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Anotace

Nefotochemické zhaseni a stavowvéghody jsou dlezitymi obrannymi mechanizmy
pied nadmirnym swtelnym stresem. V této praci jsem studovakaynv efektivni velikosti
swtloskérnych antén fotosystému Il v zavislosti na urovreéfatochemického zhaseni

(stavovych pechodh) pro tizné arovis switlem vyvolaného stresu.
Abstract

Non-photochemical quenching and state transitioesa important photoprotective
mechanism against excessive irradiation. In thigkwb studied changes in the size
of the effective cross—section of photosystem liteanae in regard to the level
of non—photochemical quenching (state transitiamgjer different levels of light induced

stress.
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Pouzité zkratky

NPQ — Nefotochemické zhaseni (anglicky:Non-photathbal quenching)

o — efektivni velikost sétloskérnych antén fotosystému I

p — konektivita reaénich center

Fv/Fm — Maximalni kvantovy vyzek fotochemie fotosystému I

Fum®' — Grovei maximalni fluorescence pro jedno-obratkovy zablesk

Fu™T — Groveér maximalni fluorescence pro mnoho—-obratkovy zablesk

Fo — Uroval minimalni fluorescence

F: — aktualni arove fluorescence chlorofyla za dané ozénosti aktinickam sstlem
Fm'>T — Grovei maximalni fluorescence pro jedno—obratkovy zabfgskktinickém swtle
Fu™T — Grovei maximalni fluorescence pro mnoho-obréatkovy zabpgsiktinickém swtle
Fo' — Urover minimalni fluorescencefpaktinickém s¥tle

NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

RuBisCO - ribul6za-1,5-bisfosfat karboxylaza / cxy§za

ATP — adenozin trifosfat

PS Il — fotosystém Il

PS | — fotosystém |

P680 — readni centrum fotosystému Il

LED - swtlo emitujici dioda

PIN dioda — dioda sipozenym polovodiem mezi P a N polovogihvymi typy

PFA — fed zableskova adaptace (anglicky: Pre-flash adapjat

ST — jednoobratkovy saturujici zablesk (anglickiyig®—-turnover (ST) flash)

MT — mnoho—-obratkovy saturujici zablesk (anglickultiple turnover (MT) flash)
DCMU - inhibitor 3—(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethyea

HPLC — (High—Performance Liquid Chromatographyjljgeh chromatografie

FRRF — (Fast Repetition Rate Fluorimetry) jésapb ngeni fluorescence chlorofyka
FIRe — (Fluorescence Induction and Relaxationpjesab n&ifeni fluorescence chlorofyk
OCP - oranzovy karotenovy protein (anglicky: Ora@gerotenoid Protein)

PAM — (Pulse Amplitude Modulation) je &pob n&ieni fluorescence chlorofyk
AAL - oranzové aktinické silo (anglicky: Amber Actinic Light)

BAL — modré aktinické sstlo (anglicky: Blue Actinic Light)

Qa — vazany plastochynon ve fotosystému Il
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1 Uvod a cile

Organizmy schopné fotosyntézyepstavuji dlezity ¢lanek ekosystému planety
a formuji Zivot, tak jak ho zndme. Tyto organizregy schopné vyuZivat &elnou energii
k Zivotu (Nelson and Yocum 2006). Jélefité tomuto procesu komplétrporozundt,
protoze tuto informaci je mozné vyuzit ke zvySeiekgvity produkce potravy (Kromdijk,
Glowacka et al. 2016) a energie (Saldrnoto, Kokuoert al. 2017), které jsou pro
budoucnost naSi populace nezbytné.

V této préaci jsem prozkoumal moznostieni o v prabéhu aktinického sitla, coz
je nezbytné P studiu zmén ¢ pii stavovych pechodech a procesu NPQ. Upravil jsem
protokol pro ndteni stavovych fechodi a procesu NPQ, aby bylo mozné provéstani
velikosti . Otestoval jsem PFA, ktera byla mywesenim jak provést ¢eni. Prozkoumal
jsem proces stavovychierhod na sinici Synechocysti®CC 6803 a jejich mutantnich
kmenech s pozéménou funkci fykobilisond. Prozkoumal jsem rychlé kinetiky pfi
zmeénach v aktinickém sitle z divodu nedekavaného a zajimavéhoutpéhu. Prondtil
jsem velikosts a Fy°' pri procesu NPQ utznych organizmh a porovnal vysledky.
Porovnal jsem velikost# métenou metodou jedno—obratkovych zable$ RRF (Kolber,
Prasil et al. 1998) s urovni NPQéranou metodou mnoho—obratkovych zabie S AM
(Schreiber, Klughammer et al. 2012) ve vzorcichazanych chloroplastSpenatu fedem
vystavenych iiznym délkam sételného stresu. Pro totoéheni jsem poupravil metodu
izolace intaktnich chloroplasipro maly objem list. Také jsem se pokusil zjistit Urave

epoxidace xantofylpomoci analyzy pigmeatHPLC.

2 Fotosyntéza
Fotosyntéza je proces, ktery émi swtelnou energii na energii uloZzenou
v chemickych vazbach (Nelson and Yocum 2006)béh fotosyntézy je roztlen do dvou

fazi, s¥telnou fazi a temnostni fazi (Emerson and Arnol@2)%iz obrazek 1.
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Obrazek 1: ZjednoduSené schéma oxygenni fotosyntéfen®s energie mezi &elnou (zobrazeno
jako ,Photophosporylation“) a temnostni fazi (zaemeo jako ,Calvin-Benson cycle) je zprimtikovan
pomoci molekul NADPH a ATP. Tyto faze js@aste&né prostoro¢ oddlené. S¥telné reakce probihaji

v tylakoidni membr&ha temnostni reakce ve stromatu. Obrazelap z (Purves 1994).

Swtelna faze je souhrn chemickych reakci, které karmsvchodu paebuji mimo
jiné energii fotoii 0 specifické vinové délce, kterou jsou fotosymieti pigmenty schopné
absorbovat. Vystupem &elné faze jsou slaeniny s vysokym redukim potencialem
(NADPH) a vytvdaeni protonového gradientitgs membranu, ktery slouzi k tvértalSich

produkti fotosyntézy, pedevsSim ATP. Tyto reakce probihaji na tylakoidninthearg
(Nelson and Yocum 2006).



Chemické reakce temnostni faze fotosyntézy nejsougozavislé na ifitomnosti
energie ve form swtelného zéeni. Tyto reakce vyuZzivaji energeticky bohaté &niny
vytvoiené ve s#telné fazi, jez nejsou vhodné k ulozeni, k vyerd jinych chemickych
slowenin vice vhodnych k dlouhodgBimu skladovani ve foréncukni (Bassham, Benson
et al. 1950). Fotosyntéza se da shrnout pomocicevi) formulované (van Niel, Ruben
et al. 1942).

fotony
€O, + 2H,A — (—CH,0 =) + H,0 + 2A 1)

V rovnici (1) -CHO- je zastoupeni karbohydratové jednotky v cukredhA je
zastoupeni oxidovatelné latky. Z této rovnice jeetpatrné, Zze u dale zndime kyslikaté

fotosyntézy kyslik nepochéazi z oxidu uitieho, ale z vody (Ruben, Randall et al. 1941).

Swtelna faze fotosyntézy se liSi prizné organizmy, &i se na vyvijejici kyslik
a bezkyslikatou. U fotosyntetickych organizwyvijejicich kyslik se jako zdroj elektran
vyuziva proces oxidace vody (Ruben, Randall ef@d1), kde vznika molekula kysliku,
latka, ktera je pro fotosyntézu nefeiind, a proto se ji organizmus zbavi, a to Wdaim
do okolniho prosedi. Organizmy s bezkyslikatou fotosyntézou vyutiyako zdroj
elektronu sirné slaieniny, molekuly vodiku, nebo jiné organické sleminy (Bryant and
Frigaard 2006).

2.1 Chloroplast

Fotosyntéza v eukaryotnich organizmech probihalaraplastech. Chloroplast je
organela s dvojitou wWSi membranou obsahujici strukturu tylakoidnich roein
ve formg gran propojenych lamelami (Prochazka, Ma&glo&a et al. 1998). Grana jsou
naskladané disky formované z tylakoidni membrargdndtliva grana jsou propojena
lamelami, coZ jsou stromalni tylakoidy (Austin aéehelin 2011). Tylakoidni membrany
obsahuji proteinové komplexy, ve kterych probihé&edna faze fotosyntézy (Nelson and
Yocum 2006). Zbyly prostor je vypiny stromatem, ve které probihaji temnostni faze
fotosyntézy (Prochazka, Maché@va et al. 1998). Schéma chloroplastu je zobrazené

v obrazku 2.



Obrazek 2: Schéma chloroplastu. Zobrazeny jsou: &j%inmembrana, 2 mezimembranovy prostor,
3 vnittni membrana, 4 stroma, 5 lumen, 6 membrana tylakoidgranum, 8 lamela, 9 Skrob, 10 ribozom,
11 DNA plastidu, 12 tukové kapénky. Obrazeékjat z (SuperManu 2017).

Chloroplast dale obsahuje ve stromatu chloroplastdNA, jeZ mimo jiné kéduje
proteiny pro chromoplastové ribozomy, podjednotkyo$ysténi, podjednotku enzymu
RuBisCO a transferové RNA. Déle ve stromatu prob@elvin—Bensofiv cyklus,

ve kterém je asimilovan oxid ubify (Prochazka, Maclki&ova et al. 1998).

2.2 Reakéni centra
Reakni centra jsou proteinové komplexy unife v tylakoidnich membranach,

ve kterych probih& nabojova separace pomoci eneiglané z absorbovaného fotonu.

—£878¢ ATP synthase
BV e sf\ > (atp)
{ - P L
Rubi D,

' (rbo) L \\
1 L

Embryophyte (eukaryote) Arabidopsis thaliana

(petE)

Obrazek 3: Zobrazeni hlavnich proteinovych komplex tylakoidni membr&h Fotosystém Il
(PS 1), jenz stoji na zatku elektronovéhotetzce, cytochrom b6f komplex (Cytb6f komplex),
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ktery zvySuje mnozstvi fpnesenych protdn pres membranu a fedava elektron z plastochinolu

na plastocyanin, ten dale na fotosystém | (PSd¥lquni fotosystém v elektronovémtézci na tylakoidni
membrag. ATP syntaza fedstavuje membranovy enzym, ktepjemeiuje proton-motivni silu na ATP.

Zobrazené RuBisCo neni membranovy protein &ipdd Calvin—Bensonova cyklu vtemnostni fazi

fotosyntézy. Obrazekipjat z (Allen, de Paula et al. 2011).

V obrdzku 3 jsou zobrazené hlavni proteinové kompleylakoidni membrany
véetre reakénich center fotosystému Il (PS 1) a fotosystem(®$6 I). Reakni centrum
PS 1l je prvni v ptadi elektronového transportu. OzZeni je zfisobeno z historickych
duvodi postupného objeveni, kde pe&vdoSlo k objeveni regkiho centra PS | (Fromme
and Mathis 2004).

2.2.1 Fotosystém Il

Fotosystém Il je proteinovy komplex, ve kterém phalji s\ételn¢ zavislé reakce
oxygenni fotosyntézy. Vyskytuje se u sinic, procbfgt, fas, ruduch,znobrvek, chaluh
a vSech vysSich rostlin. Fotosystém Il bez kompleyuijeciho kyslik se také vyskytuje
u nesirnych purpurovych bakterii, kterétdinou vyuZivaji vodik jako zdroj elektrén
(Deisenhofer and Michel 1989).

Fotosystém Il umoZnuje floch dvou chemickych reakci, oxidaci vody a nasledné
redukci plastochinonu. Energie jednoho absorbovarfétonu slouzi k provedeni jedné
nabojové separace, kdy dojde flepeseni elektronu z excitovaného rtedko centra
(P680*) res dophkovy chlorofyl (Chp,) (Prokhorenko and Holzwarth 2000) na primarni
akceptor feofytin (Shelaev, Gostev et al. 2008ntdestav je velice nestabilni, a proto
elektron je naslednpiedan pes vazany plastochinonaa d@asré vazany plastochinon
Qg. Jednou redukovany plastochinog @usi byt redukovany jeSjednou, aby se mohl
odvazat z plastochinon vézajiciho mista na D1 protdotosystému Il a difundovat
do tylakoidni membrany (Prochazka, Magkdva et al. 1998).



Stroma

Thylakoid membrane

Lumen

Obrazek 4: Schematicky model gtlem indukovaného elektronového transportu ve fgdtésmu 1l
V obrazku jsou zobrazené: Manganovy komplex (@a(Q), tyrozinovy zbytek (), reakini centrum
(P680), dopitkovy chlorofyl (Chpy), feofytin (Pheg;), vazany plastochinon (p doiasré vazany
plastochinon (@ a plastochinol (PQ). Obrazekigiat z (Shevela, Eaton-Rye et al. 2012; Mamedov,
Govindjee et al. 2015).

Oxidované readni centrum (P68Q je redukované elektronem z tyrosinového
zbytku (Yz), ktery nasled& elektron zisk&d zft z manganového komplexu oxidujiciho
vodu. Oxidace vody probihd v komplexu obsahujiciranganovy komplex umisty

na lumenalni stranD1 a D2 proteinu.

