systém s ndzvem We Speak Plantish. Byl
koncipovén jako plné robotizované pro-
stfedi pro péstovani rostlin, vybavené auto-
matizovanym zivlahovym systémem (viz
obr. 6). Rostliny v ném rostly v ¥izenych
podminkach, pfi¢emz vse probihalo zcela
bez lidského zasahu.

Jednotlivé rostliny byly pomoci doprav-
nikového systému (na vale¢kovém princi-
pu) pravidelné pifesouvany pod fluores-

Therefore, we claim

\
WE SPEAK
» PLANTISH!

cencni zobrazovaci jednotku. Tam byl na
velkoplo3né obrazovce promitan jejich fluo-
rescentn{ obraz, ktery odhaloval aktualni
fyziologicky stav. Ndvstévnici tak mohli
v redlném case sledovat, jak rostliny reagu-
ji napt. na tepelny stres cilené aplikovany
b&hem prezentace.

Projekt byl vyjimecény nejen technickou
drovni, ale i tim, Ze p¥istupnou formou uké-
zal, jak rostliny ,,mluvi“ prostfednictvim

Toméas Héjek

Fluorescence chlorofylu -
fyzikalni jev ve sluzbach
vyzkumu fotosyntézy

Zdaleka ne vsechno svétlo, které rostlina pohlti svou zeleni, je vyuzito ve foto-
syntéze. Nékdy jen zanedbatelnd, jindy prevladajici cast zachycené svételné
energie je preménéna na teplo. VZdy ale malou cast energie vyzari molekuly
chlorofylu okamzité zpét v podobé fluorescence. Aniz bychom to pouhym okem
zaznamenali, rostliny tak pres den vyzaruji slabé cervené svétlo, které ovsem
dokazeme zaznamenat pomoci fluorometri. Tim dostidvame do ruky Sikovny
nastroj umozinujici poodkryt, co se pri fotosyntéze déje, aniz bychom museli
s rostlinou manipulovat. V textu si ukdZeme zakladni predpoklady a praktické
aspekty méreni fluorescence chlorofylu, nebot jde o metodu pomérné dostupnou
a uzivatelsky velmi jednoduchou. Pfesto, anebo pravé proto ale nékdy svadi
k nespravnym ocekavanim nebo interpretacim. Nékteré terminy pouzité v textu
jsou vysvétleny ve slovniku na zaveér ¢lanku.

Chlorofylova fluorescence je jednoduchy
proces a jeho vyuZziti umoziiuje zkoumat,
jak rostliny provadéji fotosyntézu, tedy jak
efektivné vyuzivaji energii sluneéniho
svétla pro zabudovani oxidu uhli¢itého do
cukrti. Pom&héd ndm pochopit, jak reaguji
na své prostfedi, pfedevsim na béZné stre-
sové faktory, jakymi jsou nedostatek vody
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a Zivin, nizk4 nebo vysoka teplota, ptisobeni
toxint ¢i patogenti apod. (viz i pfedchozi
¢lanek na str. 166—169). Takovy stres byva
jest& umocnén svétlem, pro rostliny nepo-
stradatelnym zdrojem energie, zaroveri ale
nevyhnutelnym zdrojem dalsiho stresu.
Abychom pochopili, jak fluorescenci
chlorofylu prakticky vyuZit, musime si vy-
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svétla a jak jim diky modernim technolo-
gifm mutiZeme naslouchat i porozumsét.

Zavérem

Poznat a pochopit pribéh fotosyntézy
znamend porozumét samotnym zdkladtim
Zivota na Zemi. Bez tohoto mimotadného
procesu by neexistoval kyslik, atmosféra,
jakou zname, ani Zivot v celé jeho rozma-
nitosti. PfestoZe jsme v poslednich deseti-
letich vyrazné pokrodili, stale jsme jen na
prahu pochopeni viech jemnych mecha-
nismt fotosyntézy. Jsou nejen slozité, ale
i pfekvapivé pfizplisobivé — rtizné orga-
nismy dokaZou fotosyntézu provozovat za
extrémnich podminek, v temnych hloub-
kach oceént i v okoli aktivnich sopek.

A kdo vi —mozna jednoho dne vysleme
fotosyntetické organismy i na jiné planety,
tfeba do hornich vrstev atmosféry Venuse,
kde by mohly zacit pfetvatet jeji prostfedi
a vytvofit podminky vhodné pro Zivot.

