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Abstrakt

Analyza fluorescence chlorofylu je jedna z nejrozsifenéjsich technik pro studium vlivu
stresorli na rostlinné, fotosynteticky aktivni organismy, zejména pro vyuZiti svételné
energie k fotosyntéze a funkcnost elektronového transportniho fetézce ve fotosyntéze.
Cilem prace je detekce vlivu vybranych chemickych latek na difuzni odrazivost a pro-
pustnost v listu tabaku virginského Nicotiana Tabacum cv. Samsun. Ze ziskanych dat
jsou poté simulovana spektra absorpéniho a rozptylového koeficientu. Prace obsahuje
teoretickou ¢ast, ktera se zabyva optickymi vlastnostmi vzorkd, fluorescenci, flu-
orescenci chlorofylu a zpisoby méteni fluorescence. Dale jsou v teoretické Casti infor-
mace o vybranych chemickych latkach a jejich vyuziti v praxi. Prakticka ¢ast obsahuje
popis metody vyuzité pro méteni difuzni odrazivosti a propustnosti pomoci spektrora-
diometru LI-1800 s integra¢ni kouli, pfipravu roztokti vybranych chemickych latek a
popis infiltrace listu metodou Sokové infiltrace. K vypocitani absorpéniho a rozptylo-
vého koeficientu byla vyuzita raytracingova metoda Monte Carlo photon transport. Vy-
sledky ukazuji, Ze roztoky vybranych chemickych latek maji vliv na fluorescenci chlo-

rofylu, nékteré vSak pouze nepatrny.
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1. Uvod

Fluorescence chlorofylu je proces zbavovani se piebyte¢né energie formou vyzareni elek-
tromagnetického zaieni. Analyzou emitovanych fotonti 1ze zjistit fyziologicky stav rostliny,
jeji vyvojové stadium, ¢i stav fotosystému II, ktery je Casto prvnim indikatorem stresu pt-
sobicim na studovanou rostlinu.

Fluorescence chlorofylu se méni v zavislosti na piisobeni riznych stresovych fak-
tort, naptiklad nadmérné ozafeni, vysoka teplota, plisobeni toxickych latek a podobné. Tim
rostlina poskytuje informace o zvladani stresu. Pro tuto praci byly vybrany chemické latky,
a to DCBQ, DMBQ, Lawson, TMB a DCMU. O téchto latkach, vyjma DCMU, je znamo,
ze snizuji fluorescenci chlorofylu obnovenim transportu elektronti ve fotosystému II. O
DCMU je naopak znam efekt opacny.

Cilem této prace je zjisténi vlivu vybranych chemickych latek na zmény difuzni od-
razivosti a propustnosti a z nameéienych spekter difuzni odrazivosti a propustnosti bude pro-
veden vypocet absorp¢niho a rozptylového koeficientu. Fluorescence chlorofylu se proje-
vuje 1 ve spektrech odrazivosti a propustnosti, ale zmény fluorescence chlorofylu jsou ve
spektrech absorpcniho a rozptylového koeficientu Citelnéjsi. Pro vypocet koeficientl byla
zvolena metoda Monte Carlo photon transport (MCPT), jelikoz se domnivame, ze tato me-
toda nejlépe popisuje chovani paprsku v listu. Metoda MCPT patii mezi transportni modely,
pomoci kterych je simulovan pohyb ¢astic, napiiklad fotonu, v uréitém prostiedi. Model

MCPT vyuziva generovani sekvenci nahodnych drah sledovanych ¢astic.



2. Teoreticka ¢ast

2.1.  Spektra odrazivosti a propustnosti

Interakci elektromagnetického zafeni s povrchem rostlinného materialu dochazi k nékolika
fyzikalnim procesim. Mezi né patii zejména odrazivost, propustnost, absorpce a rozptyl za-
feni. Tyto jevy zavisi na vlnové délce, thlu dopadajiciho zafeni a na vlastnostech zkouma-
ného biologického vzorku (Braslavsky, 2006). Protoze jsou biologické tkané a pletiva kom-

plexni a v nativnim stavu nehomogenni, musi se brat v tvahu vlastnosti slozek vzorku.

2.1.1. Reflektance

Reflektance (odrazivost) je veli¢ina uréena pomérem odrazeného svételného zareni od
vzorku vici zatreni dopadajicimu. Stejné jako absorbance a propustnost, odrazivost je veli-
¢ina bezrozmérna a je pocitana podle rovnice (1),

! 1)

TR

kde R je reflektance, I je intenzita odrazeného svételného zafeni a lo je svételné zareni do-
padajici na zkoumany vzorek. Mira reflektance se zvySuje se snizovanim thlu dopadu zareni
na povrch vzorku (Braslavsky, 2006). Spektra odrazivosti se naptiklad v hojné mite vyuzi-
vaji v dalkovém mapovani tzv. ryst spektralniho chovani vegetace pomoci druzicovych
snimkil. Pomoci této metody Ize vyuzit nékolika spektralnich pasem. Za zminku stoji odra-
zivost blizké infracervené ¢asti spektra (750-1350 nm), diky niz je mozné ur€it rozlozeni

bunék v listech, a tim lze identifikovat druhy rostlin, a odrazivost intervalu 1350-2500 nm,

kterou l1ze mapovat mnozstvi vody ve vegetaci (Slaton a kol., 2001).

2.1.2. Transmitance
Transmitance (propustnost) je veli¢ina, ktera popisuje mnozstvi svételného zafeni o urcité
vinové délce, které proslo zkoumanym vzorkem a je definovana rovnici (2),
. @)
I 0

kde T je propustnost, | intenzita svétla, které prostoupilo vzorkem, a lo je intenzita svétla ze
zdroje (Braslavsky, 2006).

V praxi se transmitance méfti relativné vici referenénimu vzorku (blanku). V prvnim
kroku se méfi intenzita blanku a nasledn¢ se pfi stejnych podminkach méfi intenzita zkou-

mané latky. Pfi vyhodnocovani transmitance timto zplsobem lze zanedbat nespecifické
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ztraty intenzity svétla. Intenzita blanku je v rovnici (2) vzdy rovna 100 % a propustnost
pustnost spolecné s odrazivosti pouzivana pii dalkovém snimani dat k neinvazivnimu zjis-
téni stavu vegetace (Hovi a kol., 2017). Propustnost 1ze vyuzivat ke studiu pohybu chloro-
plastii metodou kolimované transmitance. Pohyb chloroplastt je dilezity k optimalizaci fo-
tosyntézy, zejména pro pieziti silné expozice svétlu a efektivni funkci fotosyntézy pii nedo-

statku svétla (Wada, 2013).

2.1.3. Absorpce
Absorpce (pohltivost, A) je obecné definovana na zakladé transmitance jako jeji zaporny

dekadicky logaritmus (3),

I
A=l0970=—logT )

pro méfeni absorpce listu vSak ale vyuzivame rovnici (4), ve které jsou vyuzita experimen-
talni data. (Jacquemoud a Ustin, 2008).

