,, Dark Duration “

FSD — sekvence mikroptlsu béhem
jednoobratkového zablesku ,, Flashlet
Sequence Duration

FV — Intenzita zablesku, ,, Flash Voltage “
LED — Svétlo emitujici dioda ,, Light
Emiting Diode “

AD pievodnik — analogové-digitalni
prevodnik

OD — Opticka hustota, ,, Optical Density “
NPQ — Nefotochemické zhaseni ,, Non
Photochemical Quenching “

PMD — ,, Pre Measurement Duration **
ALDD(n) — (n) Doba spozdéni
aktinického svétla, ,, Actinic Light Delay
Duration

ALD — Délka sviceni aktinického svétla,
., Actinic Light Duration “

FSDD(n) — (n) Doba spozdéni ST
zablesku, ,, Flash Sequence Delay
Duration “

AMD — Délka ¢ekani na konci méfeni,

,, After Measurement Duration *
AALFS(n) — (n) Doba pted zapnutim ST
zablesku po skonceni aktinického svétla,
,, (N) After Actinic Light Flashlet
Sequence “

WT — divoky kmen, ,, Wild Type *

AAL — Oranzové aktinické svétlo,

., Amber Actinic Light

BAL — Modré aktinické svétlo, ,, Blue
Actinic Light*

AF — Oranzovy ST zablesk, ,, Amber
Flash“

BF —Modry ST zablesk, ,, Blue Flash
HBAL — Vysoka intenzita modrého
aktinického svétla, ,, High Blue Actinic
Light*



1 Uvod

1.1 Fotosyntéza

Fotosynteticka produkce kysliku a asimilace CO; je hlavni faktor, ktery stanovuje
slozeni biosféry (Nelson and Yocum 2006) a poskytuje vSem zivotnim formam potravu.
Podil chemosyntézy je na celkové bilanci zanedbatelny (Masinovskij and Véchet 1986).
Svételné fotosyntetické reakce rostlin, fas a sinic probihaji na tylakoidni membrané za ucasti
fotosystému I, fotosystému II, komplexu Cytochromu be/f a ATPasy (Nelson and Yocum
2006). Temnostni fotosyntetické reakce oznacené jako Calviniv — Bensonlv cyklus fixuji
uhlik do cukru za vyuziti energie vyprodukované ve svételné fazi. Za fotosyntézu se

oznacuje velky soubor reakci, které se daji zjednoduSené vyjadtit sumarni rovnici:

h
nC0O, + nH,0 = (CH,0),, + n0,

Uvedeny vztah je souhrnné vyjadreni vSech reakci, pfi nichz vznikaji organické latky
asimilaci oxidu uhli¢itého za pomoci energic dodané svételnym zafenim (Prochazka,

Machackova et al. 1998).

Fotosystém II (PSII) je jednim ze dvou pigmentovanych proteinovych komplext
tylakoidni membrany. Vyuziva svételnou energii absorbovanou svétlosbérnymi anténami I1
pro oxidaci vody, ze které pienasi elektron pfes tyrosin a reakéni centrum P680 na feofytin,
chinona a chinonb. Dvakrat zredukovany plastochinon pak opousti tento proteinovy
komplex a redukuje cytochrom bg/f. Odtud se elektron z PSII mize pies plastocyanin dostat
az do fotosystému I (Prochazka, Machackova et al. 1998).
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Obrazek 1: Struktura tylakoidni membrany s fotosyntetickymi proteinovymi super
komplexy (Govindjee, Kern et al. 2010). (,, Photosystem Il — Fotosystém I, ,, Photosystem
1 — Fotosystém |, Cytochrome bgf™ — Cytochrom bef, PC — Plastocyanin, ,, ATP synthase*“ —
ATPsyntasa, FNR — Ferredoxin-NADP*-oxidoreduktasa, Fd — Feredoxin, LHCIl —
Svétlosbérny komplex II, LHCI — Svétlosbérny komplex 1.

Fotosystém I (PSI) je druhy pigmentovany proteinovy komplex tylakoidni membrany.
Souhrnem svych funkci ptedstavuje plastocyanin-feredoxin oxidoreduktasu. PSI vyuziva
svételnou energii absorbovanou svétlosbérnymi anténami PSI Kk separaci naboje v reakénim
centru, oxiduje plastocyanin a redukuje ferredoxin. Ten muze dale redukovat pool
plastochinontl nebo za pomoci flavoproteinu FNR (Feredoxin-NADP™ oxidoreduktasy) je
vyuzit (za pouziti dvou protonti ze stromatu) k redukci NADP* na NADPH" (Prochézka,

Machackova et al. 1998).

Sinice vyuzivaji misto svétlosbérného komplexu I a II fykobilisomy. Fykobilisomy
jsou svétlosbérné pigmentované proteinové komplexy, které jsou ptipojené na vnéjsi strané
tylakoidni membrany sinic (Gantt and Conti 1966). Zachycuji fotony a piedavaji excitaci do
reakénich center PSI a PSII (Govindjee, Kern et al. 2010). Fykobilisomy sinic, se skladaji
z jadra a nékolika tycek které pravouhle pfiléhaji na jadro. Jadro fykobilisomu se sklada
z n¢kolika proteinovych podjednotek uspofadanych do tfi cylindrickych casti. Kazdy cylindr
je slozen ze Ctyf trimerickych allofycocyanind (viz Obrazek 2). Nékteré podjednotky jadra
(viz Obrazek 2) obsahuji specialni proteinové podjednotky ApcD, ApcF, ApcE (Kirilovsky,
Kana et al. 2013).
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Obrazek 2: Struktura fykobilisomu vyskytujici se v sinici Synechocystis sp. PCC 6803
(Kirilovsky, Kana et al. 2013). V jadru fykobilisomu (Core) se vyskytuji specializované
proteiny a to ApcD v ¢asti oznacené svétlefialovou barvou a ApcE v ¢asti oznacené tmaveé
fialovou barvou.

Excitace vznikajici zachycenim fotonu pigmentem ve vnéjsi ¢asti fykobilisomu se
predava z tycek do jadra fykobilisomu (viz ¢erné Sipky v obrazku Obrazek 2) odkud poté
putuje do reakcniho centra PSI nebo PSII.

1.1.1 Mechanismy fotoprotekce u sinic
Vystaveni fotosyntetického aparatu pfili§ vysoké intenzité¢ svételného zareni muze
zpusobit jeho poSkozeni. Proto se u fotosyntetizujicich organisml vyvinuly rizné zptisoby

ochrany (fotoprotekce) pted poSkozenim zvySenym ozarenim.
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Obrazek 3: Znazornéni teoretické a realné tirovné fotosyntézy za rtizné intenzity svétla (Li,
Wakao et al. 2009).

Jednim z mechanismi fotoprotekce u sinic je tzv. nefotochemické zhaSeni. Tento
proces vyuziva protein OCP (z anglick¢ého Orange Carotenoid Protein), ktery se vaze na
jddro fykobilisomli a znemozni dal§i pfesun excitace do fotosystému, nadbyte¢na
absorbovana energie se pak disipuje ve fykobilisomu (viz Obrazek 4). OCP se vyskytuje ve
dvou formach voranzové a cervené kdy pouze cCervena je fotoprotektivné aktivni

(Kirilovsky 2007).
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Obrazek 4: Fotoprotektivni mechanismus nefotochemického zhaseni fizeny proteinem OCP
(Kirilovsky 2007). (PSIl — Fotosystétm II, OCP — , Orange Carotenoid Protein®).
Nezhaseny stav (,, Unquenched state*) je pii nizké intenzité svétla kdy OCP neblokuje
predavani excitace do reak¢éniho centra. Zhaseny stav (,, Quenched state®) je pii vysoké
intenzité svétla kdy OCP blokuje ptechod excitace do reak¢niho centra.

Dal$im mechanismem fotoprotekce u sinic je redistribuce excitani energie mezi
fotosystémy I a II takzvanymi stavovymi ptfechody (viz Obrazek 5), jenz méni efektivni
velikost antén fotosystému II (Melis, Mullineaux et al. 1989). RozliSujeme dva stavy, Stav 1
je indukovany absorpci svétla fotosystémem I coz vede k navysSeni efektivniho absorpéniho
prifezu fotosystému II. Stav 2 je naopak indukovany absorpci svétla fotosystémem II coz
vede k navySeni efektivniho absorpéniho prifezu fotosystému I (Kirilovsky 2007,
Kirilovsky, Kana et al. 2013).

Stav I Stav I

Stavovy prechod

Obrazek 5: Stavovy piechod - piesun fykobilisomu mezi fotosystémy (Kirilovsky, Kana et
al. 2013). (PSI — Fotosystém I, PSII — Fotosystém II, PBS — Fykobilisom.)



Dalsi typy fotoprotekce jiz nejsou rychlého charakteru a jSou representovany

zmé&nami V expresi genll nebo systematicky ziskanou aklimatizaci (Li, Wakao et al. 2009).

1.2 Sinice

Sinice jsou jednoduché mixotrofni prokaryotické organismy (Fott 1967). Jsou to
jedny znejstarSich znamych fotosyntetizujicich organismt, byly nalezeny jiz
v prekambickych sedimentech starych zhruba tfi miliardy let (Schopf and Barghoor.Es
1967). Neobsahuji jadro, mitochondrie, Golgiho aparat, endoplasmatické retikulum ani
plastidy (Van Den Hoek, Mann et al. 1995). Geneticka informace je ve slozit¢ vinutych
kruhovych molekulach DNA, které nejsou nijak odd€leny od protoplasmy. Sinice obsahuji
tylakoidy Vv jejichz membrané je obsazen fotosynteticky aparat i proteiny dychaciho fetézce
(Schmetterer 2004). Na povrchu tylakoidu se vyskytuji fykobilisomy, svétlosbérné
komplexy které pienasi excitace do obou fotosystémi. Fykobilisomy obsahuji pigmenty
modré (c-fykocyanin, allofykocyanin) a nékdy i ¢erveny (fykoerytrin). V bufice sinic jsou
také obsaZzeny karboxisomy které obsahuji RUBISCO. Cela buiika je uzaviena v bunécné

sténé, jejiz vrstevnata struktura vykazuje gramm negativni reakci (Kastovsky and Hauer

2003).



Obrizek 6: Rez sinici Synechocystis sp. PCC 6803 zobrazeny pomoci transmisni
elektronové mikroskopie ptipraveny metodou vysokotlaké kryofixace (Blankenship 2008).
Meéritko predstavuje 0,4 um.