Fotosyntéza nenfi jen klitem k pochope-
ni minulosti, ale i nadéj{ pro budoucnost.
AikdyZ je zivot aZ neuvéfitelné odolny,
zaroveni zustava kiehky a vzacny — stejné
jako svétlo, které ho udrzuje.

PouZitou literaturu uvadime na webové
strdnce Zivy.

svétlit jeji ptivod. I kdyZ miZe poslouzit pfi
zkoumani témér¥ jakychkoli fotosyntetizu-
jicich organismi, napf. mechd, fas, sinic
a lisejnikd, budeme v textu pro ndzornost
pracovat s listem. Cilem je seznamit od za-
¢atku s pomérné nesnadnym tématem a po-
skytnout stru¢nou p¥irucku pro zvladnuti
méfeni a interpretaci nejrozsifenéj$ich
fluorescenc¢nich parametrd.

Podstata chlorofylové fluorescence
Fluorescence je rozsifena vlastnost mnoha
organickych i anorganickych latek. Po za-
chyceni fotonu urcité vinové délky (urcité
energie) — excitaci — dojde po velice kratké
dobé k vyzéateni fotonu o delsi vinové dél-
ce (mensi energie) — emisi. Tuto vlastnost
maji i molekuly chlorofyld, které v chloro-
plastech rostlinnych bunék zachycujf vidi-
telné zafeni, pfedevsim v oblasti modrého
a Cerveného svétla, a emitujf fluorescenci
na rozhrani ¢erveného a blizkého infra-
¢erveného svétla (obr. 1). Chlorofyly maji
ve fotosyntetickém aparatu dvé role — po-
dileji se na zachytavani fotont ve svétlo-
sbérnych anténéch, koncentrujicich ener-
gii fotont do reak¢nich center fotosystému.
V téch jsou ulozeny molekuly chlorofylu
a, které energii dopadajicich fotoni absor-
buji, a tim excituji svtij elektron do vy3si
energetické hladiny. Neni-li excitovany
elektron vyuzit pro fotosyntézu (fotoche-
mii), ¢i neni-li jeho excitatni energie odve-
dena nefotochemickym zhéasenim v podo-
bé tepla (nefotochemii), okamzité (v fadu
nanosekund) se vraci na ptivodni energe-
tickou hladinu tim, Ze svou excita¢ni ener-
gii vyzari fluorescenci. A tuto autofluores-
cenci, konkrétné chlorofylu a v reakénim
centru fotosystému II (FS II), mtiZeme pak
experimentalné ovliviiovat, méfit a inter-
pretovat (obr. 2).
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Intenzita fluorescence tedy zavisi na
dvou konkuren¢nich procesech — foto-
chemické a nefotochemické formé vyuziti
energie. Pobézi-li fotosyntéza p¥i nizké
intenzité svétla (ozafenosti), bude vétsina
excitovanych elektront @¢inné vyuzita
fotochemickym zptisobem — pfedeviim
pro fixaci CO,. Mensi ¢ast excitacni energie
elektront bude nefotochemicky pfeméné-
na na teplo a jen mala ¢ast energie zistava
nevyuZita ani jednim z procest a je nako-
nec vyzarena jako fluorescence. Pokud vsak
bude rostlina vystavena pfimému sluneé¢ni-
mu zafeni, fotochemie nebude mit kapacitu
Géinné vyuzit excitované elektrony, vétsi-
nou pro nedostatek CO, anebo karboxylac-
nfho enzymu Rubisco v chloroplastu. Tim
vzristd t¢innost nefotochemickych déju
jako hlavniho ochranného mechanismu
pred prilisnou ozafenosti.

Jak ale mtiZeme méfenim samotné fluo-
rescence odvodit, jakd je i¢innost fotosyn-
tézy a konkurenc¢nich nefotochemickych
procesti? Tuto rovnici o dvou neznamych
vyfesime pomoci méfeni indukované fluo-
rescence s vyuzitim pulzné modulovaného
fluorometru. Méfeni pfitom nenf ruseno
okolnim svétlem, které také obsahuje cerve-
nou slozku, diky pouziti pfesné fizenych
(modulovanych) zdbleskt méficiho svétla.
Modulace umoziiuje selektivni detekci fluo-
rescence vyvolané (indukované) témito za-
blesky, a tim i¢inné oddéleni signdlu od
pozadi. V nasledujicich kapitolach si prak-
ticky vysvétlime, jak mohou vypadat métici
protokoly pro vy¢isleni t¢innost{ fotoche-
mickych a nefotochemickych procest.