A=1—-R-T 4)
Je to schopnost latky pohltit proud fotontl, kde dochézi k prechodiim valen¢nich elektronti
mezi dvéma energetickymi trovnémi. Takovou energii mize excitovand latka bud’ uvolnit
formou emise zafeni ¢i disipaci na tepelnou energii. Mira absorpce je vyjadiovana extink¢-
nim koeficientem, jenz je veli¢inou nutnou pro vypocet Lambert-Beerova zakona (Braslav-

sky, 2006).

2.1.4. Lambert-Beeriv zakon
Lambert-Beertiv zékon je vyjadieni zavislosti absorpce zafeni na vlastnostech daného mate-

rialu, ptes ktery tok elektromagnetického zateni prochazi. Matematicky zapis zakona zni (5),
A 1= €& /le (5)

kde Ay je absorpce materialu pii dané vinové délce, &, extinkéni koeficient latky pfi dané
vlnové délce A (cm™ mol™?), b je tloustka absorpéni vrstvy (cm) a ¢ je molarni koncentrace
absorbujici latky (mol I'Y) (Volka a kol., 2006). K tomuto vyjadieni empiricky dosel Pierre
Bouguer roku 1729, nezavisle na ném pak Johann Heinrich Lambert v roce 1760 a August
Beer v roce 1852 (McNaught a Wilkinson, 1997). Tento zakon je vSak platny pouze pro

velmi ziedéné vzorky. Pro nehomogenni vzorky, jako je naptiklad list tabaku, je vhodny
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model Simple Explicitly Nonlinear Empirical model for Leaf Optical Properties (SENLE-
LOP), ktery je odvozeny od Lambert-Beerova zdkonu a byl publikovan v ¢lanku Analysis
of the effect of chloroplast arrangement on optical properties of green tobacco leaves (Ba-
rankova a kol., 2015), nebo model odvozeny z Kubelka-Munkovy teorie (Kubelka a Munk,
1931). Predpoklada se, Ze vzorek je tvofen jednou vrstvou, jehoz absorpéni (k) a rozptylova

(S) centra jsou homogenné distribuovana a tloustkou (d) (Jacquemoud a Ustin, 2008).

2.2.  Spektra absorp¢niho a rozptylového koeficientu

Chemické latky jsou schopny interagovat s elektromagnetickym zafenim. Mezi optické cha-
rakteristiky zkoumaného vzorku patii absorp¢ni a rozptylovy koeficient, odvozeny z difuzni
odrazivosti a propustnosti. Absorp¢ni koeficient (k) udava mnozstvi absorbovaného zareni
a rozptylovy koeficient (S) udava, jaka ¢ast zafeni byla ve vzorku rozptylena. (Wang a kol.
1995). Pomoci téchto koeficientil 1ze zjistit vlastnosti vzorkt pevnych latek, konkrétné po-
moci absorpcniho koeficientu lze zjistit slozeni zkoumaného materialu, pomoci rozptylo-
vého koeficientu Ize urc€it jeho struktura (Birth a kol. 1978). Mé&feni absorpéniho a rozptylo-
vého koeficientu nachazi uplatnéni v mnoha odvétvich, zejména se vSak jednd o biomedi-
cinské zobrazovaci metody, jako je tomografie (Wang a kol. 1995).

K vypoctu absorpcniho a rozptylového koeficientu existuje cela fada modeld. Pro
praktickou ¢ast této bakalaiské prace byl zvolen model Monte Carlo photon transport. Tato
metoda patii mezi nejmoderngj$i postupy pii zkoumani rostlinnych pletiv a Zivo€isnych
tkani, a byla zvolena z toho divodu, ze podle naseho minéni nejlépe popisuje chovani pa-

prsku v listu rostliny.

2.2.1. Monte Carlo photon transport model

Model Monte Carlo photon transport (MCPT) byl poprvé piedstaven v étyficatych letech
dvacatého stoleti jako prostfedek uréeny pro simulaci fyzikalnich déji. Metoda byla pojme-
novana Stanislawem Ulamem a Johnem von Neumannem. Tito védci studovali chovani ne-
utront ve védeckém centru v Los Alamos. Model stoji na algoritmu simulujicim ndhodné
pokusy s vysokym mnozstvim opakovani. Timto procesem je statisticky ziskana pravdépo-
dobnost vysledku (Wang a kol., 1995).

MCPT statisticky pfistupuje ke studiu diferencialnich nebo integrodiferencialnich

rovnic v prirodnich védach (Metropolis a Ulam 1949). Metoda je nejcastéji vyuzivana ve

statistické termodynamice a v atomové fyzice. MCPT je metodou, kterd se zacala vyuZzivat
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pro simulaci optickych vlastnosti pro rtizné typy materialii ve druhé poloviné minulého sto-
leti (Allen a kol., 1973). Nejrozsiengjsi pouziti MCPT je v biomedicinskych aplikacich, kdy
se pouziva pro diagnostické i terapeutické tcely laseri a jinych optickych zdroji. Pomoci
MCPT lze naptiklad simulovat difizni odrazivost optickych vlastnosti tkani pro porovnani
zdravé a rakovinou napadené tkan¢ (Wang a kol., 1995). V neposledni fadé se metoda také
zacala pouzivat pro studium rostlinnych vzork.

V nami pouzitém MCPT modelu (Susila a Naus, 2007), pii kazdé jednotlivé simu-
laci, do zkoumaného vzorku vstupuje paket fotond, ktery interaguje s ¢asticemi, ze kterych
se vzorek sklada. Tim muze dojit ke ztraté energie fotonového paketu, rozptylu do okoli, ¢i
Kk produkci sekundarni ¢astice. Algoritmus pro simulaci pomoci metody MCPT se obecné
skladé z nékolika krokli. Prvnim je vloZeni parametri pro emisi primdrni Castice, tj. ureni
pocate¢ni vahy, polohy a sméru proudu fotonového paketu. V simulaci pak dochazi k tbytku
vahy, az k zaniku fotonového paketu (Susila a Naus, 2007). Zkoumany vzorek je v simulaci
Monte Carlo uvazovan jako jedna homogenni vrstva o tloust'ce d, indexem lomu 1), absorb¢-
nim (k) a rozptylovym (s) koeficientem a faktorem anizotropie g. Ve vzorku jsou homogenné
rozlozena interakéni centra, se kterymi fotony interaguji, ¢imz dochézi k absorpci ¢i rozptylu
fotonového paketu. Absorpéni a rozptylovy koeficient rozumime jako pocet interakénich
center na jednotku drahy. Pro k a s koeficienty se uzivaji jednotky (cm™) (Susila a Naus,
2007).

2.3.  Fluorescence
Fluorescence je ve své podstaté elektronicky jev, kdy chemicka latka pohlti elektromagne-
tické zafeni o urcité vinové délce, zejména v intervalu vinovych délek 200-800 nm, nasledné
¢ast nashromazdéné energie uvolni do okoli v podobé emisniho zafeni, které ma zpravidla
delsi vlnovou délku oproti zafeni excitaénimu. Latka schopna fluorescence je schopna vstou-
pit do excitovaného stavu, nasledné se bezprostfedné po excitaci, v dobé kratsi 108 vtefin,
navraci do svého zakladniho stavu za uvolnéni fotonu. (Williams a kol., 1964; Fisar, 2009).