Synechosystis je rod sladkovodnich sinic, které jsou schopny se zivit jak autotrofné,
oxygenni fotosyntézou, tak heterotrofné glykolyzou a oxida¢ni fosforylaci (Stanier,
Kunisawa et al. 1971). Tyto dva druhy vyZzivy se mohou b&éhem dne stiidat dle cirkadialnich
hodin (Kondo and Ishiura 2000). Zastupce Synechocystis sp. PCC6803 (Obrazek 6) je
oblibenym modelovym organismem, protoZze ma& maly (3,6Mb) kompletné sekvenovany
genom (Kaneko, Sato et al. 1996) a relativné snadno pfijima a do svého genomu integruje
exogenni DNA. Této snadné transformovatelnosti se vyuziva pii tvorbé specifickych
mutantnich kmenii vhodnych pro studium funkce fotosystému a s fotosyntézou spojenych
proteini (Viola, Ruhle et al. 2014). Tato sinice byla ptvodné izolovana v roce 1968
ze sladkovodniho jezera v Kalifornii (Stanier, Kunisawa et al. 1971). Dnes je udrzovana ve

sbirce sinic Pasteurova ustavu V Pafizi (Pasteuer Culture Collection, kmen PCC6803) a



v americké sbirce American Type Culture Collection, kde ma oznaceni ATCC 27184
(Rippka, Deruelles et al. 1979).

1.3 Experimentalni metody variabilni fluorescence

1.3.1 Variabilni fluorescence a systém méieni metodou FRRF

Pii dopadu svételné energie na svétlosbérné antény dochazi k excitaci chlorofylu.
Excitacni energie se poté postupné piedava dal, az do reakéniho centra kde dojde k nabojové
separaci a redukci feofytinu a nasledné chinonu A. Pokud je fetézec pro piedavani excitaci
prehlceny, muze po velmi kratké dobé (~ 10 ns) dojit k deexcitaci chlorofylu a to uvolnénim
tepelné energie nebo svételného kvanta ve formé fluorescence (viz Obrazek 7) (Lakowicz
2006). Predpoklada se tedy, Ze variabilni fluorescence chlorofylu je ptimo imérna mnozstvi

zredukovanych reak¢nich center piedevsim chinonu A.

absorbee fluorescence fosforescence

— vibracni relaxace
T s, wniti konverze
. . » H
F] F 3 X — H
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3 i
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absorpce fluorescence fosforescence
w L 4
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h 4 v
110155 1= 10F8s T 103100 5

Obrazek 7: Jablonského schéma excitace (psych.Ifl.cuni.cz/).



Pro méfeni rychlych zmén fluorescence Ize pouzit metodu nazvanou ,,fast repetition
rate fluorescence* (FRRF). Tato metoda umoznuje nezavisle méfit ucinnost primarnich
fotochemickych reakci fotosystému II, zejména pak efektivni velikost antén a konektivitu

PSII (Kolber, Prasil et al. 1998).
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Obrazek 8: Sekvence mikropulzt v pribéhu jednoobratkového satura¢niho zablesku (ST
zablesku). Schéma zobrazuje ¢asovy prubéh zapinani (logickd 1) a vypinani (logicka 0)
jednotlivych mikropulzt v pribéhu ST zablesku (FD — ,, Flashlet Duration” — délka
mikropulzu, DD — ,, Dark Duration* — doba mezi mikropulzy). Tato méfici sekvence je dale
oznacovana jako FSD (,,Flashlet sequence duration®). ST zablesk je slozen z ptiblizné 100-
200 us mikropulzi (o délce 0,5 ps az 2 us) oddélenych 0,5 us az 2 us od sebe.

Technika FRRF je zaloZzena na méfeni prechodové fluorescence indukované sérii
kratkych nesaturacnich excitacnich mikropulzi (v délce okolo 1 ps) kde intenzita, trvani a
interval mezi mikropulzy se da nezavisle kontrolovat. Série kratkych mikropulzii vyvolava
saturacni jednoobratkovy zablesk (ST zablesk v délce cca 100-200 ps) ktery je typicky pro
FRRF metodu (viz Obrazek 8). Tento ST zablesk excituje reakéni centrum pouze jednou,
plastochinon se redukuje pouze jednim -elektronem. Protoze plastochinon pottebuje

K opusténi fotosystému II byt redukovan dvakrat, tento systém nezplsobi rozebéhnuti

dalsich fotochemickych reakci za PSII (Kolber, Prasil et al. 1998).

1.3.2 Parametry metody FRRF

Fluorescen¢ni indukéni kiivky méfené béhem ST zablesktt metodou FRRF odrazeji
postupné uzavirani reak¢nich center PSII. MiiZeme je tedy popsat matematickym modelem,
jehoz parametry odpovidaji specifickym vlastnostem fotosystémii II a to pfedevSim efektivni
velikosti antén PSIl (o) a konektivité¢ reakénich center PSII (p). Dalsimi zjistovanymi

parametry jsou hodnota minimélni (Fo) a maximalni (Fy) fluorescence. Matematicky model



autort Kolber a kolektiv (Kolber, Prasil et al. 1998) simuluje prabéh fluorescenéni indukéni
ktivky béhem ST zablesku podle rovnice (3) za vyuziti rovnic (1) a (2). Rovnice (1) pocita
intenzitu zafeni int v kyveté¢ béhem mikropulzu z nastavené intenzity ST zablesku (FV) a
z maximalni intenzity jednotlivych LED zdroju (1) udavané vyrobcem fluorimetru (pro

oranZové svétlo 50 000 pmol kvant - m? - s a pro modré svétlo 90 000 pmol kvant - m™ - s
1
).

int = FV-1-6,022-10° 1)

Rovnice (2) charakterizuje pocet uzavienych reak¢nich center po i-tém mikropulzu.
Pocet uzavienych center na zac¢atku Cnyg je roven nule. Nasledujici mikropulzy poté uzaviraji
nckterd reakéni centra a pocet uzavieny center se zvysuje. Pfi vypoctu poc¢tu uzavienych
reakénich center pomoci rovnice (2) je potfeba znat parametry efektivni velikost antén PSII
o, délku trvani jednoho mikropulzu (FD) a konektivitu reak¢nich center PSII p.

gint-FD-(1-Cng;_q))
1-Cngi—1)'p

CTli = CTl(i_l) + (2)

Z vysledku ziskanych rovnici (2), tedy poctu zavienych reakénich center po i-tém
mikropulzu Cn;, se muze pii znalosti minimalni a maximalni fluorescence Fo a Fy a
konektivity reak¢nich center PSII p dopocitat hodnota fluorescence pro dany i-ty mikropulz

pomoci vzorce:

. (FM—Fo)Cni(1-p)
Ffit; = Fy + =2 Cn’j}p P ®3)

Hodnoty Fo, Fm, o @ p nejsou pfedem znamy a piedstavuji tak vystupni parametry ziskané
fitovanim experimentalnich dat (pribéh fluorescence béhem ST zablesku, viz Obrazek 9)

matematickym modelem popsanym v rovnici (3) pfi vyuziti rovnice (1) a (2).

10
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Obrazek 9: Pribéh fluorescence béhem ST zablesku pro riizné parametry. Parametr Fo a Fy
urCuje maximalni a minimalni hodnotu. Pro tento vypocet byly tyto hodnoty zvoleny Fy =
0,1aFu=0,2

Typicky priubéh fluorescence béhem jednoho ST zéblesku (vyvolaného sadou
mikropulzli) je zobrazen v Obrazek 9. Jelikoz mira fluorescence je v podstaté mira
neschopnosti vyuzit excita¢ni energii reakénim centrem tak vysoka konektivita p zpisobi
sniZeni fluorescence z diivodu pfesmérovani excitacni energie ze zavieného reakéniho centra
fotosystému II do jiného otevieného. Tento efekt se projevi na fluorescencni indukéni kiivece
vysSim sklonem smérnice V jeji prostiedni ¢asti. Efektivni velikost antén ¢ vyjadiuje plochu,
ktera se stoprocentni pravdépodobnosti pohlti kvantum zateni (Maksimov, Kuzminov et al.
2011). Pokud je tato hodnota velka, dochazi k rychlejsimu zavirani reakénich center a

k nasledné zvysené intenzité fluorescence. Proto k saturaci dochazi dfive.
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Obrazek 10: Shluk dimert fotosystému II indukovany modrymi ST zablesky (Folea, Zhang
et al. 2008). Zelen¢ je znazornén fotosystém II, modie fotosystém I, fialové je cytochrom
be/f, Cervené ATPsyntasa, okrové NDH-1 komplex a Sedivé cytochrom oxidasa.

Pfi  pouziti modrého méficiho svétla fluorescence vychazi z chlorofylu
ve fotosystému II, a proto jeji uroven odrazi jeho mnozstvi. BéZné hodnoty pro efektivni
velikost antén PSII pfi pouZziti modrych ST zableskd se u sinice Synechocystis sp. PCC 6803
pohybuji v rozmezi 30 — 60 A% OranZové méfici svétlo je zachycovano fykobilisomy a
proto fluorescence indukovana oranzovymi ST zablesky je timérna jejich mnozstvi. Bézné
hodnoty pro efektivni velikost antén PSII pii pouziti oranzovych ST zéableskl se u sinice
Synechocystis sp. PCC 6803 pohybuje v rozmezi 300 — 430 A? (viz Obrazek 2)

\

O

Obrazek 11: Model zobrazujici reakéni centra (RC) s nulovou konektivitou (na levo) a se
stoprocentni konektivitou (na pravo) (Blankenship 2008).
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Pti prichodu excitace k uzavienému reak¢nimu centru, reakéni centrum neni schopno
tuto excitaci vyuzit a energie se pfeméni na teplo nebo vyzati jako fluorescence. Konektivita
popisuje, sjakou pravdépodobnosti mize uzaviené reakéni centrum prichozi excitaci
odklonit do jiného neuzaviené¢ho reak¢niho centra, které ji dale mize vyuzit. Obé extrémni

situace jsou zobrazeny v Obrazek 11.

1.3.3 Experimentalni aparatura pro méreni FRRF

Pro méfeni FRRF je potieba fluorimetr ktery je schopen mikrosekundovych
svételnych zableski (mikropulzil). Pfikladem je aparatura vyvinutd na tfeboniském pracovisti
., Fast Fluorometer FL 3500-F a dnes vyrabéna firmou PSI (Photon Systems Instruments).

Tento pfistroj je schopen detekovat fluorescenci s ¢asovym rozliSenim do 1us. Jako zdroj

svétla vyuziva modrych (455 nm) a oranzovych (617 nm) méficich a aktinickych LED (viz

Obrazek 12).

Obrazek 12: Mg¢fici aparatura Fast Fluorometer FL 3500-F od firmy Photon System
Instruments (PSI, Brno, Ceska republika) pouzitd pro metodu FRRF. Jednotlivé soucasti
aparatury jsou: 1 — métici hlava fluorimetru s kyvetovym prostorem, 2 — kontrolni jednotka
fluorimetru, 3 — ovladaci c¢ast jednotky pro kontrolu teploty, 4 — temperovaci hlava, 5 —
magnetickd michacka, 6 — ovladaci pocitac.