Meéiime zakladni fluorescen¢ni pomeér
Budeme-li na list aklimatizovany na tmu
svitit slabym méficim svétlem, ziskame
hodnotu zakladni fluorescence (F,; obr. 3).
ProtoZe je intenzita méticiho svétla natolik
nizk4, Ze nerozproudi tok elektronti do foto-
syntézy, je fotochemické i nefotochemické
zhaseni nulové; molekuly plastochinonu,
které odebiraji excitovany elektron, jsou ne-
obsazené (oxidované). Kdyz poté list krat-
ce oz&fime satura¢nim zableskem, veskeré
plastochinony se nakrétko zasyt{ elektrony
(redukuji), ¢imZ se zablokuje tok elektronti
do fotosyntézy a dalsi excitované elektrony
nemohou takto uzaviené reakéni centrum
opustit. A protoZe k aktivaci nefotoche-
mickych procesti dochézi aZz po rozebéh-
nuti fotochemie, je vytézek fluorescence
v tuto chvili maximalni (F_). Samotné hod-
noty obou parametrti (F a F,) ani jejich
rozdil, tedy variabilni fluorescence (F,),
ném ale nic nefeknou. Je tfeba je sjednotit,
k ¢emuz vyuZivdme podil parametri F,
a F_; ty pak mizeme porovnavat mezi riiz-
nymi rostlinami nebo pod vlivem stresu.
Z vyse popsaného méfeni F a F, mtiZe-
me spocitat zakladni fluorescenéni pomér,
F /F_ (vypocet uvddime v pfehledu na kon-
ci ¢lanku). Jde o zdaleka nejpouzivanéjsi
fluorescen¢ni parametr, nejspis proto, Ze
k jeho zméteni sta¢i pouhd sekunda ¢i dvé.
Jeho velikost vypovid4 o maximalni kvan-
tové tcinnosti fotochemie FS II — vydis-
luje funkénost FS II bez vlivi naslednych
procest. Jeho hodnota je u nestresovanych
C, rostlin pfizptisobenych svételnym pod-
minkam asi 0,83, tedy 83 % absorbované-
ho svétla FS II miiZe vyuZit ve fotochemii,
zbytek se ztraci v podobé tepla a fluores-
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cence. U C, rostlin F,/F_ dosahuje asi 0,78
au bezcévnych rostlin (mecht, fas) to maze
byt je$té méné. Snizené hodnoty oproti ob-
vyklému maximu napovidaji, Ze je FS II
bud poskozen (projevi se nardstem F, anebo
poklesem F_), nebo ma aktivovany néjaky
ochranny mechanismus trvalého zhagenf,
napft. u pfezimujicich listt (projevi se pie-
devsim poklesem F ). Pokles F /F_ byva
doprovazen sniZzenim rychlosti fotosyntézy.
F /F_ dobfe koreluje s maximalni kvanto-
vou ucinnosti fotosyntézy, coz je métitko
toho, jak rychle se zvysuje rychlost foto-
syntézy s pfibyvajici ozafenosti (obr. 4d).
Jinak feceno, vyjadfuje mnoZstvi mola
uvolnéného kysliku nebo fixovaného oxi-
du uhli¢itého na mol absorbovanych foto-
nu pfi nizkych hladinach ozafenosti, kdy
je rychlost fotosyntézy limitovana pravé
pouze svétlem (obr. 4d). Maximdlni hod-
noty kolem 0,08 (8 %) znati, Ze je tfeba
alespon 1/0,08 = 13 fotonu (kvant) pro
uvolnéni/fixaci jedné molekuly O,/CO,.
Poskozenim FS I muZe i¢innost klesnout
napf. na 4 %, tedy potfeba fotont pro vy-
ménu jedné molekuly O,/CO, by stouplana
25 a to se projevi i poklesem F /F_ (obr. 4).