Pii méfeni fluorescence se vyuzivaji zejména tyto dva typy zafizeni, a to filtracni
fluorometry a spektrofluorometry. Filtra¢ni fluorometr se sklada z excita¢niho zdroje svétla
(lampy, vybojky, lasery aj.), polariza¢nich filtrd, cely pro vzorek a z detektoru. Fluorescence
je tak méfena pomoci emitovaného zatreni dopadajiciho na detektor ptes filtr. Filtracni flu-
orometr je vhodny pro kvantitativni méteni (Lakowicz, 2006).

Spektrofluorometry vyuzivaji misto polarizacnich filtri monochromatory, pomoci

kterych je eliminovano zafeni o nezadoucich vinovych délkach. Monochromator se sklada
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z optické miizky ¢i hranolu, jehoz pomoci lze svétlo rozlozit do spektra o jednotlivych vi-
novych délkach. Stérbinou, kterd ma obvykle nastavitelnou $iiku, lze pak vybrat pozadovany
interval vilnovych délek. Spektrofluorometry jsou obvykle poskladany tak, aby se hodnota
fluorescenéniho zafeni emitovaného ze vzorku méfila kolmo ke sméru zéfeni excitacniho.

Duivodem je minimalizovani vlivu pozadi na méfeni. (Lakowicz, 2006).

2.4.  Fluorescence chlorofylu

Chlorofyl a (Chl a) je klicova fotosynteticky aktivni molekula, ktera se nachazi ve vSech
fotosyntetizujicich organismech a je chromoforem reakcnich center. Fluorescence chloro-
plastu je jev zptsobeny zejména molekulou chlorofylu a, ktery byl vystaven excitaci svétlem
viditelného spektra nebo UV zatenim. Asi 90 % fluorescence chloroplastii emituje tato mo-
lekula z fotosystému II. Fluorescence chlorofylu a spottebovava primérné 2-5 % z celkové
ziskané energie (Maxwell a Johnson, 1999).

Svétlo, jakozto zdroj energie, je v rostliné zachycovano anténnimi pigmenty na thy-

lakoidni membrang, kde dochazi k excitaci molekul Chl a. Energie z excitované molekuly
Chl a* je pak pomoci systému pienasecti odvadéna bud’ na fotochemické procesy, preménu
na teplo (tzv. disipace), nebo fluorescenci chlorofylu (Pavlova, 2006).
VétSina energie ziskané dopadem zéteni je zuZitkovana fotochemickymi procesy, pfenosem
protonti a elektront z vody na NADP*(za vzniku NADPH) a fosforylace ADP na ATP, latky,
které jsou nutné k fixaci vzdu$ného oxidu uhli¢itého do molekuly sacharosy pomoci enzymut
Calvinova cyklu (Rohacek a kol. 2006).

Metoda méfeni fluorescence chlorofylu se v uplynulych letech stala nastrojem
zejména pii studiu ekofyziologie rostlin. ZvySenim nebo snizenim namétenych hodnot flu-
orescence chlorofylu Ize zjistit fyziologicky stav rostliny, funkci fotosyntézy, ¢i troven fy-
zického ¢i chemického stresu, jemuz jsou studované rostliny vystavovany. Zaroven lze po-
moci této techniky studovat d¢je probihajici na thylakoidnich membranach ve fotosystémech
I a II, jako jsou naptiiklad mechanismy ovliviiujici elektronovy transport (Maxwell a Jo-

hnson, 1999).
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3. Latky ovliviiujici fluorescenci

3.1.  3-(3,4-dichlorfenyl)-1,1-dimethylurea

3-(3,4-dichlorfenyl)-1,1-dimethylurea (DCMU), znama pod obchodnim nazvem diuron, je
organicka, dusikata, krystalickd pevna latka o molekulové hmotnosti 233.09 g/mol.Tato
latka byla poprvé syntetizovana roku 1954 némeckou agrochemickou a farmaceutickou spo-
le¢nosti Bayer. DCMU patfi do skupiny fenylmocovinovych pesticidii. Diuron je Spatné roz-
pustny ve vod¢, ale v organickych rozpoustédlech ho vSak 1ze rozpustit snadno (Pubchem,

2018).

I
© @)

I om,

CH3

Obr. 3: Strukturni vzorec DCMU (Reaxys, 2018)
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Z ekologického hlediska je tato latka nebezpe€na pro vodni prostiedi, protoZe letalni
davka pro vodni organismy je velmi nizka. Naopak pro ptaky a savce, v¢etné€ cloveéka, je
akutni toxicita nizk4. U ¢lovéka mize pti kontaktu s DCMU dojit k podrazdéni kiize a o¢i,
nebo hornich dychacich cest. U zvifat byl vSak pfi testech zaregistrovan tibytek ¢ervenych
krvinek, teratogenni uc¢inek (vliv na vyvoj plodu a moznost jeho poSkozeni), ¢i vyskyt rako-
viny. Je tedy povaZzovan za karcinogenni i pro ¢lovéka, proto je v ¢lenskych zemich EU
vyuzivan velice ztidka, a to po velmi malych davkach (Rieder a kol., 2003).

DCMU je v praxi uzivan jako neselektivni pesticid, ve vyzkumu jej nalezneme jako
nastroj pro studovani elektronového transportu, fluorescence, ¢i prenosu energie v chloro-
plastech. Hlavnim diivodem, pro¢ se v praxi vyuziva jako herbicid, je jeho schopnost inhi-
bovat necyklicky ptenos elektronti z chinonu A (Q,) na chinon B (Qg), ¢imZ znemoziuje
transport elektrontt z Q, dal. DCMU soutézi s, pro rostlinu pfirozenym, plastochinonem
(PQ) o vazné misto na proteinu D1, v takzvané Qg kapse, ¢oz zapfticiituje neschopnost pie-
nosu elektrontd z Q4 na PQ. Jakmile DCMU zamezi PQ navazat se do Qg kapsy, dojde
k tomu, Ze Q, zacne pienaset elektrony zpét na chlorofylovy par P680, a tim zamezuje spo-

ttebé dodané svételné energie, jejiz disledkem se fluorescence chlorofylu zvysi (Lazar a
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Pospisil, 1999). Z vySe uvedeného vyplyva, ze se efektivita fotosyntézy snizuje a zafeni se

re-emituje zpét do okoli.

3.2.  ZhasSeni fluorescence

Zhaseni fluorescence je soubor procest v thylakoidni membrané, které zptisobuji snizovani
hodnoty fluorescence chlorofylu. Tento jev se déli na zhaseni fotochemické a nefotoche-
mické. Do fotochemického zhéaseni jsou fazeny procesy reoxidace chinont, nefotochemické
zhaSeni je spjato s regulaci pH gradientem pi‘es thylakoidni membranu vznikajicim transpor-
tem elektront a fotoinhibice (BeneSova, 2014).