2.2.2 Fotosystém |

Fotosystém | je proteinovy komplex, ve kterém phnalii na s¥tle zavislé rekce
fotosyntézy. Vyskytuje se ias, sinic, vySSich rostlin aékterych bakterii (Prochazka,
Machakova et al. 1998).

Reakni centrum fotosystému I, P700, je t®no dvojici chlorofyl. V reakinim
centru dochazi pomoci energie jednoho absorbovaeéiidronu k nabojové separaci.
Excitované reatni centrum (P700%) feda elektron na primarni akceptor chloraylA)

a stane se oxidovanym. Elektron je datedavan pes fylochinon (A), ti Zelezo-sirné
komplexy (K, Fa, Fs) na ferredoxin (Fd), jenZ neni vazan na fotosydtéanmize
difundovat do stromatu. Ferredoxin je dale vyu#kg donor elektronu pro redukci
NADP" na NADPH pomoci ferredoxin NADPeduktazy (Prochazka, Machéva et al.
1998).



Oxidované readni centrum (P700 je redukované wmfnatym proteinem
plastocyaninem. K redukci reakho centra také fize byt u sinic vyuZit cytochromgc
(Redinbo, Yeates et al. 1994).

3 Fluorescence

Fluorescence je proces specifické deexcitace easuitech molekul vyzéenim

4

fotonu @ prechodu ze stavu;Rlo stavu & Vyzéeny foton ma nizsi energii nez foton,
ktery byl pohlcen a molekulu excitoval (viz obraZgk(Lakowicz 2006).

S: AT
, Internal
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S, Py Ay Intersystem
\g@ing
Ty
Absorption
Fluorescence hv.
p A P
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2 . 1
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Obrazek 5: Jablonského diagram. Absorpcited o dostatné vysoké energii dojde k excitaci

v

hladiny energetické hlading, pieminou energie na teplo. Z této hladiny dojdetré&ghodu na jednu
z vibraénich hladin zékladniho stavu vyezaim kvanta energie ve foénfotonu. U excitované molekuly
na energetické hladin S, mize také dojit ke zémé spinu do tripletniho stavly. Prechod zpatky
do singletniho stavu je zakazany, proto dojde kzdgmému vyzéeni kvanta — fosforescenci a tim navraceni
se zpgt do singletniho zakladniho stavu. Obrazeédjat z (Lakowicz 2006).

Ve fotosyntéze se excitai energie z pohlceného fotonu vyuziva k nabojové
separaci, ktera poté slouzi jako zdroj pitsipSné biochemické reakce a Calvin—Berison
cyklus (viz kapitola 2). Rychlost vyuzZivani exctd energie zavisi na rychlosti
prislusnych biochemickych reakci. Pokud je tento satlirovany, zi/odu limitované

doby Zivota excitonu, dojde k deexcitaci molekubnpci fluorescence.

3.1 Minimalni fluorescence chlorofylua

Minimalni fluorescence chlorofyla Fo, je Urovel emise fluorescence chlorofydu
pii excitaci dostat&né slabym z#&enim, aby nedoslo k uz&ni reaknich center PS II.
Reakni centrum se povaZuje za otené, pokud je moznéignést elektron z reakiho

centra PSIl, primarniho donoru, na feofytin, pnima akceptor (viz 2.2.1).
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Potom minimalni fluorescence odpovida rovnovaznéstayu ve tvéeni excitovanych
stava ve s¥tloskérnych komplexech, anténactied tim, neZz dojde k nabojové separaci
(Butler 1978; Owens 1996).

Aktualni urove fluorescence chlorofyla za dané ozénosti -F;, je Urovér emise
fluorescence chlorofyla pii stavu, kdy je uzaeny zlomek reaknich center. Niteni Fo

volné prechazi do rireniF; pri aplikaci aktinického sitla. (Rohacek 2002).

3.2 Maximalni fluorescence chlorofylua

Maximalni fluorescencé&y, je Urové emise fluorescence ve stavu, kdy vSechny
chinony A ve fotosysttmull jsou redukované (Fotbusand Kok 1968).
Pti jedno—obratkové excitaci dojde k emisi fluoresmerchlorofylua, jejiz intenzita se

v s

chlorofylu a pfi mnoho-obratkové excitaci, oztmané jakd -y (Schreiber 1986).

3.3 Maximalni kvantovy vytézek fotosystému Il
Maximalni kvantovy vyZzek fotochemie fotosystéemu lIF{Fy) je parametr,
ktery se da ziskat po zieni urovni minimalni Ko) a maximalni y) fluorescence

chlorofylu a pti pouZziti mnoho-obratkové (MT) metody excitace.

F, R —F

Fy  F)YT 2)

Rovnice (2) zobrazuje vyj&eni hodnoty maximalniho kvantového &Zku
(Kitajima and Butler 1975) kdE, zn&i variabilni fluorescenci. Hodnot,/Fy odrazi stav

rostliny a pimérna hodnota pro £rostliny dosahuje 0,83 (Bjorkman and Demmig 1987).

3.4 Jedno-obréatkové zablesky

Za jedno-obratkovy zéblesk (anglicky: Single—turanoyST) flash) je povazovan
zpiusob excitace re&kich center kratkym saturujicim pulzemétla (maximalg 100us).
Cilem je provést jednu nabojovou separaci a tinviiizaSechna reaii centra wadech
desitek mikrosekund. Uroidluorescence odpovida raiuzaveni PSII reaénich center,
a to i Foo' vSechna reaii centra jsou otéend a i Fy°' vSechna reati centra jsou

zawena.

Pomoci této metody je mozné ziskayii parametry popisujici fb¢h indukce
fluorescence a to Gro¥minimalni a maximalni fluorescence pro ST zablgsR' aFy®"),
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velikost reaknich center ) a konektivitu reaénich center fotosystéemu Ip) (Kolber,
Falkowski et al. 1992).

3.5 Mnoho-obratkové zablesky

Mnoho—-obratkovy saturujici zablesk (anglicky: Mplé turnover (MT) flash) je
zpisob excitace reg&kich center excitaim swtlem za cilem kompletni saturace
elektronového transportu &elné faze fotosyntézy. Délka mnoho—-obratkovéhdezio je
v fadech stovek milisekund tj. ofddy pomalejSi nez jedno—obratkovy zablesk (Neubauer
1987).

Urovei fluorescence odpovida propustnosti elektronovigtitzce. Ri Fo*' jsou
vSechna reaii centra fotosystému Il ot&ana a i Fy"" v&echna reafai centra uzaena

a vyuzivana k pohonu elektronovétetzce.

Pomoci této metody je moznéciiracinnost elektronovéheetézce a tim nefimo

mefit Urovre fotoinhibice (Aro, Virgin et al. 1993).

4 Stavové Fechody

Stavové pechody jsou druhem regdl@ho a fotoprotektivnino mechanismu,
kdy dochazi kreorganizaci &loskérnych antén mezi fotosystémyllal, a tim
ke vzdjemné zené o (Melis, Mullineaux et al. 1989). Rozezndvame dtavg stav 1,
kdy swtlosbérné antény fenaseji excitaci vice do fotosystéemull, a stav 2,
kdy swtlosbérné antény fenaseji excitaci vice do fotosystému I. U sinicstavu 1 da
docilit jejich vystavenim aktinickému & (okolo 50pumol kvant- m™ - s %) modré barvy
a stavu 2 adaptaci na tmu, nebo vystavenirtiusyokolo 50umol kvant: m™?- s%

oranzoveé barvy (Kirilovsky, Kana et al. 2013).

Pro studium stavovychigechod: v sinicich je vyhodné vyuzit mutantnich knien
s pozménénou funkci fykobilisoni. Proces fedavani excitni energie z fykobilisomu
nareakni centra se liSi mezi éma fotosystémy. Pro ipnos exciténi energie
na fotosystém | je vyuZit protein ApcD, ktery je dpednotkou jadra fykobilisoin
nachézejici se na okraji stranjil@hajici k tylakoidni membr&n Mutantni kmen, ktery
nesyntetizuje protein ApcD, ma tento protein wgadlykobilisomi nahrazeny proteinem
aAPC. Tento mutantni kmen neni schopeieddvat exciténi energii z fykobilisom

na fotosystém |, proto wpnedochazi ke stavovymrgchodim, a je u & mozny pouze



stav 1 (Jallet, Gwizdala et al. 2012). Pienmos exciténi energie na fotosystém Il je vyuzit
protein ApcF, ktery je podjednotkou jadra fykohslsi nachazejici se v jeho centru
na strag priléhajici k tylakoidni membrén Mutantni kmen, ktery nesyntetizuje protein
ApcF, jej ma nahrazeny proteinepAPC. Tento mutantni kmen neni schopérdavat
excitatni energii z fykobilisom na fotosystém II, a proto wjnnedochazi ke stavovym

piechodim, a je u B mozny pouze stav 2 (Jallet, Gwizdala et al. 2012)

5 Nefotochemické zhaseni

Nefotochemické zhaSeni (NPQ) je foto—protektivnichamizmus uplaujici se
pii situacich, kdy je organizmus vystaven vysokymvafm swtelného stresu. NPQ
pomaha zbavit serpbyt&né energie, ktera by jinak dorazila k réaikn centhtm a mohla
by je posSkodit (Ruban and Horton 1994).

Fy — F
NpQ =2 M
Fy 3)

Urovei NPQ miZeme kvantifikovat pomoci porovnaniFy™" ve stavu
adaptovaného na tmiry) se vzorkem ve stavu v zavislosti na typu expentondF'y).

Rovnice (3) je jeden ze #ipoha ¢iselného vyjateni urovie NPQ (Krause and Weis 1991).

U vysSich rostlin NPQ souvisi s acidifikaci lumeawsni spojenoym Xantofilovym
cyklem. (Demmig, Winter et al. 1987). Xantofylovyyktus je enzymaticka reakce,
pii které dochazi pomoci violaxantin deepoxidazy é&mxidaci violaxantinu
na anteraxantin a poté, po dalSi deepoxidaci, rexardin (viz obrazek 6). Tento
mechanizmus se upiatje v reakci vySSich rostlin ackterych fas na sdtelny stres
a pomaha disipovatipbyt&nou energii, aby nedoslo k fotoinhibici (Demmig-Adsa
1990).
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Obrazek 6: Schéma xantofylového cyklu. Violaxantin deepoxalé¥DE) je enzym, ktery odebira
epoxidové vazby zarpmeEny kyseliny askorbové (Aschina dehydrogen askorbat (DHA) a vodu (zobrazeno
nalevo). Zeaxantin eopxidaza (ZE) je enzym viitvépoxidové vazby za pouziti kysliku a NADPH
(zobrazeno napravo). Obrazeiejat z (Yikrazuul 2009).

Soutasti xantofylového cyklu je také reverzni proceerk gridava epoxidove

vazby do deepoxidovanych xantafyh to pomoci enzymu zeaxantinu epoxidazy.

U sinic je mechanismus NPQ nezavisly na acidifikdemenu, a probiha
zde tzv. OCP (z anglické zkratky: Orange CaroteniRydtein) indukovanému zhasSeni
fluorescence (Kirilovsky 2007). Mechanizmus OCP uikavaného NPQ je zaloZen
na blokaci penosu exciténi energie z fykobilisomu do reakich center pomoci modrym
swtlem indukovaného vratného procesu¢amn OCP z jeho oranZové formy na jeho formu
cervenou (Wilson, Punginelli et al. 2008). Ta seépgipoji na fykobilisom a zrini se
na finalni formu, kteragsobi jako aktivntinitel v procesu NPQ (Gorbunov, Kuzminov et
al. 2011). Pro studium mechanizmu OCP indukovamMéP@ v sinicich je vyhodné vyuzit

mutantni kmen, ktery neni schopen syntézy OCP @fjléjlani et al. 2006).

6 Meéieni fluorescence chlorofylla a velikosti swtlosbérnych antén

Proces nefotochemického zhaseni (NPQ) se ligizaych druli. Vyssi rostliny
a zelené&asy aktivuji NPQ pomoci akumulace rozdilu piégpmembranu (Horton, Ruban
et al. 1996). Sinice aktivuji NPQ pomoci konverzendové formy OCP na formu

cervenou pomoci modrozelenéhderd (Kirilovsky 2007; Wilson, Punginelli et al. 280
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Je stale oteenou otazkou, zdafipprocesu NPQ aip stavovych pechodech dochazi

k efektivni zngné velikosti antén PSII.

Prace (Belgio, Kapitonova et al. 2014) popisujébph Fy"'" mstené PAM
metodou pro izolované chloroplasty Spenatu s nanoiselrovni deopoxidovanych
xantofyli. V praci také niily ¢ Malkinovou metodou (Malkin, Armond et al. 198%eg
a po vyvolani NPQ vystavenim aktinickémuthv. Priibsh zmsn FyM' zaznamenal pokles
v pribéhu procesu NPQ s naslednamuséem ve fazi relaxace. Hodnodazaznamenala
50 % nafst po stimulaci procesu NPQ s navratem na iniciddnotu v relaxaci. V této
praci také popsali proces stavovydieghod: kde hodnotyFy™" a o zaznamenaly pokles

pii pifechodu ze stavu 1 na stav 2.