Velkou vyhodou méfeni F /F_ je jeho
rychlost. Lze tak jednim p¥istrojem zmé¥it
velké mnoZstvi rostlin. Vyrobci fluorometrii
dodéavaji sady zatemiiovacich kolicki — ty
se naklapnou na list, po pozadované dobé&
zatemnéni se do drzdku nasadi optika fluo-
rometru a otevie se zatemnovaci clona.
Drzak optiky zajistuje jeji neménnou pozici
vuci povrchu listu po celou dobu méfeni.
Kdyby se napt. mezi méfenim F, a F, optika
klistu pfibliZila, hodnotu F, ,atedyiF, /F
by to chybné navysilo. ZaleZi na okolnos-
tech, na jak dlouho méfeny list zatemnime.
Béhem zatemnéni se navysuje F tim, jak
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1V lahvicce je velmi zfedény extrakt
chlorofylu v acetonu (chlorofyl se dobte
rozpousti v organickych rozpoustédlech).
KdyZ na ni ve tmé posvitime modrym
svétlem, chlorofyl i pfes nizkou koncen-
traci témét veskeré svétlo absorbuje.
Protoze ale excitovany elektron v izolo-
vané molekule chlorofylu nema moznost
energii predat déle, vyzéii se zpét v podo-
bé tervené autofluorescence s maximem
emise pfi vlnové délce 685 nm.

2 Posvitime-li modrym svétlem na list,
1ze rovnéz fluorescenci spatfit, ale protoze
je chlorofyl souc¢ésti biochemickych
struktur, vyznamna ¢ast excita¢ni energie
se uplatni dfive, nez dojde k emisi
fluorescence, kterd je tak méné o¢ividna
(v krouzku), ovSem dobfe méritelna.

3 Schematizovany zaznam fluorescen-
ce typického méticiho protokolu. Cernou
barvou je zobrazena fluorescence vyvola-
né slabym méficim svétlem (F), modra
predstavuje fluorescenci pti aktinickém
svétle a Gervend fluorescenci vyvolanou
zablesky satura¢niho svétla (blize ve slov-
niku na konci ¢lanku). Méfeni zacina

s temnostné aklimatizovanym listem (A)
odectenim minimalni (F,) a maximalni
fluorescence (F, ), z nichZ mtZeme spoci-
tat variabilni fluorescenci F, (F_, - F,)

a zdkladni fluorescencéni pomér F /F
(zde mé hodnotu 0,80). Nasleduje zhaseci
analyza, kdy po zapnuti aktinického
svétla fluorescence (F) prudce vzroste

a obratem pomaleji klesa — zhasi se (B)
tim, jak se rozbihé fotosyntéza i nefoto-
chemické procesy a otevirdnim praduchti.
Zde doslo k ustaleni fluorescence (F)

i maximélni fluorescence na svétle (F )
po 8 minutdch (C). Obvykle az z téchto
ustdlenych parametri poc¢itime hodnoty
Gcéinnosti fotosystému II (FS II) na svétle
az F_alF, 'ivelikost nefotochemického
zhaseni NPQ. Po zhasnuti aktinického
svétla miZzeme v rdmci relaxaéni analyzy
sledovat, jak se postupné obnovuje maxi-
mélni fluorescence F_ " (D) tim, jak se nej-
diive deaktivuji nefotochemické procesy
(gE a qT) a pfipadné i vratnym poskoze-
nim FS II (fotoinhibici, qI). V nasem piipa-
dé doslo k obnoveni F_ aZ po ¢tyfech
hodinach temnostni relaxace (E).

4 Svételné kiivky fluorescen¢nich
parametra (obr. a—c) a hrubého fotosynte-
tického pfijmu CO, (d) zméfené u poros-
tu raseliniku bradavcitého (Sphagnum
papillosum), ktery byl plné nasycen
vodou. Se stoupajici intenzitou ozafenosti
klesa tc¢innost elektronového pienosu

v FS I (AF/F_)") s tim, jak se rozbihaji
nefotochemické procesy (NPQ), nebot
stale vétsi pocet fotond, které chlorofyl
absorbuje, nelze vyuzit (to 1ze zobrazit
jako plochy mezi ¢ervenou Sipkou a své-
telnou kfivkou). Vynasobime-li AF/F,'
hodnotou ozafenosti (na ose x), dostavéa-
me informaci o relativni rychlosti pfenosu
elektroni (b), kterd za urcitych podminek
koreluje s rychlosti fotosyntézy (d).