Zhaseni fluorescence lze také definovat jako bimolekularni mechanismus, ve kterém
dochazi k ptenosu energie z jedné molekuly na druhou. Zpravidla jde o transport elektronil,
¢1 pfenos naboje. Reakce molekul mize byt dvojiho typu, dynamické a staticka. Pfi dyna-
mickém zhaseni dochazi ke srazce fluoroforu v excitovaném stavu s molekulou zhasedla.
Tim dojde k pfechodu fluoroforu do zakladniho stavu, aniz by vyzafil foton. Pfi statickém
zhéaSeni dochazi ke tvorbé komplexu fluoroforu a zhasece, ktery neni schopen fluorescence.

(Lakowicz, 2006)

3.2.1. Zhasece fluorescence

Zhasece fluorescence jsou molekuly latek schopny pievést excitovanou molekulu fluoroforu
do jejiho zakladniho stavu, aniz by doSlo k vyzateni fotonu do okoli. Takové substance jsou
schopny vyuzit excitacni energii dal pti fotochemickych reakcich, ¢imz dochazi k poklesu

fluorescence (Hlizova, 2008).

3.2.2. 2,6-dichloro-1,4-benzochinon

DCBQ (2,6-dichloro-1,4-benzochinon) je chemickd latka o molekulové hmotnosti
176.98 g/mol, patiici do skupiny halobenzochinont. Tato latka se nachézi v pitné vodé, jako
vedlejsi produkt pii jeji dezinfekci. Nejvyssi koncentrace latky je az 23 ng/l. V nedavnych
experimentech bylo zjisténo, ze je DCBQ schopné produkovat reaktivni formy kysliku
(ROS) a tim zpiisobovat oxidativni poskozeni bilkovin a DNA v lidskych nadorovych T24
jaternich bunkach (Sigma-Aldrich 2018). V experimentech na had’atku obecném Caenor-
habditis elegans byla zjisténa toxicita halobenzochinond, jejich kancerogenni a teratogenni

ucinky (Zuo a kol., 2017).
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Obr. 1: Strukturni vzorec DCBQ (Reaxys, 2018)

DCBQ pusobi ve fotosynteticky aktivnich Castech rostlin jako ekvivalent plas-
tochinonu. V n¢kolika experimentech bylo dokazano obnoveni schopnosti transportu elek-
troni v Qs centrech fotosystému II pfidanim jiz malého mnozstvi halogenizovanych

chinonti. Cast center fotosystému II neni schopna ptenosu elektronti z primarniho akceptoru

Qa na sekundarni Qg (Bukhov a kol, 2003).

3.2.3. 2-hydroxy-1,4-naftachinon

Lawson (2-hydroxy-1,4-naftochinon), pojmenovany po rostlin¢ Lawsonia inermis, jinak na-
zyvany henna, je pevna chemicka latka o molekulové hmotnosti 174.15 g/ mol, patfici do
skupiny naftochinonti. lawson se za standardnich podminek vyskytuje ve formé Zlutého
prasku nebo krystalki Spatné€ rozpustnych ve vod¢€. V pfirod¢ je izolovan z kefe henovniku
bilého (Lawsonia inermis), ktery se ptirozené vyskytuje v zemich tropického a subtropic-
kého pasu, nebo z tokozelky vodniho hyacinthu (Eichhornia crassipes), vyskytujicim se na
povrchu tropickych a subtropickych vodnich ploch. Diky dobré chemické reaktivité s kera-
tinem je jiz po tisice let vyuzivan k barveni vlasu a ktize (Reaxys, 2018).

)
OH

O

Obr. 2: Strukturni vzorec lawsonu (Reaxys, 2018)

Pti zkoumani vlivu henny byly nedavno zjiStény dalsi efekty, jako jsou fungicidni,
antimalarické, ¢i baktericidni ucinky. Proto se jeji vyuziti rozsifilo i do dalSich primyslo-
vych odvétvi, zejména do farmaceutického nebo chemického. Se vzristajici manipulaci

s touto chemickou latkou by mohlo dojit k znecisténi Zivotniho prostiedi, kde nejvetsi riziko
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hrozi vodnim organismim. Lidem a ostatnim suchozemskym zivo¢ichiim miize henna zpi-
sobit podrazdéni o¢i a pokozky (Yang a kol., 2017).

Lawson je piedmétem vyzkumu v biologii rostlin, zejména kvili chemické latce, tri-
vialn¢ nazvané juglon, ktera také patii do skupiny naftochinond a ma strukturu podobnou
s lawsonem. Pti experimentech na burikach tabaku BY-2 vykazovala schopnost vytvaret re-
aktivni formy kysliku (ROS) (Babula a kol. 2009). V jiném experimentu s juglonem byla na
semenacku hlavkového salatu pozorovana zvysena produkce peroxidu vodiku (Babula a
kol., 2014). V obou piipadech muze diky produkci téchto latek dochazet k nevratnému po-
Skozeni organel. Podle jinych studii tyto latky ze skupiny naftochinonti prokéazaly schopnosti

inhibice makromolekularni oxidace a snizeni oxidativniho stresu (Chobot a Hadacek, 2009).

O

OH O

Obr. 3: Strukturni vzorec juglonu (Reaxys, 2018)

Reaktivni formy kysliku, jako je naptiklad superoxidovy anion O3, singletovy kyslik
nebo peroxid vodiku H,0,, jsou pfi vlivu oxidativniho stresu produkovany nekontrolované
a mohou tak organismu zptisobit vazné $kody, napiiklad k poskozeni DNA aktivaci endo-
nukleazy (Richterova, 2008).

3.2.4. 2,5-Dimethyl-p-benzochinon

2,5-Dimethyl-p-benzochinon, znamy pod nazvem floron nebo pod zkratkou DMBQ, je ben-
zochinon, nachazejici se ve formé Zlutého az hnédého krystalického prasku o molekulové
hmotnosti 136,15 g/mol. V piirod¢ je latka vyznamnou slozkou obranného sekretu velese-
kace peclivého (Acanthopachylus aculeatus) (Eisner a kol.,2004). Tato chemikalie je dobie
rozpustna v organickych rozpoustédlech, jako je napiiklad toluen nebo ethanol. V roce 2002
byly testovany a potvrzeny inhibi¢ni G¢inky DMBQ vici urease. V roce 1996 byl DMBQ
testovan jako inhibitor Ca?* ATPasy sarkoplazmatickych membranovych vezikul (Floreani
a kol., 1996; Zaborska a kol., 2002).
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Obr. 5: Strukturni vzorec DMBQ (Reaxys, 2018)

3.2.5. 3,3¢5,5¢-Tetramethylbenzidin
3,3¢,5,5¢-Tetramethylbenzidin, nej¢astéji oznacovan zkratkou TMB, je chemicka latka o mo-
lekulové hmotnosti 240,35 g/mol. Vyskytuje se ve form¢ bilého az svétle zlutého krystalic-

kého prasku. TMB je dobie rozpustny v organickych rozpoustédlech, napt. v ethanolu (Ap-
plichem, 2018).