Prace (Gorbunov, Kuzminov et al. 2011) popisujébgh ¢ a Fy°' m&teného
metodou FIRe vyuZivajici jedno—obratkovych zableslle sinice Synechocystis sp.
PCC 6803 aSynechococcus spykazuji nafist obou hodnot ip stavovém pechodu
ze stavu 2 na stav 1, poklegi pryvolani NPQ s naslednym opakovanym uséem
v prilbshu relaxace. Tato prace ukazajpro Synechocystig rozmezi od 620 Apro stav 1

do 400 & pro zhasnuty stav.

Prace (Koblizek, Kaftan et al. 2001) popisujéhgh o, Fy°" méteného metodou
FRRF vyuZivajici jedno—obratkovych zableskFy“" pro rfizné organizmy. V této préci
studovali hodnoty paramétrpied a po vystaveni silnému bilému aktinickémutlsv
u druhi Phaeodactylum tricornutuma Scenedesmus quadricaudd@haeodactylum
tricornutum vykazuje pokles hodnd¥y pii procesu NPQ s naslednym astem ve fazi
relaxace. Ribsh hodnotFy°" a Fy"'" se zasadnnelisi s rozdilem v niz$i hodrioEy>"
ato 0 11 %. Hodnoty se vyskytuji v rozmezi od 128 Aied vystavenim aktinickému
swtlu do 55 & meteném hned po zhasnuti aktinickéhat Scenedesmus quadricauda
vykazuje pokles hodnoEy pii procesu NPQ s naslednym astem ve fazi relaxace.
Pribsh hodnotFy°" a Fy™' se na z&tku liSi 0 24 %, ale v pbshu aktinického stla
jsou hodnoty totoZzné, aigrelaxaci maji tendenci se vratit to inicialnicbdmot. Hodnotyr
se vyskytuji v rozmezi od 125*hied vystavenim aktinickému &lu do 110 A mgteném
hned po zhasnuti aktinického¢tia. V praci (Koblizek, Kaftan et al. 2001) takép®iili
hodnotys pro daldi druhy a t€hlamydomonas Reinhardsihodnotou 123 A Chlorella
sorokiniana s hodnotou 176 A Nannochloropsis sps hodnotou 128 A Porphyridium
purpurum s hodnotou 654  Synechocystis sp. PCC 6803 s hodnotou 286 A
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aSynechococcus sfPCC 7942 s hodnotou 345.AV souhrnu, pokles velikosti antén
béhem stimulace NPQ byl zaznamendn u orgamizRPhaeodactylum tricornutum

a Scenedesmus quadricauda.

Korelace mezi nefotochemickym zhaSenim a velikastén byla také studovéana
u izolovanych center PSIlI (Krupnik, Kotabova et 2013). Tato prace popisujetpeh
hodnotFy™" a také velikost pro ruduchiCyanidioschyzon merola@ribéh hodnotFy™"
stimulovanych modrym aktinickym &tlem sleduje pokles hodnot se stabilizaci a mirnym
naristem po 1 mintexpozice. Rychlost tohoto ri&tu se poté jeStzvysi ve fazi relaxace.
V préci uvadji velikost ¢ v nativnim stavu, a to 53°Aa v izolovanych thylakoidnich
membranach 387 Ukazalo se, 7e zde pokles velikosti antén nekif@ese zhasenim

maximalni fluorescence.

7 Materialy a metody

7.1 Modelové organizmy

7.1.1 Sinice

Jako hlavni modelovy organizmus pro sinice byl waybrSynechocystis sp.
PCC 6803 (WT-KIR), a to kmen ziskany z laboratDr. Kirilovsky. Jedna se o modelovy
organizmus, pro ktery existuje mnoho mutantnich kdmepopsanym vlivem na fenotyp.
V této praci byly pouzityit mutantni kmeny, a t&ynechocystis sp2CC 6803AApcD,
Synechocystis spPCC 6803 AApcF a Synechocystis spPCC 6803 AOCP, vSechny

vytvorené z kmene WT-KIR.

Synechocystis sp.CC 6803, divoky kmen Kirilovsky (WT-KIRBynechocystis sp.
PCC 6803AApcD, Synechocystis s@?CC 6803AApcF a Synechocystis sfPCC 6803
AOCP byly dlouhodob udrzovany na 2% agarové plétpiipravené z média BG-11
s TES pufrem s finalni koncentraci 10 mM. Tekutdta pro vilastni n¥eni byla
piipravena inokulaci danou kulturou z agarové plothgca 130 ml BG-11 média
ve sterilni 250 ml Erlenmayer&\waice s buniinovou zatkou. Tekuta kultura poté rostla
na kontinualnim bilém stle, produkovaném ¥&kou, o intenzi¢
40 umol kvant: m2- s, za stalého michani pomoci orbitaliepacky pii 28 °C. Msteni
byla provedena na kulte v exponencialni faziistu, coz odpovida 2-3 dnim kultivace

v tekutém médiu.
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Prochlorococcus Marinusje sinice bez fykobilizorin o velikost 0,6 — 0,&m
vyskytujici se ve vysokych gtech v eufotické vrsty oceanu (Chisholm, Frankel et al.
1992). Vtéto praci byly pouzity dva divoké kmenyt@ Prochlorococcus Marinus
MIT-9313 aProchlorococcus Marinu®CC-9511Prochlorococcus Marinus1IT-9313
ma pondr chlorofylub k chlorofylua vysoky, coz zvySuje efektivitu vyuziti nizkych
intenzit s¥tla, ale zamezujetust na intenzitach vysokych (Moore and Chisholm 1999
Prochlorococcus MarinudIT-9511 ma pordr chlorofylub k chlorofylua nizky (Rippka,
Coursin et al. 2000). Kulturyrochlorococcus MarinusviT-9313 aProchlorococcus
Marinus PCC-9511 byly udrZzované v tekutém stavu v medilR SC1 na kontinualnim
bilém setle, produkovaném #&kou, o intenzié 50pumol kvant- m™- s, bez michani
pii 18 °C.

7.1.2 Rasy ze skupiny SAR

SAR je ondeni superskupiny eukaryotickych organiz@ahrnujiciStramenopila
Alveolata a Rhizaria (Burki, Shalchian-Tabrizi et al. 2007)Chromera Velia je
jednobur¢ny autotrofni organizmus gati do nadkmenu Alveolata. Jedné se o nejblizsiho
fotosyntetizujiciho fbuzného vytrusovc (Apicomplexa se zastoupenim zimikiy
(Plasmodiunp, ktera zpisobuje nemoc malarie. Jedna se také o mozného aytalkorail
(Obornik, Modry et al. 2012)Chromera Veliabyla kultivovana v tekutém stavu v meédiu
F/2 na kontinudlnim z&kovém bilém sétle o intenzié 50pumol kvant: m2- s,

za stalého probublavani vzduchetn3s °C.

Nannochloropsis Oceaniga jednobugcny autotrofni organizmus pgéti do tidy
Eustigmatofyt. Jednd se o 2gBh imobilni ovalny organizmus s jednim zeleno—Zlutym
chloroplastem (Suda, Atsumi et al. 200R)annochloropsis Oceanicayl kultivovan
v tekutém stavu v médiu ASV/2 na kontinualnintidévém bilém setle o intenzig

50 umol kvant: m™?- s %, za stalého michani na orbitalépaice i 18 °C.

Bunky Monodopsis Subterranegou vegitého charakteru o velikosti 3—fm
s jedinym chloroplastem. Ratdo tidy Eustigmatophyte (John, Whitton et al. 2002)
Swtloskérné komplexy postradajéervené antény (Arsalane, Rousseau et al. 1992).
Monodopsis Subterrandayl kultivovan v tekutém stavu v mediu BG-11 natioualnim
z&ivkovém bilém sitle o intenzit 50 umol kvant: m™2- s %, za stalého michani pomoci

orbitalni tepaky pti 18 °C.
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Rasa Eustigmatos sppati do tidy EustigmatophyceaeEustigmatos spbyl
kultivovan v tekutém stavu v mediu BG-11 na kondilmim z&vkovém bilém s¥tle

1

o intenzit 50umol kvant- m2-s?, za stadlého michani pomoci orbitalniepasky

pii 18 °C.

7.1.3 Zelenérasy

Chlamydomonas Reinhardtije jednobui¢na zelenatfasa s d¥ma btiky
o velikosti @iblizné 10 um. V buice je jeden chloroplast a stigma (Harris, Sterralet
2009). Chlamydomonas Reinhardthyla kultivovana v tekutém stavu v mediu BG-11
na kontinualnim Z#kovém bilém setle o intenzi¢ 50 umol kvant- m2- s* za stalého

michani pomoci orbitalnfepaky pii 18 °C.

7.1.4 VysSi rostliny
Spenat sety Spinacia oleracen je vy3Si rostlina Zeledi laskavcovitych
(Amaranthaceae Je to jednoleta rostlina s jednoduchymi ovalngietio trojuhelnikovymi

listy viz obrazek 7.

Obrazek 7: Rostlina Spenatu setéhsinacia oleracea Obrazek pejat z (Selvas 2010).

Spenat je &na zelenina @ena ke konzumaci a z tohotdvbdu je jednoduse
dostupna. Mladé listy Spenatu jsou jemné, neobgdhuhé tkédové struktury a stabilita
protoplastu je dostate¢ dlouha pro dalSi praci (Nishimura, Graham et aré), proto se
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hodi k izolaci intaktnich chloroplast Diky tomuto je ve #d¢ Spenat pouzivan
jako modelovy organizmus a jsou dostupné&né standardizované metody a data

k porovnani.

Chloroplasty byly ziskany izolaci z listSpenatu setého koupeného téhoz dne
v mistnim obcho&l Na neposSkozeném listu byla¢fana kinetika zny NPQ pomoci
fluorometru Dual PAM. Vybr listi pouzitych pro izolaci chloroplastse zakladal
na posouzeni hodnoty/Fy, a to pokud byla &si nez 0,7 a pokud u lisprobihala faze

vzestupuFy™T ze zhaSeného stavu.

Izolace intaktnich chloroplastbyla provedena na zakkdoostupu popsaného
v (Crouchman, Ruban et al. 2006), upraveného prly miajem listi. Pro izolaci bylo
pouzito cca 5g list od kterych byly odstramy stonky. Listy byly rozmixovany
s ledovym (malacast byla ve stavu ledové&igd®) homogenizénim pufrem pomoci
mixovaciho nastavce na laboratornim stojanovém aciom aparatu Glas—Col 099D
GT331 s nastavenou maximalni rychlosti. Zhomogessiag vzorek byl pefiltrovan pges
n¢kolik vrstev gazy prolozenych vrstvou vaty do kadirusazené v ledové&isti. Filtrat
jsem odstedil pii 4 °C a 4000 g po dobu jedné minuty. Pelet bylseendovan v 1 ml
resuspendaiho pufru pomoci jemnéhoctte.

Vzorek chloroplast vystavenych sttelnému stresu bylipraven z liskh Spenéatu
setého, které bylyipd izolaci vystaveny teplému bilémugdu pomoci panelu s polem
LED o intenzit 350umol kvant: m2- s po dobu 30 min nebo 60 min. Vystaveniist
swtelnému stresu bylo provedeno v zakryté n&doke které listy lezely na roStu,
pod kterym byla voda, do které listy¢im ponaené konce diagonairsdgiznutych stonk.
Do nadoby byl fiveden zdroj molekularniho dusiku pro vykeai bezkyslikaté atmosfeéry.
LED panel byl aktivé chlazen cirkulaci vody skrz chladik €ému pripevreny.
Dale molekularni dusik vstupujici do aparaturyl ppokojovou teplotu, a proto teplota

v nadol byla po celou dobu stelného oSéeni listi stabilni, s hodnotou okolo 23 °C.

7.2 PAM fluorometrie

PAM (Anglicky: Pulse Amplitude Modulation) je systé nefeni variabilni
fluorescence chlorofyla pomoci aplikace série dficich zablesk k vyvolani
fluorescekniho signalu chlorofyla. M¢rici zablesky dosahuji slabé intenzityradu

1

jednotekumol kvant: m2-s* a trvani adups. Timto zfisobem mifici zablesky
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nevyvolaji akumulaci uzaenych rea&nich center, a proto vysledny fluoreséensignal

chlorofylua odpovida urovni, (Schreiber, Klughammer et al. 2012).

Modulace vychéazi ze synchronizace detektoru¢iSaimi zdblesky. Dale signél
vstupujici do detektoru prochazieg nizkofrekvetni filtr, ktery propusti vinové délky
delSi nez 700 nm. Timto je z&mno, Ze vysledny naffeny signal odpovida pouze
fluorescenci chlorofyla (Hill, Schreiber et al. 2004). Dale je nutno zride detekovany
signal pochazi z velkéasti z reaknich center fotosystému Il, s malou remou ¢asti,

kterd pochézi z fotosystému | (Govindjee 2004).

V pribéhu  kontinualniho r¥eni pomoci rdficich zablesk je jednim
z nefastjSich  postup  aplikace  zdblesku 8tta o intenzi¢é  viadu
tisich pmol kvant: m2- s* a trvani wadu stovek ms. Timto se vyvola stav, kdy v&echna
reakéni centra fotosystému Il se uzau a vzorek dojde k emisi fluorescence chlorogylu
(FuM). Aplikace aktinického sttla, které vzorek &sinou v kontinualnim reZimu vystavi
pozadované Grovni a vinové délces®iného z#eni, casto doprovazi #teni Fy™'.
Timto se daji simulovatizné s¥telné podminky, které se mohou vyskytovat ve volné

piirodk, a timto studovat, jak se vzorek pich chova.