Fluorimetr FL 3500-F (viz Obrazek 12) se sklada z méfici hlavy, kontrolni jednotky
fluorimetru, temperovaci hlavy, ovladaci temperan¢ni jednotky a magnetické michacky.

Mg¢tici hlava (viz Obrazek 13) obsahuje slot na standardni kyvetu (10 x 10 mm, maximalni

13



objem 4 ml), a dale jsou zde umistény LED zdroje aktinického a meéficiho svétla, PIN

diodovy detektor s integrovanym 500 Hz 16 bitovym AD pfevodnikem.

ACTINIC LIGHT

LoV

-
-

O

ACTINIC FLASH

HSV 14

Obrazek 13: Detailni schéma méftici hlavy fluorimetru FL 3500-F s kyvetovym prostorem.
Schéma znéazoriiuje pozici jednotlivych méficich a aktinickych LED diod (Photon Systems
Instruments 2002).

Kontrolni jednotka fluorimetru propojuje méfici hlavu a pocita¢ s obsluznym
programem FluorWin, ktery kompiluje méfici protokol a zaznamenava naméfené vysledky.
Pro ptesnou kontrolu teploty slouzi temperacni hlavice se specidlnim néastavcem pro vlozeni
do kyvety. Pro zamezeni sedimentace vzorku slouzi magnetické michadlo, které je mozno
ovlddat pomoci meéficiho protokolu a vypinat v dobé vlastniho méfeni k zabranéni

interference magnetické michaci ¢asti se zatenim prochéazejicim kyvetou.

2 Metodicka ¢ast

2.1 Modelové organismy a jejich kultivace

Jako modelovy organismus jsem pouzil sinici Synechocystis sp. PCC 6803. Pro
studium jsem vyuzil mutanty s rizné¢ pozménénymi funkcemi fotosyntetického aparatu.
Transformované (mutantni) kmeny byly ziskany od Prof. Diany Kirilovské (CEA, Sacley,

Francie).
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Tabulka I: Piehled pouzitych mutanti sinice Synechocystis sp. PCC 6803.

Nazev Rezistence
Efekt na fenotyp
transformovaného Typ transformace o
sinice
kmene
WT — Divoky typ Neni. Neni. Neni.
o Nedochazi k OCP Neni.
Mutant nesyntetizuje )
AOCP indukované
OCP. )
fotoprotekci.
V jadie PBS je ApcD Nedochazi k ST. Streptomycin /
AApcD . .
nahrazen aAPC. MozZny pouze stav 1. Spektinomycin
V jadie PBS je ApcF Nedochazi k ST. Streptomycin /
AApcF ] )
nahrazen BAPC. Mozny pouze stav II. Spektinomycin
Jadro PBS ApcC Streptomycin /
AApcC ] Zatim neznamy ] ]
podjednotku Spektinomycin

AApcE — C190S

Protein ApcE neni
schopen vazat

fykocyanobilin.

Zatim neznamy

Streptomycin /

Spektinomycin

PBS neobsahuje

Tvofti pouze tycky

Streptomycin /

AAB
jadro. fykobilisomu Spektinomycin
- PBS neobsahuje Tvoii pouze jadra Kanamicin
fykocyanin. fykobilisomu
PAL Nema PBS. Nema PBS. Neni.

2.1.1 Priprava Kkultury

Zasobni kultura byla udrzovéana na 1 % agarovych plotnach za pouziti sladkovodniho
média BG-11(Allen 1968) s piidavkem pufru TES, pti 28°C, na kontinualnim bilém svétle o
intenzité 20 pmol kvant - m?-st Zdivodu mozné kontaminace divokym kmenem (,,Wild
type®) bylo do agarovych ploten pro specifické mutanty pfidano antibiotikum, viic¢i kterému
byl pfislusny mutant rezistentni. Fluorescenéni métfeni byla provaddéna na sinicich
kultivovanych v roztoku, v sterilnich 250 ml Erlenmayerovych baiikach s buni¢inovou ¢i
molitanovou zitkou. Objem pfipravované kultury byl cca 120 ml z divodu ucinnéjsiho

michani na automatické tiepacce. Vzorek rostl cca 2 — 7 dni v zavislosti na rychlosti rlstu
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rizngch mutantd na bilém svétle s intenzitou 30 pmol kvant-m? - s

a Sneustalym
ttepanim o intenzit¢ 120 rpm. M¢feni bylo mozné provést, pokud vzorek mél optickou

hustotu (OD) pti 730 nm 0.05 az 0,25 coz odpovida optické hustoté pti 630 nm 0,07 az 0,35.

2.2 Fluorescen¢ni méreni

Fluorescencni méteni metodou FRRF byla provadéna na zatizeni ,, Fast Fluorometer
FL 3500-F* od firmy Photon System Instruments (Brno, Ceské republika). Pfed samotnym
méfenim byl vzorek 15 min adaptovan na tmu (viz kapitola 3.1.1) pfi udrzovani konstantni
teploty 28°C. Pii metodickych experimentech se vyuzivalo protokoll S riznym poctem ST —
zableskd bez aktinického svétla (viz kapitola 3.2). Pro experimenty se specifickymi mutanty
Synechocystis sp. PCC6803 jsem pouzil protokol ¢. 2 se vsemi kombinacemi aktinickych a
meéficich svétel barvy modré (4 = 455 nm) a oranzové (4 = 617 nm). Prvni ST zablesk
probéhl na zacatku ve tmé&, poté bylo zapnuto aktinické svétlo béhem kterého se aplikovalo 8
ST zableskt logaritmicky rozmisténych po celé délce trvani aktinického svétla za sebou. Po
skonCeni aktinického svétla probéhl jeste posledni ST zablesk ve tmé. Tato série ST
zablesk byla zvolena jako standardni protokol. V prub&éhu méteni byla v kyveté udrzovana
konstantni teplota 28°C a vzorek byl pfed méfenim kratkodobé promichan magnetickym

michadlem pro omezeni role sedimentace, michani bylo v prab&hu métici sekvence vypnuto.

2.3 Fitovani experimentalnich kiivek

Fitovani jsem provadél v prostiedi programu Microsoft Excel 2010 s vyuzitim
skriptovaciho jazyku ,,Visual Basic for Applications* a doplitku ,,Solver (Resitel) ktery je
uzplsoben k hledani lokélnich extrému na matematické funkci ¢ehoZ jsem pfi fitovani
vyuzil. Zpracovani a fitovani dat probihalo automaticky, za vyuZiti nové sestaveného makra

v Excelu (viz ¢ast 3.1.5)

3 Vysledky

3.1 Metodické experimenty pro optimalizaci metody FRRF
Cilem optimalizace metody FRRF bylo snizit minimalni dobu potiebnou pro méfent,
zvysit presnost vysledkli a opakovatelnost a navrhnout optimélni méfici protokol pro

studium nefotochemického zhaseni a stavovych piechodti u sinic.
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3.1.1 Role délky adaptace na tmu

Pfed métenim fotochemické aktivity PSII je nutné vzorek adaptovat na tmu. To se
standardn¢ provad€lo ulozenim kyvety se vzorkem do drzaku v neprisvitném boxu. Po
dvaceti minutach byla kyveta s adaptovanym vzorkem na tmu vlozena do kyvetového
prostoru pfistroje FL 3500-F. Z davodii potieby co nejvice zkratit dobu potfebnou
Kk provedeni jednoho méfeni jsem provedl experimenty se vzorky po rizné dobé adaptace na
tmu. Cilem bylo, zjistit jaky minimalni ¢as je potfeba k adaptaci na tmu u sinice

Synechocystis sp. PCC 6803. Vysledny graf je zobrazen v Obrazek 14.
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Obrazek 14: Zavislost hodnoty parametrt fluorescence ziskanych metodou FRRF na délce
adaptace na tmu. Pro kazdou dobu adaptace na tmu byla aplikovana sekvence deseti
oranzovych ST zébleskli odd€lenych jednosekundovou relaxacni dobou. Kifivka oznacena
,V O s“zobrazuje kinetiku parametrii vytvorenou z prvniho ST zablesku z pouzité série,
kiivka oznacena ,,v 9 s zobrazuje kinetiku parametri vytvotfenou z desatého ST zablesku
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série. Aktinické svétlo nebylo v protokolu pouzito. Data reprezentuji primémé hodnoty a
jejich smérodatné odchylky pro tfi opakovani.

V grafu Obrazek 14 jednotlivé kiivky zobrazuji c¢asovy prubéh zmény
fluorescen¢nich parametric béhem adaptace vzorku na tmu. Na zacatku se vyskytovaly
fluktuace v hodnotach parametri, které piiblizné postupné mizi. Po 15 minutach adaptace na
tmu byla hodnota efektivni velikosti antén PSII dostate¢né stabilizovana, a proto se tato
doba zda byt nejidealnéjsi dobou potiebnou pro adaptaci sinice Synechocystis sp. PCC 6803

na tmu. Patnactiminutové adaptace na tmu jsem poté vyuzil pti vSech dalSich métenich.

3.1.2 VIliv teploty béhem temnotni adaptace na chybu méfeni.

Pro posouzeni vlivu teploty béhem temnotni adaptace jsem pouzil protokol s jednim
oranzovym ST zableskem a bez zapnuti aktinického svétla. Méteni jsem devétkrat opakoval,
pro kazdé opakovani jsem pouzil novy vzorek. Pfred méfenim byly vzorky 15 min
adaptovany na tmu bud za pokojové teploty bez teplotni temperance anebo byly
temperovany na rastovou teplotu 28°C. Jako kontrolu jsem pouzil vzorek odebrany ptimo
z rustovych podminek, tedy bez adaptace na tmu. Vysledné kiivky jsou zobrazeny
v Obrazek 15.
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Obrazek 15: Srovnani variability v prubéhu indukénich kiivek fluorescence béhem ST
zablesku. Kftivky byly posunuty na ose y z divodu piehlednosti. Jednotlivé kiivky
representuji primérné hodnoty z deviti opakovani se zobrazenou relativni odchylkou.
Vzorky adaptované na tmu bez temperance (kiivka v grafu Obrazek 15 oznacena Bez
temperace s adaptaci na tmu) vykazovaly velkou relativni odchylku, rovnou 13,9%. Jedina
manipulace se vzorkem probihajici pfed samotnym méfenim, ktera mohla zpasobit tuto
variabilitu byla adaptace na tmu. Proved| jsem tedy dalsi méfeni, tentokrat bez adaptace na
tmu. Vzorek byl odebran ze zasobni kultury a bezprosttedné poté prométen ve fluorimetru.
Vysledna kiivka je zobrazena v grafu Obrazek 15 oznacena ,,Bez adaptace na tmu“. U
tohoto méfeni byla primérna relativni odchylka mnohem mensi, a to 0,7%. Usoudil jsem, Ze
jednim z moznych vlivii bude proménna teplota vzorku pfi procesu adaptace na tmu. Proto
jsem provedl dalsi méfeni kdy teplota vzorku béhem adaptace na tmu byla udrzovana
konstantni zafizenim Termomixer. Toto méfeni provedené po adaptaci na tmu pii konstantni
teploté je zobrazeno v grafu Obrazek 15 (viz kiivka ,,S temperaci a adaptaci na tmu®) jiz

vykazovalo mnohem nizsi variabilitu a primérna relativni odchylka dosahla 3,1 %. Timto
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jsem dosahl vice nez Ctyfnasobného zpiesnéni vysledkli. Pro vSechna dalsi méfeni jsem

vyuzival temperace béhem adaptace na tmu.