H3GC CHs
HoN NH»

H3C CHj
Obr. 6: Strukturni vzorec TMB (Reaxys, 2018)

TMB byva v praxi vyuzivan jako substrat pro peroxidasu pii imunochemickych me-
todach ELISA. Koncovy produkt TMB s peroxidasou ma svétle modrou barvu a spektros-
kopicky je méfen pii 370 nm nebo 620-650 nm (Sigma-Aldrich, 2018).
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4. Experimentalni ¢ast
4.1. Pouzité pristroje

V ramci praktické ¢asti této bakalarské prace byly pouzity pfistroje uvedeny v tabulce €. 1

Tabulka 1. Pristroje vyuZité pro vykondni experimentu

Spektroradiometr LI1-1800 LI-COR (Lincoln, Nebraska, USA)
Kfemenny svétlovod Storz (Tuttlingen, Némecko)
Rota¢ni vyvéva typu RV 1,5/11 LP LAVAT (Praha, Ceska Republika)
Chlorofylmetr SPAD 502 Konica Minolta (Japonsko)
Fytokomora SGC.170.PFX.J Weiss-Gallenkamp (Velka Britanie)

K provedeni experimentu byla nutna laboratot vybavena radiospektrofotometrem
LI-COR LI-1800 s prislusenstvim a osobnim pocitatem, zelenym osvétlenim (nutné kvuli
praci se zelenymi ¢astmi rostlin) a vakuovou pumpou, ktera se pouziva pro sokovou infiltraci
listu. Z tohoto divodu byl proces pokusu rozdélen do dvou laboratoii, do jedné s piistroji
pro méieni propustnosti a odrazivosti pomoci radiospektrofotometru, do druhé pak s apara-
turou pro Sokovou infiltraci listu tabdku jednotlivymi chemickymi latkami (DCMU, zha-

SeCe) popsanymi v teoretické Casti.

4.2. Biologicky material

Samotny pokus byl provadén na listech tabaku virginského (Nicotiana tabacum L cv.
Samsun) ve staii 4 - 6 mésictu. Rostlina byla péstovana ve fotokomote Weiss-Gallenkamp
SGC.170.PFX.J (Loughborough, Velka Britanie) v rezimu 14 hodin svétlo, s teplotou 25°C
a relativni vlhkosti 60 %, a 10 hodin tma, s teplotou 18°C a relativni vlhkosti 55 %. Koncen-
trace fotosynteticky aktivni radiace byla nastavena na 150 umol m2s?, Rostliny tabéku byly
vysazeny 14. ledna 2018 a ptesazovany 1. ervna 2018. K méfeni byly vybrany listy s pfi-
blizné stejnou hodnotou SPAD kolem 35.
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4.3. Pouzité chemikalie

Pro experimenty byly pouzity chemikalie uvedené v tabulce €. 2.

Tabulka 2. Chemikdalie vyuzité pri experimentu

Nazev chemikalie Vyrobce

Deionizovana voda -

Ethanol Lach-Ner (Ceska Republika)
2,5-dimethyl,1,4-benzochinon Fluka (Némecko)
3,3¢-5,5¢-tetramethylbenzidin Fluka (Némecko)
3-(3,4-dichlorfenyl)-1,1-dimethylurea Sigma-Aldrich (Némecko)
2,6-dichloro-1,4-benzochinon Sigma-Aldrich (Némecko)
2-hydroxy-1,4-naftochinon Lancaster (USA)

4.4. Priprava koncentra¢ni Fady ethanolu

Do 50 ml plastovych zkumavek se Sroubovacim vickem byl napipetovan ethanol o koncen-
traci 96 %, ktery byl doplnén vodou, aby byly vytvofeny zasobni roztoky ptislusnymi kon-
centracemi 1 %, 2 %, 50 %. Vysledné roztoky byly pouzity pro méfeni vlivu ethanolu na
fluorescenci chlorofylu.

4.4.1. Priprava roztoki zhaSeciu

Piislusné mnozstvi daného zhaSece bylo navdZeno na analytickych vahach a rozpusténo
V 96% ethanolu, aby vznikl zasobni roztok 20 mM zhasece v 96% ethanolu. Takto ptipra-
veny zasobni roztok byl zfedén poté tak, aby finalni koncentrace zhasece byla 200 uM v 1%

ethanolu. Pouziti takto natedéného roztoku bylo nutné k zachovani viability organel listu.

4.4.2. Priprava roztoku DCMU
Roztok 200 uM DCMU byl piipraven navazenim 4,6 mg DCMU a nasledném piesypani do
100 ml plastové zkumavky se Sroubovacim vikem. K navazce bylo pridano 1,025 ml 96%

ethanolu. Roztok ethanolu a navazky byl nasledné doplnén do 100 ml deionizovanou vodou.
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45. Méreni
4.5.1. Méreni odrazivosti a propustnosti
Pro studium spektralnich zmén odrazivosti (R) a propustnosti (T) v kolimovaném svétle byl
vyuzit spektroradiometr LI-1800 s integra¢ni kouli 1800-12 (LI-COR, 1983) a kiemennym
svétlovodem o priméru 3,5 mm (Storz, 2017)

Kolimované zafeni o definované vinové délce dopadalo kolmo (nebo téméi kolmo)
k povrchu vzorku, bud’ ze strany vnitiku integra¢ni koule pii méfeni Ry, ¢i z vnéjsi strany
skrze vzorek do integra¢ni koule pii méfeni propustnosti Ty, . Vzhledem k difuznimu povrchu
vzorku se zafeni odrazi do celého poloprostoru nad vzorkem a mnohonasobné¢ se difuzné
odrazi od stén koule, ¢imz se vytvofi ur¢ité homogenni prostorové rozlozeni zateni. Na vSech
¢astech vnitiniho povrchu integraéni koule tak dopada zéafeni o stejné ozatenosti. V kolmém
sméru k normale vzorku je na ose prochazejici sttedem koule vystup pro detektor, ktery
snima difuzni zafeni.

Mg¢ieni neni absolutni, ale signdl vzorku se porovnava se signalem standardu.
V tomto piipad¢ je standardem desticka pokryta difuzné odrazejicim povrchem. Je-li signal

vzorku Sv()) a signal standardu Ss(A), je pak Rp(L) vypocitano jako (5).

Sy(1) ()

Rp(1) = 5. (D)

Pii méfeni Tp(A) je srovnavacim signalem opét Ss(A). Je-li signal po prichodu vzorkem

Su()), pak je To(X) (6). (Rolencové, 2006, LI-COR, 1985)

Srv(1) (6)

W =5

4.5.2. Infiltrace listu
Infiltrace samotného listu byla provedena infiltracni aparaturou slozenou z Erlenmeyerovy
tlustosténné banky vystlané bunic¢inou a uzaviené gumovou zatkou. Tlustosténna Erlenme-
yerova barika byla tlakovou hadici pfipojena k rota¢ni vyvévé s dvoumi ventily, jednim vy-
poustécim a jednim napoustécim.