Dual PAM 100 fluorometr je #&fici pristroj ugeny k n&teni mimo jiné
fotochemické aktivity fotosystému I1.iBtroj se d& Siroce konfigurovat pomoci protakol
aby vyhovoval specifickym poZzadauk meieni. Ristroj je dale pla patitacem ovladany
a umozuje poloautomaticky chod diky moznosti vyteai skripti pro ovladani fistroje
(Heinz.Walz.GmbH 2006). K #iieni pomoci Dual PAM fluorometru bylo uZzitoéhti
hlavy DUAL-DB, kterd umo#uje aplikaci ngficich zablesk ve vinové délce 460 nm,
a pomocné DUAL-E hlavy. Pro dfeni listu Spenatu byl vyuZit listovy drzak DUAL-B
a upewiovaci stojan ST-101. &lleni extrahovanych chloroplastprokéhlo v plastové
kyvett, umistné do optické jednotky ED-101US/MD upéwmé na stojan ST-101.
K michani slouzila magneticka michaci jednotka téné&pod optickou jednotkou.

Proces mifeni byl zautomatizovan vytvenim skriptu, jenz po zahdjenic¢tani
piebral kontrolu nad ovlddanim aplikace pozZadovanysttelnych podminek

s konstantnindasovanim.

Vzorek chloroplast byl naed:n na 15— 3Qg- ml™ koncentrace chlorofil

Pred samotnym ®&tenim bylo zajiSténo, Zefigtroj ma spravé nastavenou 0, Uroie
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intenzity neficiho zablesku ma konstantni hodnotu a sahirgoulz je nastaven
na intenzitu 1000 pumol kvant- m2-s* a délku trvani 60Qus. Kinetika fluorescence
chlorofylua byla zneéfena za stalého michani a teploty 25 °C v kyvetowéstavci Dual

PAM fluorometru.

Na za&atku protokolu byly aplikovany 3 satdrd zablesky s periodou 40 s
pro zneieni  hodnoty Fy“'. Modré (460 nm) aktinické stlo o intenzit
600pumol kvant- m™?- s a délce trvani 510 s bylo aplikovano 120 sietin saturénim
zablesku. 10s po ¢atku aplikace aktinického &tla jsem aplikoval prbézne
9 saturanich zablesk s periodou 30s. Timto byla ziskdna kinetika na setle
pro vypaet parametru NPQ. 10s po skeni aktinického sitla bylo aplikovano
5 saturdnich zablesku s periodou 60s pro ziskani kinetiklaxace. Exportovana
nantiena data byla zpracovana pomoci programu MS Excel.

7.3 FRR fluorometrie

FRRF (Anglicky: Fast Repetition Rate Fluorimetrg)zpisob néfeni fluorescence
chlorofylua, zaloZzeny na aplikaci série kratkych sub-saich mikrosekundovych
zablesk, které velmi rychle, vadu desitek mikrosekund, uzau vSechna re&ki centra
fotosystému Il, a je ziskana hodndta@>" oproti stovkam milisekund nutnych pro ziskani
hodnotyFy™.

Timto zpisobem je mozné ziskat fluoreséen indulkcni kinetiku chlorofylua
pii jedno—obratkové excitaci. Tato kinetika je pomsamatematickym modelem,
ktery umoznuje ziskat parametry efektivni velik@stién PSIl ) a jejich konektivity (p).
Diskrétni forma modelu je popsana v rovnici (4pp (Kolber, Prasil et al. 1998).
Matematicky model nemé analytick&Seni, ale numerickym fitovanim se daji ziskwgti

jiz zminsné parametry popisuijici igssh kinetiky, a toF>', Fu>', p ao.
o1 (1 - Cn(l-_l))
Cn; = Cng_q) +
' (1) 1-— C‘I’l(i_l) 'p 4)

Matematicky model popisujici kinetiku je rageny do dvoucasti. Prvnicast
uvedena v rovnici (4) pdta procento uzaenych center@n) pomoci efektivni velikosti
antén PS ll4), mnoZstvi fotof vyuZitych pro excitaci odipdeslého bodu), konektivity
reakinich center ) a mnoZstvi uzaenych center zipdeSlého bodu. Prvni hodnota je
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rovna 0, coz vychazi Zedpokladu, Ze vSechna reak centra PS Il jsou na pétku

otevrena.

(Fy' —F3")-Cn;- (1 —p)
1—C7’li'p 5)

Ffit; = F3" +

Druhacast jiz popisujici prbéh fluorescetiniho signalu (viz rovnice (5)) vyuziva

hodnoty minimalni E,°') a maximalni Ev°") fluorescence chlorofyla, konektivity
reaknich center [f) a procenta uzaenych reaknich center ¢n) pro ziskani hodnoty

fluorescence chlorofyla v uritém ¢asovém bodu.

M¢éteni bylo provedeno na fluorometru FL 3500-F vyrawerfirmou PSI (Brno,
Ceska republika). Tento fluorometr je schopngfiins mikrosekundovym rozlienim.
K méieni fluorescence chlorofyl dochazi v mitici hlaw, ve které je mozné aplikovat
excitatni zablesky, aktinické gtlo pomoci LED, a samotnédieni je provedeno pomoci
PIN diodového detektoru s integrovanym 500 kHz, Kiiovym AD p‘evodnikem.
Dale kyveta se vzorkem byla aktivtemperovana pomoci temperovaci hlavyrialpsnée
kontrolni jednotky. Pod #tici hlavou bylo magnetické michadlo, které vzoreichmalo
v ¢ase, kdy nedochazelo k samotnémérani. Fluorometr byl ovladan pomoci giace
a programuFluorWin 3.7.1 od firmy PSI.

Pii meieni se vzorky chloroplastbyla suspenze edtna na 1,5-fg- ml™
koncentrace chlorofyla ab. Za stalé teploty 25 °C byla z#iena kinetika fluorescence

chlorofylua pomoci FRR fluorometru od firmy PSI.

V pribéhu mefeni jednotlivych 6Qus dlouhych jedno—obratkovych zablésk
(modré barvy, 455 nm) byla intenzita fluorescencgema kazdé s, a tim bylo ziskano

31 mefenych bod pro vytvaeni indukéni kiivky.

Jedno-obratkové pulzy byly pouzitghem specifického protokolu pro vyvolani
procesu NPQ. Byl také pouZzit novy protokol, kdieg jedno—obratkovymi zablesky
aplikovanymi v piibéhu aktinického sitla byla gidana pauza s délkou trvani 200 ms,
ve které doslo k vypnuti aktinického ¢ha. Tento postup byl fmdan do protokolu
pro zardeni, Zze vSechna re&ki centra fotosystému Il budou otewa, coz je zakladni

predpoklad matematického modelu popisujicibgh indukeni kiivky.
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V prab¢hu protokolu pro vyvolani NPQ bylo aplikovano 1@rje—obratkovych
z&blesk s intervalem 1 s. Poté doSlo k aplikaci modréhb5(@m) aktinického sitla
o intenzit 600pumol kvant- m™?-s™* a délce trvani 260 s. Viishu aktinického sitla
probéhlo 16 jedno—obratkovych zablesk s intervalem 16s, s prvnim zableskem
1 s po z&atku aktinického sstla. Timto byla ziskana kinetika 2m vyvolanych aplikaci
aktinického swtla. 5s po skateni aktinického sstla doslo k aplikaci
16 jedno—obratkovych zablask intervalem 16 s pro ziskani kinetiky relaxace.

Protokol pro vyvolani stavovychiechodu, obsahoval 10 jedno-obratkovych
zablesk: s intervalem 1 s. Poté nasledoval sled fazi s ymodranZovym a znovu modrym
aktinickym swtlem. V modré fazi doSlo k aplikaci modrého (455)namktinického swtla
o intenzi& 75umol kvant- m™?- st a délce trvani 128s. Vidsshu aktinického sitla
probéhlo 8 jedno—obratkovych zablasks intervalem 16s, s prvnim zableskem 8s
po za&atku aktinického sitla. V oranzové fazi doslo k aplikaci oranzovehd Aém)
aktinického s¥tla o intenzi¢ 75umol kvant: m2-s* a délce trvani 256 s. Viichu
aktinického s¥tla prokEhlo 15 jedno—obratkovych zéablesls intervalem 16 s, s prvnim
z&bleskem 8 s po &atku aktinického sitla. Po vypnuti aktinického stla doslo k aplikaci
14 zablesk sintervalem 2s vfbéhu 30s. Timto byla ziskana Kkinetika &m

pii stimulaci aktinickym s¥tlem pro vyvolani stavovychigchodi.

Namétena data byla poté zpracovana a jednotlivé itdulkiivky nafitovany
pomoci dopiku ,reSitel* v programu MS Excel podle matematického modelu.
Tento proces byl zautomatizovdn pomoci makra nabgarnv programovacim jazyku
Visual Basic for Applications

7.4 Stanoveni koncentrace chlorofyik ve vzorku

Stanoveni koncentrace chlorafyle vzorku byla provedena spektrofotometricky
pomoci n&feni absorbance naigtroji Biochrom WPA Spectrawave S800 Diode array
spektrofotometru ifp vinovych délkach 645 nm, 664 nm a 750 nm, a patiédoci vypétu
byly ziskany koncentrace chlorofiyh ab.

Ze vzorku extrahovanych chloropladiylo odebrano 5@l a gidano do pipravené
falkony se 3 ml metanolu. Falkony byly ogistny pri 4 °C a 7000 g po dobu 7 minut.
Purifikovany supernatant byl zffen oproti metanolu ip vinovych délkach 445 nm,
665 nm a 730 nm. Za pouZiti kalibrach konstant uvedenych v (Porra, Thompson et al.
1989) pro metanol byly doptiany koncentrace chlorofyl ab.
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7.5 Stanoveni Urovré epoxidace xantofyi

Urovei epoxidace xantofyl byla detekovana pomoci HPLC (High—-Performance
Liquid Chromatography) naiistroji Agilent 1260 Infinity 1l LC. Vzorky pro HPC byly
piipraveny stejnou metodou jako v metodro stanoveni koncentrace chlordfyfviz
kapitola 7.4). Vzorky se dale Zfiltrovaly a iedily na koncentraci chlorofiyla ab
o hodno¢ 1 — 2ug- ml™. Separace pigmehtve vzorku probihala za pomoci adsorb
kolony Nova—Pak C18 Column, 60A, 4 um, 3.9 mm Xn& WATO011670 za postupného
vymyvani pomoci pufr A (metanol, acetonitril, 0,25 M pyridine v pém 35 : 15 : 60)
a B (metanol, acetonitril, aceton v pé&m 20:60:20). Rozdenym frakcim se
kontinuale mgetilo absorgni spektrum pomoci Agilent 1260 Infinity Il Variabl
Wavelength Detector (G7114A), vybavenym 10 mm siahoi pfitokovou komirkou
(G1314-60186) pro identifikaci a kvantifikaci.
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8 Vysledky

8.1 Testovani role aktinického s¥tla na méreni metodou FRR fluorescence
Otestoval jsem efekt fplani kratké pauzy v aplikaci aktinického é&da
pied samotnym ®&fenim indukni fluorescence excitované pomoci jedno—-obratkového
zablesku u siniceSynechocystiPCC 6803. Tuto pauzu jsem nazvakg zableskova
adaptace PFA (Anglicky: Pre Flash Adaptation). Bddvjsem porovnani #&ieni

s a bez PFA, které je zobrazeno v obrazku 8.

900

800 - —O0— AAL bez PFA
—v— AAL s PFA
—8— BAL bez PFA

700 —v— BALs PFA

600 -
o[A?]
500 ~

400

AAAAAAAAA

300

200 - 20 Em° 5" | 50uEm’ 5™ | 200 uE tm? 5™ | 500 pE (0™ 1000 uE (5
I I T T T T T I I

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Cas[s]

Obrazek 8: Efekt PFA na efektivni velikost fykobilisomovychtén. Pro vyvolani jedno-obratkové
excitace jsem pouzil oranzové zéblesky o vinovécalé17 nm. Vzorek jsem vystavil préniivému
aktinickému s¥tlu o intenzitich od @mol kvant- m™?-s* (Dark) aZ po 100@mol kvant: m2-s™;
oranzové, 617 nm (AAL) nebo modré, 455 nm (BAL)WaPFA délka byla 500 ms.

Rozdily mezi hodnotami pro oba protokoly jsou zobrazené v obrazku 8. didisa
rozdily jsem pozoroval ip méfeni pro oranzové aktinické &lo. Méreni bez PFA

na oranZzovém aktinickém &la vykazuje rychlé a nespojité 2ny ve velikosti o
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pii zmeéné intenzity s¥tla. Tato znéna neni pozorovana u protokolu s PFA. Porovnani

indukénich kivek z neifeni zobrazeného v obrazku 8 je zobrazeno v obrézku

1,0 - .
0,8
AAL bez PFA
06 AAL s PFA
' BAL bez PFA
FIAU] ——— BALsPFA
0,4
Nazev p oA
AAL bez PFA |0,00 516
0,2 AAL s PFA 0,33 375
BAL bez PFA | 0,41 348
BAL s PFA 0,43 357
0,0
0 50 100 150 200
Cas [us]

Obrazek 9: Efekt PFA na indusni kiivky odpovidajici 45. bodu (81 s, intenzita aktk@#bo s¥étla

1

500umol kvant: m?- s, oranzové zablesky o vinové délce 617 nm) v ohr&kintenzita oranZového,

617 nm (AAL) nebo modrého, 455 nm (BAL) aktinickéba@tla dosahla 50@mol kvant- m™- s*. PFA
délka byla 500 ms. Ve vlozené tabulce jsou k padovrhodnoty konektivity ) a velikosti antén 4.