3.1.3 Aktinicky efekt ST zableskii.

Pro efektivni méfeni je nejlep$i zméfit co nejvice dat na jednom vzorku. Pii
opakovaném méfeni na jednom vzorku ale nastava problém, nebot’ pfedchozi méfeni mize
ovlivnit nasledujici. Tento efekt jsem ovéfil experimentalné, méfeni prob&hlo s prvnim ST
zableskem bez aktinického svétla a nésledujicich devét ST zableskl s aktinickym svétlem.
Jednotlivé ST zablesky byly logaritmicky rozlozeny béhem méteni. Vysledky srovnavaciho

méfeni jsou zobrazeny v grafu Obrazek 16.
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Obrazek 16: Zména parametri FRRF méteni za pouziti protokolu ¢. 2. Pro méfeni jsem
zvolil kombinaci oranzového aktinického svétla s oranzovymi ST zéblesky a modrého
aktinického svétla s modrymi ST zablesky. V métfeni oznaceném ,,Celkove® bylo vSech
deset mefeni provedeno na jednom vzorku. V méteni oznaCeném ,,Po ¢astech* byl pro kazdy
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méfeny bod pouzit novy vzorek. Prvni a posledni ST zablesk byl aplikovan bez aktinického
svétla v pozadi.

Rozdily mezi jednotlivymi typy méfeni nejsou nijak velké. To znamend, ze méfici
ST zablesky maji pouze minimalni aktinicky efekt a mtizou byt pouzity v méfeni v sekvenci

za sebou.

3.1.4 Oscilacni efekt ST zableskii.

Pti analyze vysledkl testovacich méfeni jsme si vSimli, ze prvni ST zablesk
provedeny ve tmé neodpovidd predpokladanému chovani, protoze u na tmu adaptovanych
vzorku osciluje aktivita komplexu vyvijejiciho kyslik s periodou 4. Proto jsem provedl
méfeni, ve kterém jsem proméfil vzorek bez aktinického svétla a ST zdblesky jsem rozlozil
linedrné s odstupem jedné sekundy. Z jednoho vzorku jsem takto ziskal 50 bodl pro

vytvoreni kinetiky zmény fluorescen¢nich parametra.
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Obrazek 17: Efekt oscilaci parametri FRRF metody.
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Zjistil jsem, ze oscilaéni efekt uticha kolem 10. zablesku. Tohoto poznatku jsem
vyuzil zafazenim série 10 ST zablesku na zacatek protokolu (viz ¢ast 3.2, protokol ¢. 4) pro

ziskani referen¢niho hodnoty o a p ve tmé.

3.1.5 Automatizace zpracovani dat.

Pro zjisténi fluorescen¢nich parametra z kiivky ST zébleskl je nutné experimentalni
data matematicky nafitovat teoretickym modelem (viz kapitola 1.3.2). Namétena kiivka ST
zableskl se da popsat matematickou funkci, jejiz parametry jsou efektivni velikost antén
PSIl (o), konektivita reakénich center PSIl (p), minimalni (Fp) a maximalni (Fy)

fluorescence; vsechny tyto parametry charakterizuji fotosystém II.

Pro automatizaci zpracovani experimentalnich dat jsem napsal makro, které
automaticky zpracovava naimportovana experimentalni data a zaroven fituje modelem
popisujici prib&éh ST zableskid (viz ¢ast 1.3.2). Exportovana experimentalni data obsahuji
sérii kiivek s casovym prubéhem fluorescence béhem ST zableskd a maji specificky
charakter. Obsahuji hlavicku, kterd ma seznam vSech namétenych datovych fad s parametry
pouzitého protokolu (délka, intenzita, vinova délka mikropulzt a aktinického svétla). Dale

nasleduje té€lo, kde jsou jednotlivé datové fady ST zableskl jako sloupce oddélend tabulatory.

Makro pro import a fitovani experimentalnich dat se sklada z nékolika ¢asti. Na
zacatku makro upravi importovana data, prob&hne extrakce potiebnych parametri z hlavicky
dat (délka, vlnova délka, pocet mikropulzii a intenzita aktinického svétla), nasleduje
odstranéni hlavicky dat a vytvofeni nové hlavicky vhodngjsi pro dalsi zpracovani dat.
Experimentalni data se poté podle potieby separuji po jednotlivych ST zéablescich. V dal§im
kroku makro, na zakladé vstupnich parametri modelu zadanych uZzivatelem pocatecni Fo,
Fwm, o, p, provede proceduru fitovani dle rovnic (viz kapitola 1.3.2) a vysledky fitovani ulozi
k experimentalnim datim do nového listu. Do makra jsem vlozil i moznost nastavit
pocatecni parametry, dale pocet opakovani kroku fitovani. Makro umoznuje také vypnuti
jednotlivych ¢asti pro vyssi kontrolu béhem testd. Vystup makra se sklada z hlavicky
(oznaceni vzorku, oznaceni typu ST zablesku, parametry potiebné k fitovani (délka, vinova
délka mikropulzi a intenzita aktinického svétla) a vyslednych parametri matematické
funkce (FO, FM, o, p). T¢lo se sklada z dat experimentalnich a matematickym modelem
dopocitanych. Tato Uprava vysledkii mé vyhodu, Ze se daji snadno provést testy na zjisténi

spravnosti fitu a Vv pfipadé¢ potieby obsahuje vSechny potfebné parametry k provedeni
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nového fitovani. Toto nové sestavené makro jsem pouzil k zpracovani vSech dalSich

vysledkd.

3.2 Testovani a sestaveni optimalniho méticiho protokolu pro studium NPQ a

stavovych prechodu u sinic.

Pro studium stavovych pifechodu je ticba proméfit vzorek jak ve stavu | tak ve stavu
I (viz ¢ast 1.1.1). Prvni testovany protokol pro studium zmény parametri fotochemického
zhaseni a stavovych prechodl vlivem aktinického svétla jsem sestavil ze dvou ST zableskt
aplikovanych ve tm¢ (s vypnutym aktinickym svétlem) mezi kterymi byl vzorek vystaven po
urc¢itou ¢asovou dobu aktinickému svétlu (modré A = 455 nm nebo oranzové 4 = 617 nm).
Standardni méfici protokol, ktery jsem optimalizoval, se skladal z nasledujicich
charakteristickych ¢asti: PMD — ,, Pre Measurement Duration‘ — doba pted aplikaci prvnich
ST zébleskl pro na tmu adaptovany vzorek, FSD — ,.Flashlet Sequence Duration“ — délka
trvani ST zablesku, ALDD — ,, Actinic Light Delay Duration — délka zpozdéni zacatku
periody aktinického svétla, ALD — , Actinic Light Duration” — délka aplikace aktinického
svétla, FSDD — , Flash Sequence Delay Duration* - délka zpozdéni ST zablesku po
ukonceni periody aktinického svétla, AMD — ,, After Measurement Duration — doba po
aplikaci ST-zablesk ve tm¢ do konce protokolu. Grafické znazornéni prubéhu testovani

prvniho typu protokolu (protokol ¢. 1) je zobrazeno v obrazku Obrazek 18.
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Obrazek 18: Schématické znazornéni protokolu ¢. 1. pro méfeni zmény zplsobené
aktinickym svétlem. (PMD — ,, Pre Measurement Duration‘ — doba pied aplikaci prvnich ST
zableskli pro na tmu adaptovany vzorek, FSD — , Flashlet Sequence Duration* — délka
trvani ST zablesku, ALDD — ,, Actinic Light Delay Duration* — délka zpozdéni zacatku
periody aktinického svétla, ALD — , Actinic Light Duration* — délka aplikace aktinického
svétla, FSDD — , Flash Sequence Delay Duration® - délka zpozdéni ST zablesku po
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ukonceni periody aktinického svétla, AMD — , After Measurement Duration” — doba po
aplikaci ST-zableski ve tmé& do konce protokolu.) Hodnota 1 odpovida dobé, kdy bylo
zapnuté aktinické svétlo (nebo ST zablesk), hodnota 0 dobé bez zapnutého aktinického
svétla (nebo ST zablesku). Ukazkova experimentélni data ziskana méficim protokolem ¢. 1
jsou prezentovana v grafu Obrazek 19.

Casové rozlozeni jednotlivych ptikazi v protokolu ¢. 1. bylo libovolné nastavitelné.
Standardn¢ byly nastaveny parametry PMD=1s, ALDD=1ms, ALD 120s,
FSDD =250 ms a AMD = 3 s. V protokolu schematicky zobrazeném v obrazku Obrazek 18
jsou zobrazeny dv¢ kiivky, prvni odpovidd dobé spusténi aktinického svétla a druhd casu
kdy byly aplikovany ST zéblesky. Parametry vyznacené v obrazku Obrazek 18 odpovidaji
nazvim proménnych Vv protokolu. Hodnota FSD (doba) je parametr nepfimo nastavitelny
pocital se v protokolu jako soucet délky mikropulzu (1us) a délky mezery (1 us) vynasobeny
jejich poc¢tem (120). FSD neboli ,, Flashlet Sequence Duration* je pouze jiny nazev pro
celkovou dobu trvani ST zablesku (,, Flash Duration). Tento nazev jsem zvolil, protoze
proménna FD jiz byla pfifazena pro dobu trvani mikro zablesku (,, Flashlet Duration ).
Vysledek aplikace protokolu na sinici PCC 6803 je zobrazena v Obrazek 19. Vysledkem
tohoto méteni byly zmény velikosti antén a konektivity béhem nefotochemického zhaseni

vyvolaného modrym svétlem u sinice Synechocystis sp. PCC 6803.
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Obrazek 19: Zména zplisobend aktinickym svétlem. Efekt nefotochemického zhaSeni byl
vyvolan vysokou intenzitou modrého aktinického svétla (1000 pmol kvant st m-z) a
méfen oranzovymi ST zablesky. Pro méfeni byl pouzit protokol ¢. 1.