Segment listu byl ponofen do zkumavky s roztokem testované latky. Umisténi listu
ve zkumavce zabraiiovalo jeho pohybu a ponofeni pod hladinu roztoku umoznilo idealni
podminky pro infiltraci. Zkumavka se segmentem listu byla vlozena do Erlenmeyerovy

baiiky, kterd byla nasledn¢ uzaviena gumovou zatkou.
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Vlastni infiltrace byla provadéna tlakovym Sokem. VVzorek byl vystaven podtlaku
az -0,9 MPa a naslednému normalnimu atmosferickému tlaku. Cyklus stidani tlaku byl pro-
veden nékolikrat za sebou po dobu 20-25 minut. Stiidani tlakt bylo fizeno na zakladé kon-
troly hodnoty tlaku pomoci manometru. Prib¢h infiltrace byl hodnocen vizualné. Dobfe in-
filtrovany segment listu byl témé¢f prasvitny, jelikoz intercelulary listu byly zaplnény danymi

roztoky (Barankova a kol., 2015).

4.5.3. Zpiusob a postup pri méieni difuzni odrazivosti a propustnosti
Samotné méfeni probihalo v laboratofi vybavené spektroradiometrem LI-1800 a chlorofyl-
metru SPAD 502.

Ve vzrostlém listu tabaku bylo zméfeno mnozstvi chlorofylu v riznych mistech po-
moci chlorofylmetru SPAD 502. M¢teni probéhlo pétkrat na levé strané listu a pétkrat na
stran¢ pravé a ziskané hodnoty levé a pravé strany byly zprimérovany. Pro experiment byly
vybrany listy s primérnou hodnotou SPAD cca 35. List se zmétenou koncentraci chlorofylu
byl umistén do Sablony a pifipevnén k aparatute tak, aby do kulového integratoru sméfovala
adaxialni strana listu. PouZiti Sablony zajistuje méfeni vZdy stejného mista na listu. Zdroj
svétla byl piipevnén k integracni kouli do polohy pro méfeni standardu, tak, aby proud svétla
nedopadal na vzorek. Pomoci osobniho pocitace bylo v programu pro ovladani spektroradi-
ometru L1-1800 nastaveno rozmezi vinovych délek na interval 380-800 nm, coz odpovida
svételnému spektru viditelného lidskym okem. Pro méfeni difuzni odrazivosti bylo nutné
piipevnit zdroj svétla K integrac¢ni kouli do polohy pro méfeni reflektance, tedy tak, aby
proud zafeni smétoval na povrch adaxialni strany listu.

V programu pro spektroradiometr L1-1800 bylo nastaveno nasledné déleni ziskanych
hodnot hodnotami standardu. Pro méfeni odrazivosti byl nastaven stejny interval vinového
zateni 380-800 nm, poté nasledovalo zahédjeni méteni. Pti startu byl zapnut zdroj svétla, po
ukonceni byl opét vypnut. Zdroj svétla byl piipevnén za vzorek do portu urceného pro me-
feni difuzni propustnosti tak, aby proud zatfeni smefoval pres list do integracni koule. Poté
byly nastaveny stejné hodnoty intervalu vinovych délek.

List tabaku byl otocen tak, aby do kulového integratoru smétovala abaxialni strana
listu. Pro méfeni hodnot odrazivosti a propustnosti abaxialni strany listu byl opakovan stejny
postup, jako u méfeni hodnot adaxidlni strany listu.

Po zméteni hodnot odrazivosti a propustnosti byl list nastfihan na nékolik segmetni,
které byly nasledné infiltrovany chemickymi roztoky o riznych koncentracich. Po ukonéeni

infiltrace byl fragment listu zabalen do alobalové folie, aby nedoSlo ke kontaktu vzorku se
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svétlem. Temné prostfedi zabranovalo degradaci fotosenzitivnich latek, kterymi byl list in-
filtrovan. Postup méfeni hodnot horni i spodni strany listu zistava témér stejny, vynechava

se métfeni koncentrace chlorofylu a postup musi byt proveden za minimélniho osvétleni.

4.6. Simulace absorp¢niho a rozptylového koeficientu
Nameétena spektra difuzni odrazivosti a propustnosti byla upravena v programu Microsoft
Excel tak, aby v prvnim sloupci byla vinova délka, ve druhém sloupci odrazivost a ve tietim
propustnost. Takto upraveny soubor byl vloZzen do databaze upravené¢ho programu MCPT.
Program MCPT byl vytvofen v programovacim jazyce C++ s vyuzitim programatorské apli-
kace Microsoft Visual C++ Studio 2005 pro bézné PC s procesorem Intel® Celeron® s frek-
venci 2,8 Ghz. Ovladaci ¢ast programu byla vytvoiena v programu MATLAB (USA) (Susila
a Naus, 2007).

Spektra byla simulovana na pocitaci s procesorem Intel ®Core i5 s frekvenci (2,3
GHz). V ovladacim panelu programu byl nastaven krok vykreslovani spektra 2 nm, simulo-
vany rozsah byl 400-800 nm (byla pouzita funkce programu Drows, vynecha dany pocet
ziskanych dat, kdy jsou data zatizena Sumem a zlepsi tak fit), tlouStka listu byla zvolena
0,235 mm (Avery, 1933) a index lomu 1,5 (Jacquemoud a Barett 1990). Kazda strana listu
byla simulovéana zvlast’. Jelikoz jsou ziskana spektra zatizena Sumem, byla simulace kazdé

strany listu provedena pétkrat, tak aby byl ziskan idealni pomér signal Sum.

4.7. Vyhodnoceni dat

Vysledné hodnoty byly zpracovany v programu Microsoft Excel ve formé graft tak, aby
bylo mozné porovnat pokles ¢i zvySeni odrazivosti a propustnosti, dale byly spoc¢itany hod-
noty absorpce listu. Ziskana data odrazivosti a propustnosti byla pouzita pro simulaci ab-
sorpcniho a rozptylového koeficientu. Simulovana data byla poté také vyhodnocena v pro-

gramu Microsoft Excel.

4.8. Vysledky a diskuze

4.8.1. Spektra odrazivosti a propustnosti
V nasledujici podkapitole jsou k dispozici data spekter odrazivosti a propustnosti, ktera byla

zpracovana do formy grafi. Hodnoty odrazivosti a propustnosti listu infiltrovaného danou
latkou jsou porovnany vii¢i hodnotam spekter listu nativniho a 1% ethanolem, aby byl vidét
jejich nartist ¢i naopak pokles. Zmény odrazivosti a propustnosti jsou nejlépe pozorovatelné

v intervalech vinovych délkach 500-600 nm a 700-800 nm.
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4.8.2. Difuzni odrazivost a propustnost koncentracni rady ethanolu
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Graf 1: Spektra odrazivosti adaxialni strany nativaiho listu, listu infiltrovaného vodou

a roztoky ethanolu riznych koncentracich
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Graf 2: Spektra propustnosti adaxidalni strany nativaiho listu, listu infiltrovaného vodou

a roztoky ethanolu o riznych koncentracich

V grafech 1 a 2 1ze vidét rozdily mezi spektry listl infiltrovanych roztoky ethanolu o riznych
koncentracich a listem v nativnim stavu. Odrazivost se infiltraci vzorku snizila a propustnost
naopak zvysila. Se sniZzujici se koncentraci ethanolu je vliv na spektralni vlastnosti vzorku
vyssi, z ¢ehoz vyplyva, ze vyssi vliv na difuzni odrazivost a propustnost méa deionizovana
voda, nez ethanol. Pro zachovani viability organel byl pro méfeni vybranych chemickych
latek zvolen 1% roztok ethanolu. U vysSich koncentraci se prepokladd vymyti barviva

Z chloroplastt.
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4.8.3. Difuzni odrazivost a propustnost DCMU
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Graf 3: Spektra odrazivosti adaxialni strany nativaiho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM DCMU v 1% ethanolu.
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Graf 4: Spektra odrazivosti abaxidalni strany nativniho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM DCMU v 1% ethanolu.
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Graf 5: Hodnoty propustnosti adaxidlni strany nativniho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM DCMU v 1% ethanolu.
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Graf 6: Spektra propustnosti abaxidalni strany nativaiho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM DCMU v 1% ethanolu.