Hodnoty fluorescence jsem normalizoval mezi minmhal maximalni hodnotu.

Pribéh indukce fluorescencetbem ST na oranzovém (617 nm) aktinickénitlev
bez aplikace PFA je zobrazen v obrazku 9. Tentoodi&ny ptibéh od indukni kiivky
meiené s aplikaci PFA, charakterizované rychlejSimastém intenzity fluorescence,
ktera se odrazi veétsi velikosti antén a nulové konektiitPribéh indukce nirené

na modrém (455 nm) aktinickéméshe s a bez aplikace PFA jsou t&ntotozneé.

Méieni jsem také provedl pomoci modrych (455 nm) jedioatkovych zablesk
které n&ii velikost antén obsahujicichigvazié chlorofyla, fotosystému Il. Mfeni je
zobrazeno v obrazku 10.
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Obrazek 10: Efekt PFA na efektivni velikost chlorofylovych @nt Pro vyvolani jedno-obratkoveé

excitace jsem pouzil modré zablesky o vinové dé4S5 nm. Vzorek jsem vystavil pramlivému
aktinickému swtlu o intenzitich od @mol kvant: m2-s* (Dark) az po 100@mol kvant: m™2-s™;

oranzoveé bary (AAL) nebo bar¢ modré (BAL). PFA délka byla 500 ms.

Obrazek 10, podokinjako obrazek 8, zobrazuje skok ve velikosti am@rzmeéne
intenzity aktinického sstla u protokolu bez PFA, a to pouze pro oranzovieké s\tlo.
Porovnani induknich Kivek je zobrazeno v obrazku 11. uB¢hy indukce ngfeni

na modrém (455 nm) aktinickéméehe s a bez aplikace PFA jsou totoZné.
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Obrazek 11: Efekt PFA na indudni kiivky odpovidajici 45. bodu (81 s, intenzita aktkébo s¥tla

500umol kvant: m?- s*

, modré zablesky o vinové délce 455 nm) v obrafkulhtenzita oranZzového

(AAL) nebo modrého (BAL) aktinického stla dosahla 50@mol kvant: m?- s*. PFA délka byla 500 ms.

Ve vloZené tabulce jsou k porovnani hodnoty komeiti(p) a velikosti anténd). Hodnoty fluorescence

jsem normalizoval mezi minimalni a maximalni hodnot

Kiivky zobrazené v obrazku 11 vykazuji
s rozdilem,
také ve velikosti konektivityifp PFA.

podobny trejako Vv obrazku 9
Ze unteni s aplikaci modrého aktinického ¢da je zna&ny rozdil

Timto mefenim jsem potvrdil, Ze #ieni fluorescence aplikaci jedno—obratkovych

z&blesk s aktinickym swtlem o vysSich intenzitach a vinové délce 617 nmsapuje

Y

rozdil ve vyslednych hodnotach oprotieieni za pouziti PFA. Pro dalSiéieni jsem

pied kazdym jedno—obratkovym zableskem aplikoval PFA.

8.2 Méreni stavovych gfechodi u sinic

Zmetil jsem standardni protokol pro zobrazeni stavovymiechodi s PFA

na kultde siniceSynechocystis sfpCC6803 WT-KIR a dvou jejich mutantnich druzich:

AApcD kmen ve stavu 1 AApcF kmen ve stavu 2. Hodnoty konektivity jsou zsany
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v grafech v piloze 2. Vysledné grafy zobrazujici GrévnFy®' jsou zobrazené

v obrazcich 12 a 13.

2,4
—0— WTKIR
2,2
2,0 A
2
<
=
LL
1,8
1,6 1
1.« T — Fzes NN
0 2 4 6 810 100 200 300 400 500

Time [s]
Obréazek 12: Kinetika znén Fy,°" excitaci reaénich center modrymi zéablesky. Délka PFA byla

200 ms a intenzita modrého a oranZového aktinickéitda 75umol kvant- m?- s . Hodnoty Fy jsou

normalizovany na koncentraci odvozené z hodfgtyeiené véase 8 sekund.

V obrazku 12 jsou u WT-KIR vid zmeny drovré Fy°'. Na modrém sitle

(faze 2 a 4), dochazi krigtu Grové Fy°', coZ je znédmkou stavovychigehod

ST

ze stavu 2 na stav 1. Pokles urévRy”' ve fazi 3 odpovida stavovymiqrhodim,

konkrétre prechodu ze stavu 1 na stav 2. Mutantni km@&pcD ma minimalni naist

ST

arovre Fy>' ve fazi2 a4, coz odpovidarqupokladu, Ze se iwe nachazet pouze

ve stavu 2. Pokles GrownFy°T

ve fazi 3 u mutantniho kmenAApcD je v pongru
kK WT-KIR zna&né mald. Mutantni kmem\ApcF je schopen ipdavat exciténi energii
z fykobilisomu pouze na fotosystém|. Nér Fy°' ve fazi2a4 je minimalni,
coZ odpovida fedpokladu, Ze neni schopefeghodu na stav 1. Ve fazi 3 je pokigg™'

znainé podobny WT-KIR, i kdyZ celkova intenzifa,*" je slabsi.
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Obréazek 13: Kinetika znén Fy,°" excitaci fykobilisond oranZovymi zéblesky. Délka PFA byla
200 ms a intenzita modrého a oranzového aktinickékita 75umol kvant: m2- s, Hodnoty Fy, jsou

normalizovany na koncentraci chlorofydlodvozené z hodnoty, méiené véase 8 sekund.

Pribsh zmen Fy°'

zobrazeny v obrazku 13 vykazuje uWT-KIR sir
ve fazi 2 a4 a pokles ve fazi 3. Tental@h odpovida stavovymipchodim. Mutantni
kmenAApcD nevykazuje navy$eni hodnd®y°" ve fazi 2 a 4, co? odpoviddeulpokladu,

Ze se jiz ve stavu 1 nachazi.

Kinetiky efektivni velikosti chlorofylovych antén fykobilisomi jsou zobrazeny
v obrazcich 14 a 15 v tomto i@ali.
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Obrazek 14: Kinetika efektivni velikosti chlorofylovych antémerenych excitaci modrymi

(455 nm) jedno-obratkovymi zablesky. Délka PFA by280 ms a intenzita modrého a oranzového

aktinického s¥tla 75umol kvant m2- s™.

Efektivni velikost chlorofylovych antén zobrazenalwazku 14 je zrimé nentnna,
ukazujici spolény trend poklesu ve fazich 2, 3 a 4, gqeinim nafstem na z&tku

faze 3 a 4.
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Obrazek 15: Kinetika efektivni velikosti fykobilisomovych antéméienych excitaci oranzovymi

(617 nm) jedno-obratkovymi zablesky. Délka PFA by280 ms a intenzita modrého a oranZového

aktinického s¥tla 75umol kvant: m2- s™.

Efektivni velikost fykobilisomovych antén zobrazeweaobrazku 15 je zriaé
nemennd s podobnym trendem jako v obrazku 14, se &pgbe trendem poklesu
ve fazich 2, 3 a 4, s pate&nim nafistem na z&tku faze 3 a 4.

8.3 Kinetika rychlych zmén & béhem protokolu pro vyvolani stavovych
pirechodi

Rychlé zngny béhem zapnuti/vypnuti stla (prechod faze 1-2 a 4-5) &igmeéné
typu aktinického sitla (prechod faze 2-3 a 3-4) u protokolu pro vyvolani stgeh
prechod: (viz obrazek 12) jsem prozkoumal pramnim kinetiky parameirs, p, R°',
Fu®' se zvySenymiasovym rozliSenim na zatku jednotlivych fazi, a to kazdy bod
pro novy vzorek. Protokol jsem raddl na 5 fazi, kde kazda faze odpovida specifickym
podminkdm aplikace aktinickéhoétha a stavu vzorku. Schémaip&hu fazi je zobrazeno
v obrazku 16.
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Obrazek 16: Schéma aplikace aktinickéhoésia pii méreni protokolu pro vyvolani stavovych

prechodi. V pribéhu faze 1 a 5 neni aplikovano aktinické&tiw. V pribéhu faze 2 a 4 je vzorek vystaven

aktinickému s¥tlu s vinovou délkou 455 nm a intenzitou @®ol kvant- m™?-s™. V pribshu faze 3 je

vzorek vystaven aktinickému &l s vinovou délkou 617 nm a intenzitou %ol kvant- m™2- s,

Zmétené rychlé kinetiky jsem zigtodu pgehledného zobrazeni radill podle
jednotlivych fazi. Faze 1 neni zobrazena, protozei probiha pouze Kokova oscilace
zpiusobena desynchronizaci S—stadivem jedno—obratkovych zablesKKok, Forbush et

al. 1970). Vysledné kinetiky jsou zobrazené v okudk?.
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Obrazek 17: Rychla kinetika jednotlivych parameétpri stavovych pechodech viz obrazek 12.
Pro neéfeni jsem pouziSynechocystis sP.CC 6803 WT-KIR, oranzové (617 nm) jedno—obratkoéélesky
a aktinické setlo o intenzit 75umol kvant- m™?- s v barw modré 455 nm zobrazené jako modra iypl
znaek datovych boil a v bar¢ oranzové 617 nm zobrazené jako oranzovaivyplaek datovych boil
Pri méreni jsem nepouzil PFA z technickyctivddi. Podle testovani efektu PFA by vSak vznikla chiybla

relativné mala, protozZe jsem pouzil relativnizkou Urové intenzity aktinického sitla viz obrazek 8.
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Z obrazku 17 ve fazi 3 je viditelny jisty efekt pmtného naistu parametr Fo>'
(obrazek 17C),Fy°" (obrazek 17D) ac (obrazek 17B), respektive pokles Grévp
(obrazek 17A). Tato extrémni hodnota poté relaxdge Urovig, kde podléha zsmam
fadow pomalejSim, odpovidajici stavovyniephodim. Extrémni vykyv se vyskytuje
v 750 ms po aplikaci oranZzového aktinickéhastlew Piibeh kiivek jednotlivych fazi
v delSich ¢casech odpovida fio¢hu meteni zobrazenym v obrazku 13 a 15. Obrazky
13 a 15 v8ak zobrazuji hodnoty pouzedadu 8 s. Spojitost pbéhu zneén jednotlivych
fotosyntetickych parameitrpopisujicich indukci fluorescence chlorofywa parametr (o,

p) vyvolanou jedno—obratkovym zableskem ukazujese&gednd o efekt fyziologicky a ne

o artefakt niteni.

8.4 Porovnani procesu NPQ a jeho korelace seu riznych fotosyntetickych
organizmi
Proved| jsem progfeni piibshu paramefr p, o, Fo°' a Fy°' silnym aktinickym
swtlem stimulujicim NPQ. Hodnoty konektivity jsou zalzeny v tabulce Tabulka 1.
Tabulka 1: Hodnoty konektivity f) ve vybranych bodechéhem stimulace aktinickym stlem.

Snmerodatna odchylka uvedenych hodnot jeirpérné 1 % s maximalni hodnotou n&gsahujici 6 %

pro jednotlivé nireni.

Swtelné podminky Tma (1) Stlo Tma (2)
Druh \Cas 0s 9s 8s| 280)s 8s 200s
Chromera Velia 0,30 | 0,32 0,33 0,01 0,01 0,06
Chlamydomonas Reinhardtii 0,47 | 041| 036/ 0,23 0,26 0,29
Eustigmatos sp. 0,44 | 048 0,15 0,04 0,09 0,32
Monodopsis Subterranea 0,39 | 044| 0,12/ 0,05 0,22 0,36
Nannochloropsis Oceanica 0,48 | 0,52| 0,23] 0,04 0,31 0,4p
Prochlorococcus MarinuMIT-9313 0,17 0,25 0,24 0,04 0,1 0,16
Prochlorococcus MarinuPpCC-9511 | 0,34 | 0,32 0,31 0,24 0,30 0,28

V méieni zobrazené vtabulce 1 jsem indukci fluorescengeolal aplikaci
modrych (455 nm) jedno—obratkovych zébkeskStav vzorku v bao# ,Tma (1) O s
.Svetlo 8 s* a,Tma (2) 8 s* odpovida hodnotam naiienym hned po zatku netreni
nebo znéné intenzity aktinického sitla. Stav vzorku vbad ,Tma (1) 9 s
~Sveétlo 280 s* a,Tma (2) 200 s* odpovida hodnotam ustalenym, a to po vymizeni
oscilace zpsobené postupnou desynchronizaci S-stRyslik vyvijejiciho komplexu,

po stabilizaci na aktinickém &te a po stabilizaciip relaxaci v tomto piadi.
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Vybrané hodnoty konektivity zobrazené v tabulcekaauji gevazny trend poklesu
arovrne konektivity v paibéhu aplikace aktinického stla s ogtnym navySenim ve fazi
relaxace (viz tabulka 1, Tma (2)). U vSet¢hs vyjma Chlamydomonas Reinhardtii
aProchlorococcus MarinusPCC-9511 doslo v pb¢hu aplikace aktinického stta
ke snizeni aurowhkonektivity prakticky na nulu. WasyChromera VeliadoSlo k pomalejSi
reakci na aktinické s¥lo a mira navySeni ve fazi relaxace je miniméldisinice
Prochlorococcus Marinuge vickt rozdil v arovni konektivity, konkréthdruh MIT-9313
ma uroveé konektivity celko¥ nizsi, s nulovou Urovni v ustalené fazi aplikakgrneckého

swtla oproti druhu PCC-9511, jehoz uraMeonektivity je vice negnna.