Po pouziti protokolu ¢. 1 vysledky obsahuji pouze sérii hodnot parametri pied a po
aplikaci aktinického svétla (viz Obrazek 19). Aktinické svétlo mezi ST zablesky jsem pouzil
pro vyvolani stavovych pfechodu (oranzové) a nefotochemického zhéaseni (vysoka intenzita
modrého svétla). Zmény parametri FRRF poté odpovidaji efektu stavovych prechodu a
nefotochemického zhéaseni. Pro podrobnéjsi studium piedevSim stavovych ptechodli vSak
bylo mnohem vyhodnégjsi, kdyby byla vidét kinetika zmény parametru béhem aplikace
aktinického svétla, tedy v periodé ALD. Proto jsem do piedchoziho typu protokolu piidal
dalsi cast, ktera prométfovala vzorek jeSt€ béhem aktivity aktinického svétla. ST zablesky
béhem periody ALD jsem rozmistil logaritmicky, protoze kratce po vystaveni sinic
aktinickému svétlu dochazi k nejdramati¢téjsSim zménam ve fotosyntéze a tyto zmény jsou

pomalejsi s postupujici dobou na svétle.
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Obrazek 20: Schematické zndzornéni protokolu ¢. 2 s méfenim kinetiky v prubéhu
aktinického svétla. (PMD — ,, Pre Measurement Duration“ — doba pied aplikaci prvnich ST
zableskil pro na tmu adaptovany vzorek, FSD — , Flashlet Sequence Duration* — délka
trvani ST zablesku, ALDD(1) — ,, Actinic Light Delay Duration (1) — délka zpozdéni
zacatku periody aktinického svétla (1), ALD — ,, Actinic Light Duration* — délka aplikace
aktinického svétla, FSDD(1) — ,, Flash Sequence Delay Duration(1l)* - délka zpozdéni ST
zablesku po ukonceni periody aktinického svétla (1), AMD — , After Measurement
Duration “ — doba po aplikaci ST-zableskt ve tmé do konce protokolu.) Hodnota 1 odpovida
dobé, kdy bylo zapnuté aktinické svétlo (nebo ST zablesk), hodnota 0 dobé bez zapnutého
aktinického svétla (nebo ST zablesku). Vysledky méfeni na sinici PCC 6803 jsou zobrazeny
v Obrazek 25 a Obrazek 26.

Novy typ protokolu je schematicky znazornén v Obrazek 20. Béhem protokolu bylo
aplikovdno osm novych ST zébleskii v dobé aplikace aktinického svétla (ALD). Casové
rozmisténi ST zableskl bylo pocitano od zacatku aktinického svétla jako n-ta mocnina 2 kde
n je potadové Cislo ST zablesku pocitané od nuly. Ve vysledku byla délka aktinického svétla
PMD prodlouzena o 11 s na celkovych 131 s. Ostatni parametry se nezmeénily a nové byly
standardné nastaveny na FSDD1 =500 ms a ALDD1 = 3 s. Aplikace ST zéablesku v periodé
ALD (viz Obrazek 20) umoznila studium kinetiky procesii béhem ozafteni, tyto vysledky
jsou popisovany v casti 3.3. VétSina vysledkt prezentovanych v ¢asti 3.3 je tedy zméfena
pomoci protokolu €. 2. Nasledujici zmény v méficich protokolech jsem pouze otestoval

v n¢kolika predbéznych métenich.

Dalsi vylepseni protokolu jsem proved| tipravou posledni faze méteni, tedy doby po
vypnuti aktinického svétla. Chtéli jsme zaznamenat kinetiku parametr o a p po vypnuti
svétla. Tyto zmény jsou velmi rychlé (fadové desitky az stovky ms) a minimalni doba nutna

pro opakovani ST zablesku bez ovlivnéni pfedchozim ST zableskem je 1 s. V protokolech
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¢.1ac. 2 byl posledni ST zablesk po aktinickém svétle aplikovan v ¢ase 250 ms po vypnuti
svétla. Pokud budeme chtit méfit i tuto ¢ast protokolu zna¢né to prodlouzi dobu méfeni
jednoho vzorku, protoze se jednotlivé ST zablesky nebudou moci métit najednou, ale pro
kazdy ST zablesk se bude muset pouzit novy vzorek. K zobrazeni kinetiky prubéhu o a p
poticbujeme dostate¢né mnozstvi bodd, aby Kinetika byla zobrazena s dostate¢nym
rozlisenim. V tomto pfipadé bylo potfeba minimalné 8 ST zableskt k dostate¢né vyraznému
zobrazeni kinetiky. Osm novych ST zdbleskli Vtomto pifipadé znamena osminasobné
prodlouzeni doby potiebné k proméfeni jedné kiivky po vypnuti svétla, protoze na kazdy
bod je potieba novy vzorek. Pokud ale zmétime dva ST zablesky vV jednom méfeni, snizilo
by to potfebnou dobu dvakrat. Dva nasledujici ST zablesky ale nemohou byt moc blizko po
sobé¢ zdivodu mozného vzijemného ovlivnéni. Pokud znova pouzijeme binarni
logaritmické Skalovani pro rozlozeni jednotlivych ST zébleskli a uzplsobime ho
vynasobenim 75 zjistime Ze Sesty ST zablesk by byl proveden v 1,2 s coz by znamenalo
zm¢étit jeden vzorek pouze pétkrat a zaroven by se pocet ST zébleskl pouzitych k zjisténi

kinetiky navysil na 10.

o
o 1
5
e
g <C
.20
e}
h 1]
N
= 0
2 PMD :i{FSD: ALDD : FSDD1: 8 x nFSD + FSDDn i ALDD1 i AALFS i FSD FSD: AMD
ALD AALFS2
Cas

Obrazek 21: Schematické zndzornéni protokolu ¢. 3. s méfenim kinetiky béhem a po
vypnuti aktinického svétla. (PMD — ,, Pre Measurement Duration* — doba pted aplikaci
prvnich ST zableskt pro na tmu adaptovany vzorek, FSD — ,,Flashlet Sequence Duration* —
délka trvani ST zablesku, ALDD(n) — ,, Actinic Light Delay Duration (n)*“ — délka zpozdéni
zacatku periody aktinického svétla (n), ALD — ,, Actinic Light Duration* — délka aplikace
aktinického svétla, FSDD(n) — ,, Flash Sequence Delay Duration(n)“ - délka zpozdéni ST
zablesku béhem periody aktinického svétla (n), AALFS(n) — ,,(n) After Actinic Light
Flashlet Sequence* — délka zpozdéni ST zablesku po skonceni periody aktinického svétla,
AMD — | After Measurement Duration* — doba po aplikaci ST zableskl ve tmé do konce
protokolu.) Hodnota 1 odpovida dob¢, kdy bylo zapnuté aktinické svétlo (nebo ST zablesk),
hodnota 0 dobé bez zapnutého aktinického svétla (nebo ST zablesku.) Ukazkova
experimentalni data ziskana méfenim protokolem ¢. 3 jsou prezentovana v grafu Obrazek 22.
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Novy typ protokolu ¢. 3, jehoZ schematické znazornéni je zobrazeno v Obrazek 21.
Tento protokol obsahuje pét moznych nastaveni doby, kdy se zapinaji dva posledni ST
zablesky. Uzivatel postupné tyto nastaveni meéni pro novy vzorek. Slozenim téchto péti
kiivek dohromady lze ziskat kinetiku parametri o a p po vypnuti svétla. Tyto nastaveni poté
méni proménné¢ AALFS a AALFS2 podle zadanych parametri. Po prostifidani vSech

moznosti nastaveni dostaneme ¢asovani pro jednotlivé ST zablesky vyjadiené vzorcem:
Ty =0; T, = 75 % 21 4

Kde n je poradové ¢islo ST zablesku pocitané od nuly. Vysledné ¢asovani se pocita
od vypnuti aktinického svétla a je v milisekundach. Aplikace ST zablesku po vypnuti

aktinického svétla umoznila studium kinetiky procesli po ozafeni.
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Obrazek 22: Prubeh parametri metody [FRRF za pouziti protokolu ¢. 3. Synechocystis sp.
PCC 6803 — WT. Zmeéna fluorescencnich parametri s méfenim po vypnuti aktinického
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svétla. Hodnoty minimalni fluorescence Fo a maximalni fluorescence Fy byly
normalizovany na prvni méteni v protokolu které probéhlo bez aktinického svétla. K méteni
bylo pouzito aktinické svétlo o intenzité 1000 pmol kvant - s - m™, Prvni a poslednich deset
ST zablesku (od ¢asu 130 s dale) bylo provedeno bez aktinického svétla.

Pribéh fluorescencnich parametrii ziskany z méfeni pomoci protokolu ¢. 3 (viz
Obrazek 22) je v prvni ¢asti stejny jako pii méfeni pomoci protokolu ¢. 2. Vidime zde velky
pokles v hodnotach jak minimalni tak maximalni fluorescence a jelikoz zde byla aplikovana
vysoka intenzita aktinického svétla tak to jasné ukazuje na nefotochemické zhaseni vyvolané
OCP. Tento efekt je také charakterizovan pocatecnim nartstem a poté znacnym poklesem
efektivni velikosti antén PSII. Po vypnuti aktinického svétla pozorujeme u hodnot
konektivity nepatrnou oscilaci, hodnoty maximalni a minimalni fluorescence také mirné
osciluji, ale nijak drasticky se neméni. U efektivni velikosti antén PSII vSak pozorujeme
znacny na zacatku rychly pokles, ktery se ptiblizn¢€ po 800 ms po vypnuti aktinického svétla

zacina stabilizovat.