Z uvedenych grafii bylo pozorovano snizeni odrazivosti, a naopak zvyseni propustnosti in-
filtrovaného vzorku oproti nativnimu. Divodem je fakt, ze mezibuné&ény prostor listu je za-
plnén 1% roztokem ethanolu, ¢i roztokem DCMU, ¢imz dochazi ke zméné indexu lomu.

Mezi daty ziskanymi méfenim vzorku infiltrovaného 1% ethanolu a vzorku s DCMU je
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pouze nepatrny rozdil, z cehoz vyplyva, Ze na poklesu odrazivosti a zvySeni propustnosti ma

vliv rozdil indexd lomt mezi vzduchem a roztokem ethanolu.

4.8.4. Difuzni odrazivost a propustnost DMBQ
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Graf 7: Spektra odrazivosti adaxialni strany nativaiho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM DMBQ v 1% ethanolu.
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Graf 8: Spektra odrazivosti abaxidalni strany nativniho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM DMBQ v 1% ethanolu.
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Graf 9: Spektra propustnosti adaxidlni strany nativaiho listu, listu infiltrovaného

vodou a listu infiltrovaného 200 uM DMBQ v 1% ethanolu.
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Graf 10: Spektra propustnosti abaxialni strany nativniho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM DMBQ v 1% ethanolu.

Z uvedenych grafii bylo pozorovano snizeni odrazivosti a zvyseni propustnosti infiltrova-
ného vzorku oproti nativnimu. Vzorek infiltrovany DMBQ se nijak vyrazné nelisil od vzorku

infiltrovaného 1% ethanolem.
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4.8.5. Difuzni odrazivost a odrazivost TMB
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Graf 11: Hodnoty odrazivosti adaxidlni strany nativniho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM TMB v 1% ethanolu.
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Graf 12: Hodnoty odrazivosti abaxidlni strany nativniho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM TMB v 1% ethanolu.
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Graf 13: Hodnoty propustnosti adaxidlni strany nativniho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM TMB v 1% ethanolu.
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Graf 14: Spektra propustnosti abaxialni strany nativniho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM TMB v 1% ethanolu.

Na grafech byly pozorovany, oproti DCMU a DMBQ, rozdilné hodnoty reflektance a
transmitance pfi infiltraci TMB a infiltraci ethanolem. Roztok TMB zpisobil markantné;si

sniZeni odrazivosti a zvySeni propustnosti, nez vzorek infiltrovany 1% ethanolem.



4.8.6. Difuzni odrazivost a propustnost DCBQ
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Graf 15: Spektra odrazivosti adaxialni strany nativniho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM DCBQ v 1% ethanolu.
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Graf 16: Spektra odrazivosti abaxidlni strany nativniho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM DCBQ v 1% ethanolu.
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Graf 17: Spektra propustnosti adaxialni strany nativniho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM DCBQ v 1% ethanolu.
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Graf 18: Spektra propustnosti abaxidalni strany nativniho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM DCBQ v 1% ethanolu.

Infiltraci vzorku listu 1% ethanolem i 200 uM DCBQ doslo k o¢ekdvanym zmeéndm name-
fenych hodnot, tedy sniZeni odrazivosti a zvySeni propustnosti. Na grafu 13 bylo pozorovano

zvySeni odrazivosti v intervalu vinovych délek 500 nm — 650 nm.
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4.8.7. Spektra odrazivosti a propustnosti Lawsonu
0.90

0.80
0.70 o

0.60 o

e Nativni
] 1% Ethanol

Lawson

0.00 T T T T
400 500 600 700 800

Vinova délka [nm]

Graf 19: Spektra odrazivosti adaxidlni strany nativniho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM lawsonem v 1% ethanolu.
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Graf 20: Spektra odrazivosti abaxidlni strany nativniho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM lawsonem v 1% ethanolu
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Graf 21: Spektra propustnosti adaxialni strany nativniho listu, listu infiltrovaného

1% ethanolem a listu infiltrovaného 200 uM lawsonem v 1% ethanolu.
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Graf 22: Spektra propustnosti abaxialni strany nativniho listu, listu infiltrovaného

vodou a listu infiltrovaného 200 uM lawsonem.

Z grafu Ize vypozorovat, ze roztok lawsonu ma nizsi vliv na zmény odrazivosti a propust-

nosti, nez 1% ethanol.
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4.9.  Spektra absorp¢niho a rozptylového koeficientu
Nasledujici podkapitola je zamétfena na hodnoty ziskané simulacemi spekter absorpéniho a

rozptylového koeficientu. Pomoci zvysujicich se hodnot absorpcniho koeficientu na peaku
pfi 680 nm a naopak snizujicich se hodnot rozptylového koeficientu na stejném misté lze

zjistit, ze dana latka zvySuje nebo snizuje hodnotu fluorescence.

4.9.1. Spektra absorpéniho a rozptylového koeficientu koncentraéni Fady ethanolu
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Graf 23: Spektra absorpcniho koeficientu adaxidlni strany listu infiltrovaného

vodou a listu infiltrovaného roztoky koncentracni rady ethanolu.
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Graf 24: Spektra absorpcniho koeficientu abaxidlni strany listu infiltrovaného

vodou a listu infiltrovaného roztoky koncentracni rady ethanolu.
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Graf 25: Spektra rozptylového koeficientu adaxidlni strany listu infiltrovaného

vodou a listu infiltrovaného roztoky koncentracni fady ethanolu.
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Graf 26: Spektra rozptylového koeficientu abaxidlni strany listu infiltrovaného

vodou a listu infiltrovaného roztoky koncentracni rady ethanolu.