Kinetika znen velikostio na s¥tle pro fizné organizmy je zobrazena v obrazku 18.

32



400
A —@— Chromera Velia
—O— Eustigmatos sp.
—@— Monodopsis Subterranea
e —@— Chloroplasty Spenétu setého
300 \
a[A?]
200 g
O y S
WA
C D
P
A -1 4
O O 0O
O 050
100 O, BPote oo
OCao T 0:0:0:0
020:0.9:020;
0 100 200 300 400 500
Cas [s]
400 -
B @
Chlamydomonas Reinhardtii
—0— Chlamyd inhardtii
—@— Nannochloropsis Oceanica
,\ —O— Prochlorococcus Marinus MIT-9313
'. ‘ —O— Prochlorococcus Marinus PCC-9511
300 —8— Chloroplasty Spenéatu setého
R0g
X Q0
2 B FCooossoonoon Potoeo0000000000
o[A’]
200 & & oo‘oi*o’:,:,e-g 0—6-3'303'3'3‘V E~
O TEY o 000000000000000
9.0 0000000000 DUTTOT
100

0 100 200 300 400 500
Cas[s]

Obrazek 18: Porovnanic u jednotlivych drufi vystavenych aktinickému &tu vyvolavajicimu
proces NPQ. Indukci fluorescence jsem vyvolal aaikmodrych (455 nm) jedno-obréatkovych zabiesk
U fasy Chromera Veliajsem vyvolal proces NPQ pomoci oranzového aktifick sétla o intenzi¥
500pumol kvant- m2- st s pouzitim PFA o délce 200 ms. Huistigmatos sp.Monodopsis Subterranea
Nannochloropsis Oceanica, Prochlorococcus Maridie—9313 a Prochlorococcus Marinu$CC-9511
jsem vyvolal proces NPQ pomoci modrého aktinické&wtla o intenzi¢ 200umol kvant: m™2- s,

s pouzitim PFA o délce 500 ms.@hlamydomonas Reinhardti chloroplast Spenatu setého jsem vyvolal

proces NPQ pomoci modrého aktinickéhastisy o intenzi¢ 600umol kvant: m2- s?, s pouZitim PFA
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odélce 200 ms. Hodnoty velikosti antén u relaxaddoroplast Spenatu setého jsem posunul

0 24 s, aby faze stla a relaxace odpovidaly ostatnintienim.

Hodnoty o zobrazené v obrazku 18A nasleduji podobny tremka jeonektivita,

a to pokles po aplikaci aktinického ¢ta a poté pozvolny nast ve fazi relaxace.
Pro ilustraci jsem ifpojil kinetiku velikosti s¥tloskérnych antén chloroplastSpenatu
setého, kde je rychlost 2m podstats vysSi. Hodnotys zobrazené v obrazku 18B jsou
znané raiznorodé. Trend kinetiky u sinicd@rochlorococcus Marinugv obrazku 18B) je
velmi podobny srozdilem ve velikosti, kde druh M8B13 maos vysSi, nez druh
PCC-9511, ato fblizn¢ 020 %, coz odpovidda vySSimu pé&mn chlorofylub

k chlorofylua u druhu MIT-9313, jelikoz chlorofyd se vyskytuje hlawh v anténach.
Hodnotas u Nannochloropsis Oceanicév obrdzku 18B) ma podobny trend velikosti jako
chloroplasty Spenatu setého <tmwynym rozdilem, a to ve vySSi rychlosti &m
u chloroplasi Spenatu setéhoChlamydomonas Reinhardtiiv obrazku 18B) vykazuje
nezvykly pfibéh kinetiky velikosti s¥tlosbirnych antén $ porovnani s ostatnimi
métenimi. Tento pibéh je charakterizovany pétenim poklesemo s naslednym
naristem na peateeni hodnotu v pibéhu aplikace aktinického s&tla. Ve fazi relaxace

dojde k opanému fenoménu a to k poklesu hodnety

Hodnoty velikostiFy>" jsou zobrazeny v obrazku 19.
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Obrazek 19: Porovnani Grovh Fy>' ujednotlivych drub vystavenych aktinickému &t

vyvolavajicimu proces NPQ. Indukci fluorescence mjsevyvolal aplikaci modrych (455 nm)
jedno-obréatkovych zéableék Ufasy Chromera Veliajsem vyvolal proces NPQ pomoci oranzového
aktinického s#tla o intenzi¢ 500pumol kvant- m™2- s s pouZitim PFA o délce 200 ms.Huistigmatos sp.
Monodopsis  Subterranga Nannochloropsis Oceanica, Prochlorococcus MarinuMIT-9313

a Prochlorococcus MarinusPCC-9511 jsem vyvolal proces NPQ pomoci modréhdniakého s¥tla

o intenzit 200pmol kvant: m2- s s pouzitim PFA o délce 500 ms. Qhlamydomonas Reinhardtii
a chloroplast Spenatu setého jsem vyvolal proces NPQ pomoci éhodektinického sitla o intenzig

600umol kvant- m?- s, s pouzitim PFA o délce 200 ms. Hodnéy"" u relaxace chloroplastSpenatu
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setého jsem posunul o0 24 s, aby fazilava relaxace odpovidaly ostatnimdtenim. Z divodu greehlednosti

jsem nandtené hodnoty rozdil do dvou graf.

PoklesFy°" je patré zpisoben nérstem NPQ u vzorku vystavenému vysokym
intenzitam aktinického s¥Wla. Obrazek 19A zobrazuje kinetiku veliko$ti,®". Vzorky
vykazuji trend poklesu Gro¥nFy°" po aplikaci aktinického s#a, coZ odpovida
piedpokladu, Ze dochazi k stimulaci NPQ, které jeergbilni ve fazi relaxace ve tn

Hodnoty velikostiFy>"

, Zobrazené v obrazku 19B, sleduji podobny trerkd jaodnoty
v obrazku 19A, s vyjimkourasy Chlamydomonas Reinhardtiu které doslo k dalSimu
poklesu ve fazi relaxace. Oba druhy sinRrechlorococcus Marinusleduji stejny trend,
s mirnym posunem, ktery je nejspiSe usmgben rozdilnou koncentraci
vzorki. K nejwtsimu poklesu hodnotfy®" , a tedy patr i ke stimulaci NPQ, doslo
u druhi Chromera Velia Eustigmatos sp.Monodopsis Subterranea Nannochloropsis

Oceanica HodnotyF>', respektivem>" jsou zobrazeny v grafech vijpze 1.

8.5 Porovnanie s urovni NPQ u Spenatu setého

Pro ziskani chloroplasts vysokym kvantovym vgfkem fotosyntézy je nutné
pouzit listy Spenétu, které bylygrlem vystaveny minimalnimu stresu. JelikoZ jsety lis
Spenatu utené pro izolaci chloroplastziskaval z lokalniho supermarketu, listy byly
vystaveny @iznym drulim stresu. Jako prvotni posouzeni pouzitelnosti jsghiral listy
bez viditelného poSkozeni, nezvadlé a s uniformaéhenym zabarvenim. Protoze pouze
subjektivni posouzeni kvality listu neni dosta#&, provedl jsem v laborafopromereni
kvality pomoci fluorometru Dual PAM. Uzil jsem pokol urkeny k vyvolani procesu
NPQ, coz sleduje efektivitu fotosystému Il.aB¢h fluorescence chlorofyla je zobrazen

v obrazku 20.
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Obrazek 20: Pribéh signalu fluorescence chlorofydu u listu Spenatu vybraného pro izolaci
chloroplash. Nestresovany list vykazoval kvantovy &3¢k fotosystému Il o hodnoD,82 a stresovany list
0,72. Stresované listy (které nebyly pouzity prolazi chloroplast) byly vystaveny aktinickému stiu
o intenzit 600umol kvant m™?- s, pribsh oz&eni je zobrazen modrym pruhem prostay a Sedym

pruhem pro tmu ve spodiasti grafu. Kivka, zobrazujici pibéh signalu pro stresovany list je posunuta

nacasové ose o0 10 s #wbdu zamezeniipkryvu.

Pri porovnani intenzity fluorescence chlorof@uw pribéhu aplikace aktinického
switla je ulistu ze tmy (nestresovanému) &idnany pokles Fy“" (Bjorkman and
Demmig), coz znd aktivaci fotoprotektivniho mechanizmu NPQ (Rubamd Horton
1994). Tento pokles je mnohem pozvgdi u stresovaneho listu. Po ukeni aplikace
aktinického svtla doslo u zdravého listu k zotaveni hodRgt ze zhaSeného stavu, coz je
indikovano néistem Fy"" ve tns. Tento reverzni navray™' je u stresovaného listu
kompletr negitomen. Tento test byl esencialni pro ziskani kwidh listi, protoze
mnohokrat listy subjektivh povazované za vyhovujici po #fani gistrojem Dual PAM
vykazovaly piéibéh kiivky, ktery neodpovida standardnimuilpthu jiZz déive popsanému
v (Muller, Li et al. 2001).

Pouze nestresované listy dle vySe popsaného tegtwolfrazek 20) jsem pouZil

pro izolaci chloroplast Pro ziskani vzorku izolovanych chloroptagtlisti vystavenych
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swtelnému stresu jsem listy vystavil po dobu 30 mebm 60 min sitelnému zéeni
o intenzit 350pumol kvant: m2- s* v dusikaté atmosfé a stalé teplét23 °C. Tyto listy
jsem je& jednou pronsiil pomoci Dual PAM fluorometru pro charakterizagstl
po vystaveni intenzivnimu &tlu. Porovnani kvek zobrazujicich mibéh fluorescence
chlorofylua v listech vystavenych poiznou dobu vysoké intenzits\wtla je zobrazen

v obrazku 21.
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Obrazek 21: Pribéh signalu fluorescence chlorofyduu listu Spenatu ied izolaci chloroplast
Listy Spenatu v grafu byly vystaveny vysokémustev o intenzit 350pumol kvant: m?- s v dusikaté
atmosfée po dobu 30 min a 60 min. List, ktery nebyl takbgponovan (Kontrola), vykazoval kvantovy
vytézek o hodnat 0,82 a o3éené listy po dobu 30 min a 60 min, 0,76 a 0,78mttopdadi. V pabehu
meieni byly listy vystaveny aktinickému & o intenzit 600pumol kvant- m™2- s, Kiivky zobrazujici
prabéh signalu pro listy vystaveny 30 min a 60 migtiv jsou posunuty néasové ose 0 10 s a 20 s v tomto

pofadi z divodu zamezeniipkryvu.

Vliv intenzivniho s¥tla je viditelny @i porovnani kivek v obradzku 21. Po aplikaci
saturgniho zablesku dojde krelaxaci zobrazené jako pogvopokles intenzity
fluorescence chlorofyla témei az k drovni Fy (efekt je viditelny v prvnich féch

saturg&nich zablescich, vizéas cca 0s-150s). Listy vystaveng&znym Udrovnim
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swtelného stresu maji tento pokles mnohem vygintj. k hodnat Fo se vrati mnohem
rychleji.

Z davodu nestalosti chloroplasjsem izolované chloroplasty pouzil pouze kam
po solé nasledujicim r&enim. Vzorek chloroplastpro Dual PAM fluorometr jsem
nacedil na vyslednou fbliznou koncentraci chlorofyl 15ug- mi™ a vzorek
pro FRR fluorometr na koncentraci desetkrat mgnai%pg - mi™. Do obou vzork jsem

piidal Methyl viologen, jenZ {sobi jako akceptor elektran(Ofallon and Wright 1991)
na vyslednou koncentraci 1Q@nol - mi™.
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Obrazek 22: Pribéh signalu fluorescence chlorofylu a u vzorku chigasti. Vzorek chloroplasi
ozna&eny jako kontrola byl fipraven zlist nevystavenych vysoké intenzitswtla. Zbylé vzorky
chloroplast byly pripraveny z lish vystavenych sstelnému z#eni o intenzi¢ 350umol kvant: m?2- s*
v dusikaté atmosfé po dobu 30 min a 60 min. Vzorek chloroplagfipraveny z list, které nebyly
vystaveny vysokému stlu, vykazoval kvantovy vy¥ek o hodnat 0,781 + 0,004, oSi&né listy po dobu
30 min a 60 min, 0,78 +0,02 a 0,77 £0,01 vtonparadi. V pfibéhu mnereni byly listy vystaveny
aktinickému s¥tlu o intenzit 600umol kvant: m2- s, Krivky zobrazujici piibeh signalu pro 30 min

a 60 min s¥tla jsou posunuty n&asové ose 0 10 s a 20 s, v tomtdgoid, z divodu zamezeniipkryvu.
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Z obrazku 22 je vidt, Ze u vSech #teni byl stimulovan proces NPQ, ktery byl
reversibilni ve tm. Vzorek, ktery jsem ffpravil z listi Spenatu oS&gnych s¥tlem
po dobu 60 minut, vykazoval mensi UuravidPQ a také Urowezotaveni ze zhasnutého
stavu byla vyrazt menSi. To mohlo byt Zigobeno fotoinhibici, kter4 pragpodobré
probéhla z divodu delSi doby vystaveni listvysSim hladinam s¥elného zé#eni,
nebo z dvodu vystaveni list Grovni neznamého stresiied jejich ziskanim, nebo dtitou
kombinaci obou. Ziodu pozvolné degradace vzorku izolovanych chl@sipl
dochézelo k poklesu hodnot kvantového ¢¥igi, coz se odrazilo na vysSi hodhot
smerodatné odchylky. Urowe nefotochemického zhaSeni (NPQ) je zobrazena

v obrazku 23.
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Obrazek 23: Pribéh udrovre NPQ (viz kapitola 5, rovnice (3)) ve vzorcich dfuplast.
MT

Jelikoz vzorky vystavené vysokémuétu se vyskytuji Wasténé zhaslém stavu, maji nizsi Uravéy
na za&atku neieni. Pro vypoet velikosti NPQ jsem pouzil upravené hodnéiy™" pomoci velikostiF,

ziskané z r¥eni vzorku kontrola, ktery nebyl vystaveré®inému stresu.