Pti analyze vysledkil jsme zjistili, Ze bod naméteny na zacatku podléhd oscilaénimu
efektu zptisobenému fotochemii komplexu vyvijejiciho kyslik (viz kapitola 3.1.4). Proto
jsem sestavil dalsi protokol kde jsem ptidal na zacatek méfeni sérii deseti ST zablesku tak
abychom ziskali ustalenou hodnotu p a ¢ neovlivnénou oscilacemi komplexu vyvijejiciho

kyslik.
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Obrazek 23: Schematické zndzornéni protokolu ¢. 4. s méfenim kinetiky béhem a po
vypnuti aktinického svétla, ke kterému je dodana ¢ast pro odstranéni oscilace pred zapnutim
aktinického svétla. (PMD — ,, Pre Measurement Duration” — doba pied aplikaci prvnich ST
zableskli pro na tmu adaptovany vzorek, FSD — , Flashlet Sequence Duration* — délka
trvani ST zablesku, ALDD(n) — ,, Actinic Light Delay Duration (n)“ — délka zpozdéni
zacatku periody aktinického svétla (n), ALD — ,, Actinic Light Duration* — délka aplikace
aktinického svétla, FSDD(n) — ,, Flash Sequence Delay Duration(n)* - délka zpozdéni ST
zablesku béhem periody aktinického svétla (n), AALFS(n) — ,,(n) After Actinic Light
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Flashlet Sequence* — délka zpozdéni ST zablesku po skoncéeni periody aktinického svétla,
AMD — , After Measurement Duration* — doba po aplikaci ST zableskti ve tmé do konce
protokolu.) Hodnota 1 odpovida dobé¢, kdy bylo aplikované aktinické svétlo (nebo ST
zablesk), hodnota 0 dobé bez aplikovaného aktinického svétla (nebo ST zablesku.)

Ukazkova experimentalni data ziskana méfenim protokolem ¢. 4 jsou prezentovana v grafu
Obrazek 24.

Protokol ¢. 4 vychazi z protokolu ¢. 3., 1i$i se pouze novou casti, kterd je sloZzena
z deseti ST zableskii oddé€lenych jednosekundovym intervalem, kterd je umisténa misto

prvniho ST zéablesku v protokolu €. 3.

1,0

440

0,8 1 420
400
0,6
380

p
‘ o[Ag
0,4 1 | 360 -
| >
|

| 340
02 A |
| 320
\

0,0 T T vvvvul

T
32

.
64

300

T T T T
8 16 32 64 128

0 1 3 579 12 4 128 0
Cas [s] Cas [s]
13 [ 12 [
[ [
[ |
124 [ 11 4 [
|
| 1
1,1 4 [ 1,0 4
F F {
%104 Mo,9 - I
|
b |
094 / 0,8 4 |
| |
[ |
0,8 [ 0,7 4 [
| |
[ |
07 S— . . . . 06 ——rrrr———— . . .
0 1 3 579 12 4 8 16 32 64 128 0 1 3579 12 4 8 16 32 64 128
Cas [s] Cas [s]

Obrazek 24: Prub¢h parametru metody FRRF za pouziti protokolu ¢. 4. Synechocystis sp.
PCC 6803 — WT. Zména fluorescenénich parametri. Hodnoty minimalni fluorescence Fo a
maximalni fluorescence Fy byly normalizovany na primérnou hodnotu ttech poslednich ST
zableskli které probehly bez aktinického svétla. K méteni byl pouzit protokol ¢. 4 bez
opakovani pro zjisténi kinetiky po vypnuti aktinického svétla a aktinické svétlo o intenzité

A4

1000 pmol kvant - s - m Z vyssi Gasové naro¢nosti na kompletni zméfeni vzorku pomoci
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protokolu ¢. 4 jsem neméfil kinetiku po vypnuti aktinického svétla ktera je totozna s druhou
polovinou kiivek zobrazenych v Obrazek 22. Prvnich 10 boda bylo méfeno ve tmé¢, dalsi pak
na aktinickém svétle v pozadi.

Deset ST zdbleskli na zaCatku méfeni vykazuji oscilaci s mirnou periodicitou
s velikosti o ¢tyfech ST zablescich. Tato oscilace vSak po osmi ST zablescich natolik vymizi,
7e hodnota vypada stabilni. Touto stabilizaci vyuzivam pro vytvoieni referen¢niho bodu
Kk provedeni normalizace pro hodnoty minimalni a maximalni fluorescence. Nasledujici
pribéh kiivek je jiz totozny s pruibéhem ziskaném pomoci protokolu ¢. 2 nebo s prvni ¢asti

kiivky ziskané pomoci protokolu €. 3.

3.3 Série experimentii se specifickymi mutanty sinice
Synechocystis sp. PCC 6803 se zménénou funkci svétlosbérnych antén.

Cilem meéfeni bylo prostudovat zmény efektivni velikosti antén a konektivity
reakénich center PSII béhem podminek stimulujicich stavové prechody a nefotochemické
zhageni u sinic. Proto jsem se zaméfil na studium divokého kmene sinice Synechocystis sp.
PCC 6803 a jeho mutanti AOCP, AApcD, ACK. Dale jsem v ramci méfeni prostudoval
chovani parametrii ¢ a p i u nékterych dalSich mutantd se zménénymi fykobilisomy
(viz kapitola 2.1). Vsechny naméfené vysledky jsou v piilohach a zde popisuji pouze

vybrané mutanty a vybrand nastaveni protokolu.

Efekt nefotochemického zhaseni popsany v kapitole 1.1.1 jsem studoval na mutantu
sinice Synechocystis sp. PCC 6803 AOCP, ktery nesyntetizuje OCP. V grafu Obrazek 25
jsou zobrazeny zmény jednotlivych fluorescenénich parametra (o, p, Fo, Fm) pro divoky typ

(,,Wild type*) sinice Synechocystis sp. PCC 6803 a jejiho mutanta AOCP.
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Obrazek 25: Porovnani sinice Synechocystis sp. PCC 6803 (WT) s jejim mutantem AOCP.
Porovnani zobrazuje NPQ indukované modrym aktinickym svétlem o intenzité
1000 pmol kvant -s™ - m? a oranzovym svétlem méficim. Hodnoty fluorescenci byly
normalizovany na prvni naméfeny bod méfeny bez aktinického svétla. Pro méfeni jsem
pouzil protokol ¢.2 (viz kapitola 3.2). Kazdé méteni jsem opakoval tfikrat a pro kazdé
opakovani jsem pfipravil novy vzorek. Vzorek jsem 15 min adaptoval na tmu pfi teploté
28°C, poté jsem zmé&fil jednotlivé indukeni fluorescenéni kiivky.

Na nefotochemické zhaSeni ma velky vliv OCP proto u divokého typu sinice
Synechocystis sp. PCC 6803 vidime dramaticky pokles hodnot Fy a Fy pii aplikaci silného
modrého aktinického svétla. Tento efekt je zplisoben zhasenim variabilni fluorescence za
pomoci OCP. Mutant AOCP nema protein OCP k dispozici, proto u né€} nedochazi
k nefotochemického zhaseni indukovanému timto proteinem. V grafech Obrazek 25 se
konektivita reak¢nich center nijak vyrazné nemeéni, naopak efektivni velikost antén se do 3,5

s zvétsuje a poté z ditvodu nefotochemického zhaSeni nastane rychly pokles u divokého typu,

ktery vSak nepozorujeme u mutanta AOCP.
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Stavové piechody popsané v kapitole 1.1.1 jsou dalsim fotoprotektivnim
mechanismem sinic. Ke studiu jsem vyuzil mutanta AApcD u né¢hoz nedochazi ke stavovym
pfechodiim, protoze je zablokovan ve stavu 2. Vzorek adaptovany na tmu je ve stavu II to
znamena, z¢ vétsina fykobilisomu je pfipojenych k fotosystému I. Vystavenim oranzovému
aktinickému svétlu se zacnou fykobilisomy pfesouvat a pfipojovat na fotosystém II a tim

nastane stav |.
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Obrazek 26: Porovnani sinice Synechocystis sp. PCC 6803 (WT) s jejim mutantem AApcD.
Porovnani zobrazuje stavové piechody indukované oranZovym aktinickym svétlem o
intenzité 75 pmol kvant - s - m? a modrym svétlem méficim. Hodnoty fluorescenci byly
normalizovany na prvni naméieny bod méfeny bez aktinického svétla. Pro méteni byl pouzit
protokol ¢. 2. Kazdé méfeni jsem opakoval tfikrat a pro kazdé opakovani jsem pfipravil
novy vzorek. Vzorek jsem 15 min adaptoval na tmu pii teploté¢ 28°C, poté jsem zméfil
jednotlivé indukéni fluorescenéni kiivky.
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Pfesun fykobilisomu z fotosystému | na fotosyst¢tm II u divokého typu je
charakterizovan mirnym nartstem velikosti efektivniho absorpéniho prufezu do cca 30 s na
svétle a naslednym poklesem (viz Obrazek 26). Oproti tomu mutant AApcD je jiz ve tmé ve
stavu 1, a k narustu nedochazi, protoze neni schopen piedavat energii fotosystému I - proto

k stavovému piechodu nedochazi.

1,0 | |
' h 60 | hH
55 -
08 —— wT
—o— cK
50 -
0,6 3 .
p 2445 4
o[AT)4 —e— WT
—o— cK
04 c .
40 A
jo3
L J
0,2 .
|
0,0 . . . : r r r | M 30 \
05 15 35 75 155 31,5 635 130,75 05 15 35 75 155 315 635 130,75
Cas [s] Cas [s]
20 i 14 -
—e— wT
—0— CK
1,2 A
F
MLOE §
0,8 4 E
08 : : : : : : : | 0,6 : : : : : : : |
05 15 35 75 155 315 635 130,75 05 15 35 75 155 315 635 130,75
Cas [s] Cas [s]

Obrazek 27: Porovnani sinice Synechocystis sp. PCC 6803 (WT) s jejim mutantem CK.
Zmény byly indukované modrym aktinickym svétlem o intenzité 1000 pmol kvant - s - m
a meéfeny modrymi ST zablesky. Hodnoty fluorescenci byly normalizovany na prvni
naméfeny bod méteny bez aktinického svétla.

Fykobilisomy mutanta CK tvofi pouze jadro. Porovnanim s divokym typem CK

mutant vykazuje znany nartst minimalni fluorescence od 3,5 s po zapnuti aktinického

svétla. Hodnota minimalni fluorescence roste a ke konci aktinického svétla se bud’
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stabilizuje, nebo mirn¢ poklesne. Hodnota maximdalni fluorescence ma sinusoidalni
charakter s pocatecnim poklesem oproti mnohem mirngjSim zménam probihajicich u
divokého typu. Hodnoty konektivity jsou témét identické a v podstat¢ neménné. Hodnota
efektivni velikosti antén vykazuje do 3,5 sstejny trend jako divoky typ, pouze je skoro
dvojnasobna po dosazeni této doby zac¢ne efektivni velikost antén mutanta CK klesat do
velikosti kterd byla na zacatku oproti mirné stagnaci a néslednému naristu efektivni

velikosti antén u divokého typu.

4  Diskuze

Fotosyntéza je velice dulezity biologicky proces, ktery je zdkladem pro veskery zivot
na zemi a jeho absence by méla na néj zasadni dopad (Blankenship 2008). Studium
fotosyntézy je proto velice dulezitou soucasti znalosti svéta kolem nés. Kompletni
porozuméni fotosyntetickych procesu bychom mohli vyzit k velmi vyhodnému ziskavani
energie (Listorti, Durrant et al.). Studium fluorescence a metoda FRRF je jednim z mnoha

pristupu studia fotosyntézy, a vyuziva se k studiu hlavné fotosystému II.