V nasem pfipadé se elektronovy trans-
port i fotosyntéza nasyti jiz pfi sttednich
ozéatenostech (Cerna sipka), coz je dano
predevsim nedostatkem CO,, protoZe
voda v mechovém porostu zna¢né zpo-
maluje rychlost jeho difuze k burikam.
Pri vys$sich ozafenostech vsak vidime,

ze elektronovy transport zrychluje.
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Je to tim, Ze se aktivuje alternativni spo-
trebic elektronti (zde asi kyslik v Mehle-
rove reakci, bliZze v textu), ¢imZ hodnota
elektronového toku pfestava byt predikto-
rem rychlosti fotosyntézy. Uz pomérné
nizka pocatecni strmost svételné k¥ivky
fotosyntézy (d), tedy hodnota jeji maxi-
malni kvantové Gc¢innosti (o = 0,04,
¢ervend $ipka) naznacuje néjaké trvalé
snizeni kapacity fotosyntézy pravé

na turovni FS II, coz potvrzuje sniZzena
hodnota F/F_ oproti potencidlnimu
maximu 0,83 (a). Je to pravdépodobné
déno trvalou pfitomnosti urcité miry
NPQ, kterd je u mecht bézna — zvladnout
stres je pro bezcévné rostliny dilezitéjsi
nez maximalizovat fotosyntézu.

5 Pomoci zobrazovaci fluorescence
chlorofylu lze sledovat rozlozeni fotosyn-
tézy v ploSe. V nasem piipadé v listech
javoru klenu (Acer pseudoplatanus) ode-
branych za horkého slune¢ného odpoled-
ne z oslunéné a odvracené strany stromu.
Pro kazdy z tisicti obrazovych bodt jsou
spocteny parametry F /F_, AF/F_'a NPQ
a jejich hodnota zobrazena pomoci barev-
né gkaly. RozloZeni F /F_ po 30minuto-
vém zatemnéni bylo v plose slunného
listu heterogenni a prameér 0,62 znaci
vyrazné snizeni vlivem fotoinhibice.
Zato stinny list za stejnou dobu zatemnéni
dokazal F /F_ relaxovat v celé plose

az k teoretickému maximu 0,83. RozloZeni
AF/F_'a NPQ po péti minutach pfi mirné
ozéatrenosti aktinickym svétlem odhalilo
skrytou prostorovou heterogenitu. To uka-
zuje na rozdilnou citlivost obou parametrd
vici riznym intenzitdm stresu. Proc¢ ale
nemuzeme zobrazit NPQ pro slunny list?
ProtoZe pro vypocet NPQ potiebujeme
znét plné relaxovanou hodnotu F_,
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kterd neni zatizena fotoinhibi¢ni slozkou
nefotochemického zhaseni qI (obr. 3).

V tomto konkrétnim pt¥ipadé byla relaxo-
vana hodnota F /F_ = 0,80 zméfena

az druhy den rno a jeji F, | by tak mohlo
byt dodate¢né pouzito k vyjadieni NPQ.

dochazi k odbouravani nefotochemického
zhaseni, které viak mtiZze mit ptivod ve vice
mechanismech s odlisnou dobou relaxace.
To si vysvétlime v kapitole Relaxa¢ni ana-
lyza. V praxi se aplikuje zatemnéni na ales-
poni 15 minut; v p¥ipadé takto kratkého
zatemnéni je tfeba dislednéji dodrzovat
stejny Cas zatemnén{ pro viechny méfené
rostliny. Opa¢nym pfistupem je vyuZiti pfi-
rozeného zatemnéni pfes noc s méfenim
pfed svitdnim — pak mame jistotu, Ze namé-
fend hodnota F_ je skute¢né maximalni.