Z obrazku 23 je patrné, Ze vzorek vystavensteimému stresu po dobu 30 min ma

rychlejSi naiist Urovie NPQ. Dale u vzorku vystaveného po dobu 60 migtednému

e
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ve tme. Z obrazku 23 je také patrny jisty posun UroOWPQ ve tné na za&atku kKivek

zobrazujicich vzorky vystaven&zné Urovni swtelného stresu. Toto je &pobeno tim,
7e vzorky se jiz vyskytuji ve stavu, kde byla ho@ney" ve tmé snizena vlivem NPQ
a pro vypdet jsem tedy pouZil upravené hodndty™" ziskané na zatku experimentu

pied vystavenim vysokému&iu.

Pfi méreni pomoci fluorometru Dual PAM jsem simulténmétil vzorek pomoci
FRR fluorometru (viz kapitola 7.3). Pomoci tohotofisgroje jsem aplikoval
jedno-obréatkové zéblesky a ze ziskané kinetikyréisocence chlorofyla poté pomoci

fitovani matematickym modelem 2nil efektivni velikost antén fotosystému H)(
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Obrazek 24: Typicka kinetika fluorescence chlorofyduexcitované jedno—obratkovym zableskem
u izolovanych chloroplaét Jednotlivé kivky byly normalizované n#&, a Fy. Zobrazené induini kiivky
jsou z prvniho fipraveného vzorku. Graf A zobrazuje prvni bodiemi (v¢ase 0 s v obrazku 25), graf B
zobrazuje posledni bod &teny hem aplikace aktinického &a (v ¢ase 266 s v obrazku 25) a graf C

zobrazuje bod na koncigteni (véase 507 s v obrazku 25).

Z indulkenich kKivek nelze jednoduse vist jednotlivé parametry,igstoZze pibe¢h
kiivky vzorku vystaveného 30 min &elnému stresu je oprotifikce kontrolniho vzorku

chloroplastu posunuty nssové ose doprava, coz Znegtsi velikost antén. Po nafitovani
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matematickym modelem jsem ziskal kompletni Kkinetikumén velikosti antén

fotosystému Il
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Obrazek 25: Kinetika zn&€n velikosti 0. Vzorek byl stimulovan aktinickym stlem o intenzi
600umol kvant- m™?- s*. Nahlé zngny pred a po aplikaci aktinického &la ve velikosti jsou zfisobené

nedostaténym rozliSenim réfeni v daném mist(viz kapitola 8.3).

Po aplikaci aktinického s#la béhem protokolu v obrazku 25, doSlo k mirnému
poklesus. Vzorek vystaveny 60 min &telnému stresu v obrdzku 25 mé amavétsi o,
kterd je nejspiSe #pobena jiz vySe zménou fotoinhibici. Zanil jsem se nacast
s aktinickym sétlem a porovnal hodnoty s drovni NPQ. Porovnani zmbrazeno

v obrazku 26.
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Obrazek 26: Zavisloste na Urovni NPQ. Kontrola vykazuje gmici o velikosti —12,9, vzorek

vystaveny 30 min stelnému stresu —29,2 a vzorek vystaveny 60 métesvého stresu —3,6.

Z obrazku 26 je patrné, zZe rychlost&nw je ovliviéna Urovni setelného stresu.
JelikozZ i vystaveni listu stelnému stresu se list dostane do stavu, kdy peusbvano
NPQ, tak prvni bod vzorku oz&eného jako 30 min je posunuty na UmvBIPQ

o velikosti g@iblizné 0,1.

Pro detailni analyzu pigmanjsem nechal zgtit extrahované pigmenty ze vzark
izolovanych chloroplaét pomoci metody HPLC. Vysledny chromatogram je zoéma
v obrazku 27.
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Obrazek 27: Chromatogram ziskany z HPLC analyzy pigniexe vzorku Spenatu (kontrola).

Jednotlivé pigmenty zobrazené v grafu jsou: 1 netima2 violaxantin, 3 lutein, 4 chlorofyd, 5 chlorofyla,
6 B—karoten. Zeaxantin by se émeluovat hned fed luteinem ase okolo 15 minut a anteraxanting

okolo 12 minut.

Pfi analyze chromatograimpigmentu jsem nenaSel zndmky vyskytu zeaxantinu,
jenz by se il ve vzorku vyskytovat po jeho vystaveniéminému stresu. Chromatogramy

ostatnich vzork vypadaji stejit. Jednotliva absotmi spektra jsou zobrazena v obrazku 28.
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Obrazek 28: Absorgni spektra jednotlivych eluovanych frakci z HPLCjednotlivych grafech
jsou zobrazeny vinové délky lokalnich maxim, ktgrénozno porovnat s literaturou, a podle toh&tuyp

pigmentu.
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9 Diskuze

Pfi mefeni protokoh s vySSi intenzitou aktinického &la jsem si povSiml,
Ze dochazelo k vyraznému fétu o (viz obrazky 12 a 13). Jednim z moznych \#eni
je chyba pi aplikaci matematického modelu na experimentadatadPodl&lanku (Kolber,
Prasil et al. 1998) je model popisujici indok kiivky ziskané na aktinickém &tle jiny,
nez model popisujici inddhi kiivky ziskané ve t Jednim ZeSeni by mohla byt Uprava
fitovaciho modelu. Ale jelikoZ pro novy model bypbtieboval znat parametry velikosti
amplitud a rychlostnich konstantaQreoxidace, které jsem neéfi, zvolil jsem cestu
Gpravy ngficiho protokolu a to ifidanim kratké i{@d stovek ms) tmy ipd kazdy
jedno—obratkovy zablesk vidshu aplikace aktinického 8tla. Tato kratka,
pied zableskova adaptace vestRFA (anglicky: Pre Flash Adaptation), umoZznilaviesi
realkénich center, ktera byla zna aktinickym sétlem. Timto jsem zadil predpoklad,
Ze na z&atku nefeni jedno-obratkovou excitaci jsou vSechna ¢ehkentra otekend,
a Zze v piibéhu mefeni nedochazi k £ reoxidaci. Pro osfeni mého pedpokladu jsem
provedl porovnani gteni obou pistupi (protokol bez a s aplikaci PFA)ipriznych

intenzitach aktinického stla (viz obrazky 8 a 10).

Rozdil mezi hodnotami s a bez aplikace PFA jsowxyé pi méreni s aplikaci
oranzového aktinického &a. Fechody mezi jednotlivymi intenzitami oranZového
(617 nm) aktinického s¥la u nefeni bez PFA, zobrazené v obrazku 8, jsou néhlé
bez viditeIné spojitosti. Toto W@e byt vys¥étleno vzniklou chybou ip fitovani
nebo neznamym, velice rychlym procesem. Oproti tdradnoty ndteni s aplikaci PFA
jsou relativie stabilni, nebo vykazuji pozvolnou Znu zpisobenou jinym efektem,

u modrého (455 nm) aktinického&ha proces NPQ u vysSich intenzit (Kirilovsky 2007)

Body v obrazku 8 byly ziskany d&enim pomoci jedno—obratkové excitace
fluorescence chlorofyla, ukazka indu&nich kivek pro hodnotu
500pumol kvant m™?- s je zobrazena v obrazku 9. Odlignyilph indulkeéni kiivky
s a bez pouziti PFA, zobrazené v obrazku 9 prozZosan (617 nm) aktinické stlo ma
pro meieni bez aplikace PFA rychlejSi fat hodnoty fluorescence. Zaeplpokladu,
Ze [ metreni ve vzorku bez aplikace PFA bylciibé procento realnich center virznych
fazich reoxidace, efektivitar@davani exci@ni energie ze zaeného reakniho centra
na jiné otevené byla nizka, coz se odrazelo v nulové konektivitento efekt se
vyskytoval pouze id pouziti oranzového (617 nm) aktinickéhoétda pro ol barvy
meéticich ST zablesku.
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Timto experimentem jsem &l efekt aplikace PFA na vysledné hodnoty u sinic.
Pro dalSi mfeni jsem, pokud to bylo mozné, pouzival PFedb samotnou aplikaci

jedno—obréatkovych zablegk

S protokolem s PFA jsem praéiil proces stavovych fechodi v sinici
Synechocystis sfPCC 6803 WT-KIR a jejich mutantnich kniemeschopnych stavovych
prechodi, AApcD a AApcF (viz obrazky 12, 13, 14 a 15). Jak vidno zesmynFy°',
WT-KIR vykazuje stavovy fechod, a to ze stavu 2 na stav 1, gplikaci modrého
(455 nm) aktinického sla (viz obrazky 12 a 13, faze 2 a 4). Tento stgvpkechod je
charakterizovany néstem Fy°' (Mullineaux and Allen 1990). i® tomto stavovém
piechodu dochazi k mirnému pokles(viz obrazky 14 a 15, faze 2 a 4). Toto pozorovani
je vrozporu s fedpokladem, Ze ip stavovém pechodu ze stavu 2 na stav 1l dochazi
k namstu o (Kirilovsky, Kana et al. 2013). Tento ri&t bychom mnili pozorovat
v obrazku 15 faze 2 a 4, avSak kisiu nedoSlo. Stavovyigechod ze stavu 1 na stav 2
vyvolany oranzovym (617 nm) aktinickym&lem je charakterizovany poklesem hladiny
Fum®'. Stavové pechody zobrazené v kapitole knihy (Kirilovsky, Kaeizal. 2013) ukazuiji
takovyto pokles, avSak k &feni byly vyuzity mnoho—-obratkové pulzyémené pomoci
PAM fluorometru o délce 400 ms. &glnych podminek pro vyvolani stavovéh@ghodu
ze stavul na stav2 oranzovym (617 nm) aktinickygatlem jsem docilil
ve fazi 3 v obrazcich 12 a 13. Uravé ' zaznamenala vyrazny 1iét s naslednym
poklesem sledujici charakteristiku stavovéhifechodu zobrazenou v kapitole knihy
(Kirilovsky, Kana et al. 2013). P piechodu ze stavu 2 na stav 1 dochazi k reorganizaci
fykobilisoma, a to nahromathim okolo fotosystérnl. Z toho nizeme usuzovat, Ze dojde
ke snizenio, coZz je mozné vi&t v obrazku 15 ve fazi 3. Pokles je sice viditelny,
ale stabilizovana velikost je téin totoZzna se stabilizovanou velikosti ve fazi 2, tj.
ve stavu 1. Korelaci sFy>" jsem pozoroval avéak oprotiguipokladu s néfmo Gnérnou
zavislosti pi stavovém pechodu vyvolanému modrym (455 nm) aktinickymeteam
a s @imo uanernou zavislosti, avSak s minimalnimi &mami, pro stavovy igchod

vyvolany pomoci oranZového (617 nm).

Nahla zngna na z&atku jednotlivych sttelnych fazi (viz obrazky 14 a 15) se liSila
od podobného experimentu provedeného pomoci PABtdhaetrie zobrazené v kapitole
knihy (Kirilovsky, Kana et al. 2013). Proved!| jsgmnomeieni rychlé kinetiky v mistech
zmeény v aplikaci aktinického sila. Kinetiky zobrazené v obrazku 17 vykazuji

nea:ekavany, zato spojity pbeh. Vzhledem k tomu, Ze kazdy bodivky byl ziskan
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s novym vzorkem, spojitost kinetiky ¢hem gechodu mezi fazemi poukazuje

na biologicky proces a ne na artefakiigpbeny technikou #teni.