Efektivitu a reprodukovatelnost méteni fluorescenénich parametric metodou FRRF
ovliviiuje fada aspektil, ve své praci jsem se ale zaméfil pouze na ty, které se zdaly mit
nejveétsi vliv. Prvni problém byl ur¢eni minimalni doby potfebné na adaptaci na tmu. Pro
meéfeni fluorescence se standardné pouzivala 20 minutova doba adaptace na tmu (Kana,
Kotabova et al. 2012). Pfi méfeni fotoprotektivnich mechanismi tak se standardné vychazi
ze vzorku adaptovaného na tmu a poté se sleduje reakce na aktinické svétlo. Pro zvySeni
efektivity méfeni jsem se snaZzil tuto dobu co nejvice snizit. Z metodického experimentu viz
3.1.1, vyplyva, ze vzorek se stava adaptovanym na tmu jiz po 15 — ti minutach. Timto jsem

snizil minimalni dobu potfebnou pro zméteni jednoho vzorku.

Pro zvySeni reprodukovatelnosti méteni jsem provedl metodicky experiment viz
3.1.2. Jelikoz se jedna o opakovani stejného méfeni, je nutné, aby relativni odchylka byla co
nejmensi. Vyssi relativni odchylka ma znaény vliv na reprodukovatelnost méteni intenzity
fluorescenci ostatni parametry nejsou timto jevem tolik ovlivnény. Zjistil jsem, Ze primérna
relativni odchylka méfeni bez temperace béhem adaptace na tmu byla 13,9% (viz ¢ast 3.1.2).
Laboratorni méteni s nebiologickymi vzorky se povazuje za piesné, pokud hodnota relativni
odchylky je mensi nez jedno procento. Po piezkoumani postupu jsem dosel k nazoru, ze ke

zménam Vvzorku muze dochézet jedin¢ Vv prubéhu adaptace na tmu, ta obvykle probihala
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nejdiive pouze v polystyrenovém drzdku v neprusvitném boxu, kde nebyla udrzovana
konstantni teplota. Pro potvrzeni mé domnénky jsem provedl kontrolni méteni vzorku po
odbéru z riustovych podminek, tentokrat piimo bez adaptace na tmu. Vysledné kiivka je
zobrazena v grafu Obrazek 15 oznaCena ,,.Bez adaptace na tmu“. Primérna relativni
odchylka dosahla v tomto méteni 0,7 %. Timto jsem potvrdil, Ze zmény vzorku vznikaji
béhem adaptace na tmu. V uvahu ptipadaly ¢tyii mozné vlivy, které by to mohly zpisobovat.
Prvnim vlivem je sedimentace kultury, ale to jsem eliminoval michanim vzorku tésné pred
méfenim. Druhy mozny vliv je kratkodoby, ale nekontrolovatelny osvit vzorku pii pfenaseni
z neprusvitného boxu do fluorimetru. Celé méfeni probiha v temné mistnosti s minimalni
intenzitou osvétleni, ale piesto monitor pocitace nebo jiné nezbytné zdroje svétla by mohly
vzorek ovlivnit. Tento vliv jsem se snazil eliminovat manipulaci se vzorkem mimo oblasti se
zvySenou intenzitou osvétleni. Tieti mozny vliv je pak biologickd variabilita mezi vzorky,
kterd zptsobuje odchylky v méfeni. Tento problém se nedd odstranit, pokud pracujeme
s zivymi organismy. Ctvrtym a nejpodstatn&jsim vlivem je nekontrolovana temperace
vzorku zpusobujici fluktuace v teploté. Samotny fluorimetr ma temperovaci hlavici, ktera je
schopna udrzovat konstantni teplotu vzorku po dobu méfeni (Photon Systems Instruments
2002). Nicméné b&hem 15-ti minutové adaptace na tmu (napf. v neprusvitném boxu
Vv laboratofi) byl vzorek vystaven podstatné nizsi teploté (teploté laboratote, cca 22°C) nez
pii které byl péstovan a zaroven méfen (28°C). Pro eliminaci tohoto problému bylo potieba
najit nejvhodnéjsi zpisob jak kontrolovat teplotu vzorku v pribéhu adaptace na tmu. Jelikoz
temperace ve vodni lazni byla z diivodu namoceni kyvety zvenku nepouzitelna, bylo nutné
pouzit michaci a temperan¢ni jednotku Thermomixer comfort od firmy Eppendorf. M¢teni
provedené po adaptaci na tmu pii kontrolované teploté zobrazeno v grafu Obrazek 15
oznaceno ,,S temperaci a adaptaci na tmu* jiz vykazovalo mnohem niZsi rozdily a primérna
relativni odchylka dosédhla 3,1 %. Kontrola teploty béhem adaptace na tmu tedy méla zna¢ni
vliv na chybu méfeni, doslo o 4,5 nasobné zmenseni relativni odchylky méfeni. Nyni je
hodnota primérné relativni odchylky ovlivnéna pouze biologickymi procesy v builkéch,

proto je tato hodnota jiz dostacujici.

Posoudil jsem i aktinicky efekt méficiho svétla na vysledky ziskané metodou FRRF.
V metod¢ FRRF jsou dva hlavni zdroje svétla. Aktinicky jenz je ur€en pro vyvolani zmény
ve vzorku (stimulace NPQ nebo stavovych piechodl), ST zablesky promé&fuji aktudlni stav
vzorku. Jednoobratkové zablesky v metodé FRRF by nemély nijak ovliviiovat méfeny

vzorek (Kolber, Prasil et al. 1998). Tento ptedpoklad jsem ovéfil experimentalné (viz
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Obrazek 16) a zjistil jsem, Ze v pocate¢ni fazi aktinického svétla ST zablesky maji urdity

aktinicky efekt ktery vSak neni nijak velky.

Prozkoumal jsem i vliv oscilaci z vyvoje kysliku béhem prvnich ST zableskt ve tmé
(Govindjee, Kern et al. 2010). Efekt oscilace je zpusoben doznivanim fotochemického
procesu spojen¢ho s vyvojem kysliku v manganovém komplexu. Pro moje tcely ale byla
nejdulezitéjsi informace, Ze piiblizné po 10 ST zablescich se efekt stabilizuje. Z tohoto
poznatku jsem vychazel a stanovil jsem 10. ST zablesk provedeny na zacatku protokolu bez

aktinického svétla jako stabilni a oscilaci neovlivnény.

Sestavil jsem a otestoval také nckolik protokoli pro studium mechanismu
fotoprotekce u sinic. Prvni protokol byl navrzen pro studium efektu aktinického svétla na
modelovém organismu. Princip spoc¢ival v zjisténi stavu provedenim dvou ST — zablesk,
jednoho na zacatku a jednoho na konci méfeni a mezi nimi zapnout aktinické svétlo na
urcitou dobu ktera vyvola zménu. Standardni doba zapnuti aktinického svétla (Vredenberg,
Durchan et al. 2012) byla prodlouzena na 120 s z dGvodu zajisténi vyssi stability intenzity
fluorescence. Druhy protokol zobrazoval i kinetiku b&éhem aplikace aktinického svétla.
Tento protokol jsem také vyuzil ke zméfeni vSech dostupnych mutantu sinice Synechocystis
sp. PCC 6803. Nasledujici protokoly, protokol ¢. 3 (zobrazoval navic kinetiku po vypnuti
aktinického svétla) a protokol ¢. 4 (odstranioval oscilaci poc¢ateéniho ST zablesku zatazenim

pomoci sekvence ST zablesku na zacatek protokolu ve tmé) jsem pouze otestoval.

Protokoly €. 2, €. 3 a €. 4 jsem pak aplikoval na mutanty fykobilisomt (viz piiloha),
V interpretacich jsem se zaméfil na mutanty AOCP, AApcD a CK. Nefotochemické zhaseni
indukované OCP (viz Mechanismy fotoprotekce) snizuje variabilni fluorescenci v prub&hu
vystaveni vzorku vysoké intenzité modrého svétla. Tento efekt nastava u divokého typu na
rozdil od OCP deficitniho mutanta AOCP (viz Obrazek 25). Mutant sinice Synechocystis sp.
PCC 6803 AApcD ma protein ApcD v jadre fykobilisomu nahrazeny aAPC. Protein ApcD
je potieba k prenosu energie z fykobilisomu do fotosystému I proto miizeme uvazovat, ze
tento mutant je ve stavu | (Jallet, Gwizdala et al. 2012). V grafu Obrazek 26 je proces
stavovych pfechodli vidét mirnym poklesem efektivniho absorpéniho prifezu od 15 s u
divokého typu zatimco mutant AApcD ma prubéh stabilni. Timto jsem potvrdil, ze u
divokého typu dochazi ke stavovému piechodu, zatimco u ApcD deficitnitho mutante ne.
Tento efekt ale nebyl podle ocekavani dostate¢né vyrazny a proto je potieba protokol pro

studium stavovych ptechodu jesté¢ doladit.
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5 Zavér

V ramci Své bakalaiské prace jsem zlepsil presnost méfeni metody FRRF Upravou
postupu ptipravy vzorku pred méfenim. Sestavil a otestoval jsem optimalni méftici protokoly
pro studium nefotochemického zhaseni a stavovych pfechodd. Automatizoval jsem proces
vyhodnocovani vystupnich experimentalnich dat. Za vyuziti téchto vysledki jsem provedl
sérii experimentl s mutanty s pozmeénénou funkci svétlosbémych komplexu sinice
Synechocystis PCC 6803. Mnou vyvinuté protokoly se hodi k méfeni nefotochemického
zhaseni a kinetiky fluorescen¢nich parametrd v riznych situacich. Za pouziti stavajicich

protokolll nejsou zatim stavové prechody dostatecné vyrazné vidét.
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Piiloha 1 : Synechocystis sp. PCC 6803 — WT. Zména fluorescen¢nich parametri. Hodnoty
minimalni fluorescence Fo a maximalni fluorescence Fy byly normalizovany na prvni
méfeni v protokolu které probéhlo bez aktinického svétla. K méteni byl pouzit protokol €. 2
a aktinické svétlo o intenzité 75 a 1000 pmol kvant -s™ - m. Kfivky reprezentuji data
ziskand pro nasledujici parametry: AAL — oranzové aktinické svétlo o intenzité 75
umol kvant st m'2, BAL — modré aktinické svétlo o intenzit€¢ 75 pmol kvant st m‘z,
HBAL — modré aktinické svétlo o intenzitd 1000 pmol kvant - s* - m™, AF — oranzové ST