Meéiime fluorescencni parametry

na svétle

Nevyhodou pouziti parametru F /F_ je
omezend interpretovatelnost pro rychlost
fotosyntézy, protoze p¥i méfeni je fixace
CO, nulova. Proto mtiZeme s méfenim fluo-
rescence pokracovat v aktinickém svétle
(blize ve slovniku). Na svétle se rozbihaji
fotochemické dé&je — rozproudi se pfenos
elektront p¥es FS II, aktivuji se fotosynte-
tické enzymy a pomalu se oteviraji pridu-
chy, aby zajistily pfisun CO,. Zaroven se
aktivuji ochranné nefotochemické proce-
byte¢né energie excitovaného elektronu
na neskodné teplo, které zprosttedkovava
karotenoidni barvivo zeaxantin ze skupiny
xantofyli. Tim zakonité klesa fluorescen-
ce —zh43{ se, coz oznacujeme jako Kautské-
ho jev (obr. 3). Zablesk satura¢niho svétla
vyvola v dany okamzik maximéln{ fluo-
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na intenzité aktinického svétla (obr. 4a).
Kdyz vynésobime té¢innost elektronového
pfenosu hodnotou ozafenosti, kterd byla
absorbovéna FS II, dostavdme informaci
o relativni rychlosti pfenosu elektront
FS II, RETR (Relative Electron Transport
Rate, obr. 4b), jejiZ hodnota byva dobfe
korelovéna s rychlosti asimilace CO,, tedy
vlastni fotosyntézou. I proto jsou AF/F_’
spolu s NPQ nejvyuzivanéj$imi parametry
kinetiky fluorescence chlorofylu na svétle;
AF/F_' mize do ur¢ité miry nahradit pfi-
strojové a Gasové naro¢néjsi gazometricka
méfeni fotosyntézy.

Fluorometry ¢asto umoziiuji nastavit in-
tenzitu aktinického zafeni, a tak prométit
tzv. svételné k¥ivky. S nartstajici ozafenos-
ti klesa uc¢innost elektronového pfenosu
(¢im vice svétla, tim vétsi podil nefotoche-
mie i fluorescence) a saturuje se rychlost
elektronového prenosu a zejména fotosyn-
tézy — zprvu rychly nérist se s p¥ibyvajici
ozéfenosti zpomaluje (obr. 4b). Narust foto-
syntézy se pro nedostatek CO, anebo enzy-
mu Rubisco zastavi (obr. 4d), ale elektro-
novy transport muze rust dédle, protoze
elektrony nemuseji slouzit pouze pro fixaci
CO.,,. Pfebytecné, a tedy nezddouci elektro-
ny mohou byt relativné bezpe¢né odcerpa-
ny i jinymi biochemickymi procesy, napft.
fotorespiraci nebo Mehlerovou reakci, pii
které elektrony odebira misto NADP mole-
kula kysliku. Takto vznikly kyslikovy radi-
kél je viak bezpecné zneskodnén jiz ptipra-
venym biochemickym aparatem (obr. 4b).

Relaxacni analyza

Po zhasnuti aktinického svétla mtzeme
jesté sledovat dynamiku obnovy fotosynte-
tického aparatu méfenim rychlosti, jakou
se obnovuje hodnota maximalni fluores-
cence ve tmé (F_ ", obr. 3). Umozni ndm to
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rozligit rychle a pomalu odeznivajic{ sloz-
ky NPQ. Zpodcétku se rychle odbouravé
nefotochemicky d¢inny pigment xantofy-
lového cyklu zeaxantin, pfedevsim byl-li
list pfedtim vystaven vys$si intenzité svétla.
Tuto slozku NPQ oznacujeme qE. Nasledu-
jici, ale nékdy nesnadno oddélitelnou sloz-
kou je qT, kterd souvisi s pfesunem c¢asti
svétlosbérnych antén mezi fotosystémy pii
relaxaci po vystaveni listu nizsi intenzité
svétla. V obr. 3 jsou obé slozky zndzornény
spole¢né prostfednictvim navyseni F_" po
(napt.) 15 minutach od zhasnut{ aktinic-
kého svétla. Delsi dobu relaxace vyzaduji
procesy spojené s vratnym, p¥ipadné i ne-
vratnym poskozenim FSII (fotoinhibici, kdy
je tfeba ¢ast fotosystému vytvofit znovu,
nebo aZ fotodestrukci). Tuto slozku ozna-
¢ujeme ql a lze ji znazornit jako rozdil mezi
F_" po (napf.) 15 minutadch ve tmé a F, plné
relaxovaného listu na za¢dtku protokolu.

Na zaveér

Zaméfili jsme se na nejpouzivanéjsi a nej-
univerzalngjsi protokol méfeni indukované
fluorescence chlorofylu, ktery mize za urci-
tych podminek i nahradit gazometricka
méfeni. Vedle této pomalé kinetiky fluo-
rescence dokazou dnesni fluorometry za-
znamendavat i rychlou kinetiku, odrézejici
pocatecni fotochemické reakce v FS II
béhem satura¢niho zablesku, kterym mé¥i-
me F_. Fluorescence totiZ béhem maxi-
malné sekundového méfeni narista v né-
kolika fazich s dobou trvani od desetin az
po stovky milisekund; podle kédu téchto
fazi byva analyza oznacovana jako OJIP.
Zéaznam pfinasi fadu specifickych para-
metru, jejichZ interpretace jde uz za cile
naseho ¢lanku.