Déle jsem studoval zavislost mezi stimulaci NPQrapenou jako pohleBy° ao
u riznych druli (viz obrazky 18 a 19). iP porovnani pitbéhu zhaSeni fluorescence
u raiznych druli (viz obrazek 19 a tabulka 1) je patrné, Ze sedrédai. Druhy vykazujici
standardni fibch NPQ, tedy pokle$y>" pii stimulaci aktinickym sétlem a néasledny
narist ve fazi zotaveni, jsoGhromera Velia Eustigmatos spMonodopsis Subterranga
Nannochloropsis Oceanicaa chloroplasty Spenatu setého. U obou drudinice
Prochlorococcus Marinus nedoslo k vyraznému procesu NPQ@hlamydomonas

Reinhardtiivykazuje maly pokles ve velikogty°" (viz obrazek 19B)

Pribsh zmsn o (viz obrazek 19) do jisté miry korelujeFg>". Chlamydomonas
Reinhardtii vykazuje nezvykly pibéh o (viz obrazek 18B). Tento fp¢h na zdatku
sleduje pokles, ktery by odpovidal procesu NPQalkviblizné minutu po zaatku
stimulace aktinickym sstlem z&ne ¢ nafistat. Po skateni stimulace aktinickym stlem
dojde k pozvolnému poklesuna @ibliznou Urove jejiho stavu v jedné min&ipo za&atku
aktinického swtla. Tento péibéh naznéuje, Ze zde probiha jisty proces, ktery je
aktivovany silnym aktinickym sitlem a aktivni v jeho fibéhu aplikace. V praci (Allorent,
Tokutsu et al. 2013) popisuji proces NPQ jako spiojvou proce’s a to proces regulace
pH (Briantais, Vernotte et al. 1979) a proces stswb prechodi (Allen, Bennett et al.
1981). Data v praci (Allorent, Tokutsu et al. 2018)to kinetikaFy™' pti procesu NPQ,
nekoreluji s velikostiFy>" (viz obrazek 19B). Ve zmované praci mrbsh v oblasti
ozna&ované jako fazell a faze lll avSakdsténé odpovidd pibéhu znen o (viz
obrazek 18B).

V dalSi ¢asti jsem se za#hl na studium korelaces a NPQ u izolovanych
chloroplast, abych proviil vysledky (Belgio, Kapitonova et al. 2014) pomoeasi
metody detekce pomoci induknich Kivek fluorescence chlorofyla jedno—obratkovymi
zablesky. Nejprve jsem optimalizoval izolaci chiolasti. Metoda pro extrakci
chloroplast popsana v (Crouchman, Ruban et al. 2006) jeiscipena pro &Si objem
listt. Moje optimalizace spidvala ve snizeni mnoZstvi rostlinného materialugimiého
pro izolaci intaktnich chloroplast Optimalizovany postup nedosahoval stejné presizno

v homogenizaci, a proto Wek byl nizsi, ale pro nasledujicialy dost&ujici.
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Pro (tely porovnani jednotlivych metoddieni fluorescence chlorofyla pomoci
jedno—obratkovych a mnoho-obratkovych zablegkem zvazil jednotlivé moZnosti
nastaveni fistroji Dual PAM a FL3500-F fluorometru. Obgigtroje umoznovaly vyuZiti
modrého (460 nm) #ticiho i aktinického sitla vhodného pro anténni komplexy vysSich

rostlin (Croce, Cinque et al. 2000).

Biologicky material, listy Spenatu setého, pouZipro izolaci intaktnich
chloroplast jsem ziskaval z lokalniho supermarketu. Kontroitality jsem provad
dle hOant)FvlFM.

VysSi rostliny se chréani proti vysSi integziswtla pomoci fotoprotektivnich
mechaniznmi (Ruban and Horton 1994; Muller, Li et al. 2001pyaabranily poskozeni
fotosyntetického aparatu (Kok 1956). Jednim z fodtgktivnich mechanizinje NPQ.
NPQ se projevuje vyraznym zmensenim hodreiy''. Tento pokles jsem nepozoroval
ulisti Spenatu setého vystavené zvySenéreomsti ged neienim (viz obrdzek 21)

pro hodnotu F ™"

ze tmy, ani uvzorku izolovanych chloroplasfviz obrazek 22).
Rozdil jsem pozoroval az po zapnuti aktinickéhgilayprotokolu, kdy byl #ejmy rychlejsi
pokles F; aFy pro swtlem stresované vzorky (viz obrazek 21, popisovamydrym
obdélnikem). U list Spenéatu vystavenému 30 minugt®ného stresu (viz obrazek 21) je
viditelna rychlejsi relaxace po saténém mnoho—obratkovém pulzu z GravRy™' témst
na Urové Fo"', v porovnani s kontrolnim &fenim. Tento efekt jiz neni pozorovatelny
u meieni provedeném na vzorcich izolovanych chlorogiastystaveni lisk swtelnému
stresu patré dostaténé nestimulovalo proces NPQ. Mirny pokles naatku piibéhu
NPQ (viz obrazek 23, prvnfitbody) predstavuje stavovyipchod zfisobeny satugaimi
mnoho-obratkovymi pulzy. Bbéh NPQ na sgtle (viz obrazek 23, popisovany modrym
obdélnikem) sleduje charakteristicky @str s poklesem ve fazi relaxace. Sledoval jsem
podobnou urove NPQ pro vzorky izolovanych chloropléstystavenych 30 minutdm
swtelného swtlu s kontrolnim ndftenim. Rozdil jsem zaznamenal v rychlejSimusar
arovre NPQ oproti kontrolnimu ®&teni. Vzorek izolovanych chloropldistvystavenych

60 minutam s#telného stresu vykazoval znamky fotoinhibice.

Zmeény hodnot NPQ rrené metodou PAM jsem porovnal seénou hodnoto
meéiené metodou jedno—obratkovych zableskéhem s¥telné faze protokolu (viz
obrazky 23 a 25ast popsana modrym obdélnikem). Sledovany pokleg pribéhu
aktinického s¥tla (viz obrazek 25) neniiive popsany. Toto #iieni miZzeme porovnat

49



s mefenim provedeném v praci (Belgio, Kapitonova eR@ll4), které bylo také provedeno
na chloroplastech izolovanych z tisipenatu setého, nebo sisnim provedeném v praci
(Koblizek, Kaftan et al. 2001), které bylo provedetaké na zelenéase Desmodesmus
quadricauda (v praci ozna&ované jako Scenedesmus quadricajdaPrace (Belgio,
Kapitonova et al. 2014) byla provedena na chlosiplzh a vyuzivala jiné metodyereni
o, a to metody popsané v (Malkin, Armond et al. 0)984tera vyuZiva inhibitoru
3-(3,4—dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea (DCMU). Ten inhibitor se vaze
na plastochinon vazajici misto na D1 proteinu fggt&smu I, a tim zabtaje penosu
elektronu v elektronoveérretzci (Pfister, Steinback et al. 1981). Mnou prosréa nereni
vyuziva zgisobu FRR fluorometrie (viz (Kolber, Falkowski et #092)), kterym je mozné
mefit o v nativnim stavu bez pouziti DCMU. Totoige byt jeden zisodi rozdilu mezi
mymi vysledky alankem (Belgio, Kapitonova et al. 2014). Déale v méng praci nifenioc
nebylo provedenodnem aktinického sitla, ale azdsre po jeho vypnuti. Z mého &eni
(viz obrazek 25 ¥ase 270 s) je patrné, Ze po vypnuti aktinickéhlawochazi k velmi
rychlé reverzibili¢ o, tim mohou byt vysledky prace (Belgio, Kapitonoetaal. 2014)
ovlivnény. Experiment provedeny v praci (Koblizek, Kaftanal. 2001) na zeleni&se
Desmodesmus quadricaudg/uzival stejné techniky &eni ¢ po vypnuti aktinického
swtla metodou jedno-obratkovych zabléskV této praci ale ne#tili o v prabéhu
aktinického swtla, ale ped jeho zapnutim a po jeho skeni.

Data ziskanadhem s¥telné faze protokolu FFR fluorimetrie (viz obrazky a 25,
¢ast popsana modrym obdélnikem) jsem vyuZil procsteni korelace mez a NPQ (viz
obrazek 26). Nas Z#gob ngfeni umoiuje ziskat znéné mnozstvi bodl k vytvoreni
korelace. Ostatni prace (Koblizek, Kaftan et aD2®Belgio, Kapitonova et al. 2014) maiji
mnohem menSi get métenych bod a mereni v paibéhu svtla neni wibec gitomno.
V naSem FRR protokolu jsem tmy nutné pro udrZzeach§eaknich center fotosystému Il
v oteweném stavu docilil vypnutim aktinického ¢da na kratky okamzik (200 ms)
pied samotnym g&fenim. Toto mi dovolilo vytvieni korelaceo s Urovni NPQ.
Béhem aktinického sitla vysledky (viz obrazek 26), ukazuji Zny korelace protzné
vzorky. To lIze vyjaét smeérnici, kterd byla pro kontrolni &eni —12,9. Z4porna hodnota
zn&i, Ze dochazi k poklesy v pribéhu navySeni NPQ dnem ngticiho protokolu
na modrém sitle (viz kinetika v obrazku 25 a korelace v obra2@). Pro vzorek
vystaveny sdtelnému stresu po dobu 30 mirred meéienim byla srérnice -29,2.
Rychlost poklesu hodnoty byla tedy 2,3 krat &S3i v porovnani s kontrolnim &enim.
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Posledni vzorek, ktery jsem vystavil¢gsinému stresu po dobu 60 min jiZ nevykazoval
témef Zadnou korelaci. U tohoto vzorku nejspiSe dosfotainhibici zpisobené delSim
swtelnym stresem (Kok 1956; Aro, Virgin et al. 1993).

Pro owteni, zdali vzorek obsahuje navySené mnoZstvi degpeanych xantofyl,
které by mohly souviset s korelaci kontrolniho arkam vystaveného 30 min &elnému
stresu (viz obrazky 23 a 26) jsem pgiih pigmenty pomoci HPLC. Vysledky HPLC
ale neukazaly Zadnou 2mu epoxidace xantof§l P¥i méreni listi (viz obrazek 21) jsem
pozoroval efekt, rychlejSi relaxace signalu fluomse chlorofylla po aplikaci
saturgniho zablesk, ktery nuze ukazat, Ze vzorek obsahuje vySSi mnozstvi
deepoxidovanych xantofyl Tento efekt jsem ale uz nepozoroval giemi provedeném
na vzorku izolovanych chloropldst(viz obrazek 22). Toto spolu sthenim z HPLC
ukazuje, Ze mohlo dojit k epoxidaci zeaxantingtzpa violaxantin v prbéhu izolace
intaktnich chloroplast i kdyZz samotna izolace byla provedena velmi rgclibkolo
10 min).
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10 Zavér

Optimalizoval jsem metodu ¢teni efektivni velikosti sstlosbérnych antén PS I
() metodou jedno—obratkovych zabléska aktinickéem sitle, pridanim kratkodobé
adaptace ve ttn(PFA — Pre Flash Adaptation).

Prozkoumal jsem proces stavovydieghod: na siniciSynechocystis sp.CC 6803
a jejich mutantnich kmenechApcD a AApcF. Zjistil jsem, Ze p prechodu ze stavu 2
na stav 1 dochazi k némo Gn¥rné zavislosti mez aFy°>" a k fimo Gn¥rné zavislosti

pii pifechodu ze stavu 1 na stav 2.

Prozkoumal jsem rychlé zmy kinetiky o ve Skale msip zménach ve sstelnych
podminkach. Zjistil jsem, Ze vyrazné &my o v praibéhu zapnuti oranZzového aktinického

swtla maji fyziologicky charakter a nejedna se ofakengieni.

Pronefil jsem proces zhaSeni NPQiznych druli sinic a eukaryotickych druih
fas ze skupiny SAR. Zjistil jsem, Ze proces nefotmaitkého zhaSeni je rozdilny
pro mizné druhy a Ze &Sina druli vykazuje pimo Um¥rnou zavislost mezi aFy>"

s vyjimkouChlamydomonas Reinhardtktera vykazuje atypicky pbéh kinetikyo.

Prozkoumal jsem zémy ¢ a NPQ v plib¢hu aktinického sitla pro iizné swtlem
stresované vzorky izolovanych chloroptaspenatu. Tyto vysledky jsem porovnal a doSel
k zawru, Zzeos je neffimo untrnd NPQ, a Ze nefotoinhibujici &elny stres (vyvolany

30 min s¥telného oz#eni) tuto zavislost jeStzvySuje.
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12 Prilohy
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Piiloha 1: PorovnaniF,>" respektiveF®" u jednotlivych drub vystavenych aktinickému &tu
vyvolavajici proces NPQ. U vzork€hromera Veliajsem vyvolal proces NPQ pomoci oranzového
aktinického swtla o intenzig 500pumol kvant- m?- s s pouzitim PFA o délce 200 ms. Hiistigmatos sp.
Monodopsis  Subterranga Nannochloropsis Oceanica, Prochlorococcus MarinuMIT-9313
aProchlorococcus Marinu?CC-9511 jsem vyvolal proces NPQ pomoci modréhaniakeho s¥tla

1

o intenzit 200pumol kvant- m™?- st s pouzitim PFA o délce 500 ms. Qhlamydomonas Reinhardtii

a chloroplast Spenatu setého jsem vyvolal proces NPQ pomoci éhodaktinického sitla o intenzik
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1

600pumol kvant- m?-s* s pouzZitim PFA odélce 200 ms. HodnoBg>' respektive F>" u relaxace

chloroplast Spenatu setého jsem posunul 0 24 s, aby odpovégtdynim nsrenim.
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Ptiloha 2: Kinetika zngén p métenim fluorescence chlorofyl excitaci reaénich center modrymi

(A) a oranzovymi (B) jedno—obratkovymi zablesky.
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