zablesky, BF —modré ST zablesky.
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Piiloha 2: Synechocystis sp. PCC 6803 — AOCP. Zména fluorescen¢nich parametra.
Hodnoty minimalni fluorescence Fo a maximalni fluorescence Fy byly normalizovany na
prvni méfeni v protokolu které prob€hlo bez aktinického svétla. K méfeni byl pouzit
protokol & 2 a aktinické svétlo o intenzité 75 a 1000 umol kvant -s™-m? Kiivky
reprezentuji data ziskand pro nasledujici parametry: AAL — oranZové aktinické svétlo o
intenzité 75 pmol kvant - s - m?, BAL — modré aktinické svétlo o intenzité 75 pmol kvant
st m'z, HBAL — modré aktinické svétlo o intenzit¢ 1000 umol kvant st m'z, AF —
oranzové ST zablesky, BF — modré ST zablesky.
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Priloha 3: Synechocystis sp. PCC 6803 — AApcD. Zména fluorescenénich parametra.
Hodnoty minimalni fluorescence Fo a maximalni fluorescence Fy byly normalizovany na
prvni méfeni v protokolu které probéhlo bez aktinického svétla. K méfeni byl pouzit
protokol & 2 a aktinické svétlo o intenzité 75 a 1000 umol kvant -s™-m? Kiivky
reprezentuji data ziskand pro nasledujici parametry: AAL — oranZové aktinické svétlo o
intenzité 75 pmol kvant - s™ - m?, BAL — modré aktinické svétlo o intenzit 75 umol kvant
st m'z, HBAL — modré aktinické svétlo o intenzit¢ 1000 umol kvant st m'z, AF —
oranzove ST zablesky, BF — modré ST zablesky.
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Ptiloha 4: Synechocystis sp. PCC 6803 — CK. Zména fluorescenénich parametri. Hodnoty
minimalni fluorescence Fo a maximalni fluorescence Fy byly normalizovany na prvni
meteni v protokolu které probéhlo bez aktinického svétla. K méteni byl pouzit protokol €. 2
a aktinické svétlo o intenzit¢ 75 a 1000 pmol kvant -st-m? Kiivky reprezentuji data
ziskand pro nasledujici parametry: AAL — oranzové aktinické svétlo o intenzité¢ 75

umol kvant st m'z, BAL — modré aktinické svétlo o intenzit€¢ 75 umol kvant st-m ,

-2

HBAL — modré aktinické svétlo o intenzit¢ 1000 umol kvant - st. m'z, AF — oranzové ST

zablesky, BF — modré ST zablesky.
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Ptiloha 5: Synechocystis sp. PCC 6803 — AAB. Zména fluorescen¢nich parametrii. Hodnoty
minimalni fluorescence Fo a maximalni fluorescence Fy byly normalizovany na prvni
méteni v protokolu které probéhlo bez aktinického svétla. K méfeni byl pouzit protokol €. 2
a aktinické svétlo o intenzité¢ 75 a 1000 pmol kvant -st-m? Vysledky pro oranzové ST
zéblesky se nepodatilo nafitovat. Kiivky reprezentuji data ziskana pro nasledujici parametry:

AAL — oranzové aktinické svétlo o intenzit€¢ 75 umol kvant

-s1-m?, BAL — modré

aktinické svétlo o intenzité 75 pmol kvant - s - m?, HBAL — modré aktinické svétlo o
intenzit& 1000 pmol kvant - s* - m™?, AF — oranzové ST zéablesky, BF — modré ST zablesky.

44



1,0 | 450 { b 65
—&— AAL_AF
—0— BAL_AF
—a— AAL_BF 400
0,8 A —e— BAL_BF = —
—8— HBAL_AF 2 e
—=— HBAL_BF 5 a 3
\S o Q
0,6 4 ]
' ° % 30 o
p O ]
> F 55,
’@ 250 g
o
0,4 & © E g
< —a— AAL_AF 2l <
- & 200 —0— BAL_AF <
02 % —A— AAL_BF 0%
129 —e— BAL_BF
& 150 —8— HBAL_AF
—=— HBAL_BF
- in]
0,0 T T T T ; T T i 100 T T T T T T T { 45
0,5 15 35 75 155 315 635 130,75 05 15 35 75 155 315 635 13075
Cas [s] Time [s]
12 i
108 %
08 A
Fo ]
—a— AAL_AF
06 1 —O0— BAL_AF
—A— AAL_BF
—e— BAL_BF
—8— HBAL_AF
0,4 4 —m— HBAL_BF
siye]
0.2 T T T T T T T (I 0,2 T T T T T T T I
05 15 35 75 155 315 635 130,75 0,5 15 35 75 155 315 635 130,75
Cas [s] Cas [s]

Priloha 6: Synechocystis sp. PCC 6803 — AApcC. Zmeéna fluorescenénich parametra.
Hodnoty minimalni fluorescence Fo a maximalni fluorescence Fy byly normalizovany na
prvni méfeni v protokolu které probéhlo bez aktinického svétla. K méfeni byl pouzit
protokol & 2 a aktinické svétlo o intenzité 75 a 1000 umol kvant -s™-m? Kiivky
reprezentuji data ziskand pro nasledujici parametry: AAL — oranZové aktinické svétlo o
intenzité 75 pmol kvant - s™ - m?, BAL — modré aktinické svétlo o intenzit 75 umol kvant
st m'z, HBAL — modré aktinické svétlo o intenzit¢ 1000 umol kvant st m'z, AF —
oranzové ST zablesky, BF — modré ST zablesky.
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Ptiloha 7: Synechocystis sp. PCC 6803 — AApcF. Zména fluorescen¢nich parametra.
Hodnoty minimalni fluorescence Fo a maximalni fluorescence Fy byly normalizovany na
prvni méfeni v protokolu které probéhlo bez aktinického svétla. K méfeni byl pouzit
protokol & 2 a aktinické svétlo o intenzité 75 a 1000 umol kvant -s™-m? Kiivky
reprezentuji data ziskand pro nasledujici parametry: AAL — oranZové aktinické svétlo o
intenzité 75 pmol kvant - s™ - m?, BAL — modré aktinické svétlo o intenzit 75 umol kvant
st m? HBAL — modré aktinické svétlo o intenzité 1000 pmol kvant - s*-m? AF —
oranzové ST zablesky, BF — modré ST zablesky.
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Piiloha 8: Synechocystis sp. PCC 6803 — PAL. Zména fluorescen¢nich parametrd. Hodnoty
minimalni fluorescence Fo a maximalni fluorescence Fy byly normalizovany na prvni
méfeni v protokolu které probehlo bez aktinického svétla. K méfeni byl pouzit protokol €. 2
a aktinické svétlo o intenzité 75 a 1000 pmol kvant - s* - m™?. Vysledky pro oranzové ST
zablesky se nepodafilo nafitovat. Kfivky reprezentuji data ziskana pro nasledujici parametry:

AAL — oranzové aktinické svétlo o intenzit€¢ 75 umol kvant

-s1-m?, BAL — modré

aktinické svétlo o intenzit¢ 75 pumol kvant st m'z, HBAL — modré aktinické svétlo o
intenzit& 1000 pmol kvant - s* - m™?, AF — oranzové ST zéablesky, BF — modré ST zablesky.
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Priloha 9: Synechocystis sp. PCC 6803 — AApcE — C190S. Zmeéna fluorescencnich
parametri. Hodnoty minimalni fluorescence Fy a maximalni fluorescence Fy byly
normalizovany na prvni méfeni v protokolu které probéhlo bez aktinického svétla. K méteni
byl pouzit protokol ¢ 2 a  aktinické svétlo o intenzit¢ 75 a
1000 pmol kvant - s - m, Kfivky reprezentuji data ziskana pro nasledujici parametry: AAL
— oranzové aktinické svétlo o intenzitd 75 pmol kvant - s - m?, BAL — modré aktinické
svétlo o intenzité¢ 75 pmol kvant - s - m? HBAL — modré aktinické svétlo o intenzit& 1000
umol kvant - s - m?, AF — oranzové ST zéblesky, BF — modré ST zablesky.
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Ptiloha 10: Synechocystis sp. PCC 6803 — WT. Zména fluorescencnich parametri s méfenim
po vypnuti aktinického svétla. Hodnoty minimalni fluorescence Fo a maximalni fluorescence
Fm byly normalizovany na prvni méfeni v protokolu které probéhlo bez aktinického svétla.
K méfeni byl pouzit protokol ¢. 3 a aktinické svétlo o intenzit¢ 75 a 1000 pmol kvant - s
' m? Kfivky reprezentuji data ziskani pro nésledujici parametry: AAL — oranzové
aktinické svétlo o intenzité 75 pmol kvant -s™ - m?, BAL — modré aktinické svétlo o
intenzité 75 pmol kvant -s™ - m? HBAL — modré aktinické svétlo o intenzits 1000
umol kvant - s - m?, AF — oranzové ST zéblesky, BF — modré ST zablesky.
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Priloha 11: Synechocystis sp. PCC 6803 — AOCP. Zména fluorescencnich parametrd
S méfenim po vypnuti aktinického svétla. Hodnoty minimalni fluorescence Fo a maximalni
fluorescence Fy byly normalizovany na prvni méfeni v protokolu které prob&hlo bez
aktinického svétla. K méteni byl pouzit protokol €. 3 a aktinické svétlo o intenzité 75 a
1000 pmol kvant - s - m, Kfivky reprezentuji data ziskana pro nasledujici parametry: AAL
— oranzové aktinické svétlo o intenzité 75 pmol kvant - s - m?, BAL — modré aktinické
svétlo o intenzité¢ 75 pmol kvant - s - m? HBAL — modré aktinické svétlo o intenzit& 1000
umol kvant - s - m?, AF — oranzové ST zéblesky, BF — modré ST zablesky.
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Ptiloha 12: Synechocystis sp. PCC 6803 — WT. Zména fluorescen¢nich parametri.. Hodnoty
minimalni fluorescence Fy a maximalni fluorescence FM byly normalizovany na primérnou
hodnotu tfech poslednich ST zéableskii které prob¢hly bez aktinického svétla. K méteni byl
pouzit protokol ¢. 4 bez opakovani pro zjisténi kinetiky po vypnuti aktinického svétla a
aktinické svétlo o intenzit¢ 75 a 1000 umol kvant - st-m? Kiivky reprezentuji data ziskana
pro nasledujici parametry: AAL — oranzové aktinické svétlo o intenzit€¢ 75 pumol kvant - §°
L. m'z, BAL — modré aktinické svétlo o intenzité 75 pmol kvant - st. m'z, HBAL — modré
aktinické svétlo o intenzité 1000 pmol kvant - s - m?, AF — oranzové ST zablesky, BF —
modré ST zablesky.
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