Simulace hodnot absorp¢niho a rozptylového koeficientu nevysly podle naSich predpokladi,
kdy se se zvysujici koncentraci ethanolu méla snizovat hodnota fluorescence, ktera je vidi-
telna na peaku pii 680 nm. ZhaSeni fluorescence mélo probéhnout z toho divodu, ze barviva
obsaZena v chloroplastu se méla vymyt. Pravdépodobné vSak doslo k poSkozeni organel, a

tak se hodnota fluorescence s vyssi koncentraci ethanolu zvysila.
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4.9.2. Spektra absorpéniho a rozptylového koeficientu DCMU
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Graf 27: Spektra absorpcniho koeficientu adaxidlni strany listu infiltrovaného

1% ethanolem a 200 uM DCMU.
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Graf 28: Spektra absorpcniho koeficientu abaxidini strany listu infiltrovaného

1% ethanolem a 200 uM DCMU.
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Graf 29: Spektra rozptylového koeficientu adaxialni strany listu infiltrovaného

1% ethanolem a 200 uM DCMU.
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Graf 30: Spektra rozptylového koeficientu abaxidalni strany listu infiltrovaného

1% ethanolem a 200 uM DCMU.

Infiltraci listu tabdku 200 uM DCMU byly potvrzeny ptredpokladané vysledky. Simulace
spektra absorpcniho koeficientu vysla dle nasich predpokladi, kdy doslo ke snizeni hodnoty
maxima pii 680 nm. Ve spektrech rozptylového koeficientu pro DCMU doslo ke zvyseni

maxima peaku okolo 680 nm oproti 1% ethanolu, coz signalizuje zablokovani elektronového
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transportu a tim zvyseni fluorescence. DCMU ma vliv na fluorescenci chlorofylu i pii infil-

trovani listu jeho roztokem.

4.9.3. Spektra absorp¢niho a rozptylového koeficientu zhaseca
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Graf 31: Spektra absorpcniho koeficientu adaxidlni strany listu infiltrovaného

1% ethanolem, 200 uM lawsonem a 200 uM TMB.
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Graf 32: Spektra absorpcniho koeficientu abaxidlni strany listu infiltrovaného

1% ethanolem 200 uM lawsonem a 200 uM TMB.
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Graf 33: Spektra rozptylového koeficientu adaxialni strany listu infiltrovaného

1% ethanolem, 200 uM lawsonem a 200 uM TMB.
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Graf 34: Spektra rozptylového koeficientu abaxidlni strany listu infiltrovaného

1% ethanolem, 200 uM lawsonem a 200 uM TMB.

Z graft 29 a 30 lze jednoznacné urcit, ze absorpcni koeficient vzorku pfi infiltraci lawsonem
1 TMB se zvysil. Na grafu 29, ktery zobrazuje data adaxialni strany listu, je rozdil markant-
néjsi, nez na grafu 30. Na grafech 31 a 32, které zobrazuji hodnoty rozptylového koeficientu,

lze pozorovat zvyseni hodnot. ZvySeni hodnot bylo pravdépodobné zplsobeno z divodu

41



velmi nizké koncentrace zhasece, doslo tak jen k caste¢nému zhaseni. Dale mohlo dojit K re-
akci zhaSece s vnitinim prostfedim listu. Domnivame se se tedy, ze V tomto ptipad¢ jsou

spektra absorp¢niho koeficientu jsou citlivéjsi k projevim fluorescence.
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Graf 35: Spektra absorpcniho koeficientu adaxidlni strany listu infiltrovaného

1% ethanolem, 200 uM DCBQ a 200 uM DMBO.
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Graf 36: Spektra absorpcniho koeficientu abaxidlni strany listu infiltrovaného

1% ethanolem, 200 uM DCBQ a 200 uM DMBQ.
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Graf 37: Spektra rozptylového koeficientu adaxialni strany listu infiltrovaného

1% ethanolem, 200 uM DCBQ a 200 uM DMBO.
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Graf 38: Spektra rozptylového koeficientu abaxidlni strany listu infiltrovaného

1% ethanolem, 200 uM DCBQ a 200 uM DMBQ.

U téchto dvou zhésecii je projev fluorescence u absorpéniho koeficientu pro obé

strany listu a také u rozptylového koeficientu pro abaxialni stranu listu nepatrny. Mirny po-

kles
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fluorescence u peaku pti 680 nm je u adaxidlni strany listu. Nami zvolena koncentrace zha-
sect DCBQ a DMBQ byla pravdépodobné pfiliz nizka, proto byl projev zhaseni flu-
orescence nepatrny. V tomto piipadé¢ méla byt pravdépodobné koncentrace zhasece vyssi,
nez nami zvolenych 200 puM.

Z nasich méfeni ma nejveétsi vliv na zhaseni fluorescence zhase¢ TMB. Maly vliv na flu-

orescenci maji zhasece DCBQ a DMBQ.

5. Zavér
V ramci této bakalaiské prace jsem se zabyval problematikou zhaseni fluorescence chloro-

fylu latkami pfibuznymi plastochinonu, ktery je ucastnén pii elektronovém trans-

portu ve fotosystému Il. Dalsi zkoumanou chemickou latkou byl mito-

ticky jed DCMU. V ramci experimentu byla zméfena navic koncentra¢ni fada ethanolu,
z toho divodu, Ze vybrané chemické latky byly v ethanolu rozpoustény.

Teoreticka ¢ast byla vénovana zptisobu méteni fluorescence, jejimu zhaseni a che-
mickym latkam, které byly vybrany pro experiment. Dale byla popsana spektra spektra di-
fuzni odrazivosti a propustnosti.

Prakticka ¢ast byla zaméfena na zptsob a postup pii méfeni spekter reflektance a
transmitance. Dale byla porovnana data ziskana z méfeni nativniho listu, listu infiltrova-
ného 1% ethanolem a listem infiltrovanym danymi zhaseci, ¢i DCMU. Podafilo se mi zmé-
fit a zjistit pokles ¢i nartst difuzni odrazivosti a propustnosti infiltrova-
nych vzorkut oproti vzorkiim nativnim.

Pomoci dat ziskanych z méfeni reflektance a transmitance bylo umoznéno pouzit
metodu MCPT, pomoci které byly simulovany absorp¢ni a rozptylové koeficienty vzorka
infiltrovanych zvolenymi chemickymi latkami.

V ramci této prace byly jako latky ovliviujici fluorescenci chlorofylu zvoleny na-
sledujici chemické slouceniny, a to DCMU, TMB, Lawson, DCBQ a DMBQ. Vyhodnoce-
nim dat ziskanych pomoci simulaci bylo zjisténo, ze vybrané latky maji vliv na flu-
orescenci chlorofylu. Pii tomto experimentu mél nejvétsi vliv na fluorescenci chlorofylu
zhase¢ TMB. Ostatni zhasece projevily v dané koncentraci nepatrny efekt. Simulacemi ab-
sorp¢niho a rozptylového koeficientu vzorku infiltrovaného DCMU nebyly potvrzeny pied-
poklady o zvySovani fluorescence. Z nasimulovanych grafii absorp¢niho i rozptylového ko-
eficientu bylo pozorovéano sniZeni fluorescence chlorofylu. Je mozné, Ze koncentrace latky

pro zvyseni fluorescence chlorofylu v intaktnim listu byla pfili§ vysoka. Cely experiment

44



byl proveden z ¢asovych divodl pouze jednou, a proto k ziskanym vysledkim neni dolo-

zena statistika.
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