Indukované fluorescence chlorofylu je
silny, citlivy a $iroce uplatnitelny nastroj
pro vyzkum rostlin. Jeji pfednost{ je, Ze
umoziuje rychle a nedestruktivné vyhod-
notit pfedevsim miru stresu, ktery se rychle
projevuje pravé na urovni fotosyntetické-
ho aparéatu. Nachazi vyuziti v Siroké skale
aplikac{ a podminek, od terénniho/labora-
tornfho a zdkladntho/aplikovaného vyzku-
mu aZ po monitorovani v zemé&dsélstvi, les-
nictvi i kvality vod.

Slovnik pojmii a parametru

o Aktinické svétlo aktivuje fotochemii, tedy
fotosyntézu. Jde v podstaté o viditelné zéfe-
ni o urd¢ité intenzité vyjadiené ozafenosti.
e Fotochemie, fotochemické zhasen{ exci-
tace elektronu v molekule chlorofylu je
proces, kdy elektron odchazi do elektron-
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6 Vykonny pfenosny fluorometr (vlevo
vzadu) vyuzivé svazku optickych vlaken,
ktera privadéji viechny typy svétel

na vzorek (zde vidime ¢ervené aktinické
svétlo) a zéroverni odvadéji vyzarenou fluo-
rescenci zpét k analyzatoru. Detailni pra-
béh méfeni miiZeme sledovat na pocitaci
nebo tabletu. Drzak (v popfedi) zajistuje
neménné umisténi optické sondy vuci
listu po celou dobu méfeni. Kapesni,
méné vykonné fluorometry bez vlaknové
optiky se ptikladaji pfimo na list.

7 Zobrazovaci fluorometr umoziiuje
zobrazovat plo$nou fluorescenci z celych
rostlin nebo jejich ¢asti (obr. 5). Lze jej
Gc¢inné vyuzit i k méfeni vétstho mnozstvi
vzorkt najednou, pro které se daji vy¢is-
lit fluorescenc¢ni parametry samostatnsg.
Mohou to byt napt. semendcky pfi selekci
mutaci ve §lechténi, stélky mech,
suspenze fas anebo, tak jako zde, listové
terciky. V8echny snimky a orig. T. Hajek

-transportniho fetézce, jehoz hlavnim cilem
je tvorba ATP a produkce NADPH vyuZitel-
né pii fixaci CO,, tedy fotosyntéza.

o Fotosystémy (FS) I a I jsou bilkovinné
komplexy obsahujici chlorofyly. V tylakoid-
nich membranach chloroplastt spolupra-
cuji v uvedeném potadi FS II a FS I na
zachytavani svételné energie pro jeji pre-
ménu na energii chemickou, potfebnou pro
zabudovani CO, do cukrii — fotosyntézu.
Vétsina fluorescence pochazi z FSII, ktery
je navic ndchylny k poskozeni, a dobfe tak
odrézi ptisobenf stresu.

e Mé¥ici svétlo je aplikovéano jako kratké
slabé zablesky v pfesné frekvenci, takze
nestaci k aktivaci fotosyntézy (nemé akti-
nicky efekt). Na svétle 1ze jim vyvolanou
fluorescenci odlisit od drovné ¢erveného
svétla v pozadi.

e Nefotochemie, nefotochemické zhase-
ni (NPQ) — excitace elektronu v molekule
chlorofylu, je proces zprosttedkovany pie-
devsim zeaxantinem, karotenoidnim bar-
vivem xantofylového cyklu. Tvorba zea-
xantinu je aktivovana svétlem za iéelem
odebirat nevyuzitelnou excitaéni energii
a pfeménit ji na neSkodné teplo dfive, nez
dojde k jejimu nezddoucimu pfenosu napt.
na kyslik, coZ mtiZe vyvolat oxidativni stres.
e Ozafrenost vyjadtuje hustotu fotonového
toku ve fotosynteticky aktivni, tedy i vidi-
telné &asti spektra. ProtoZe fotosyntéza je
kvantové povahy (jeden foton excituje je-
den elektron), energie (,,barva“) fotonu neni
pro fotochemické procesy vyznamn4. Proto
se ozafenost udava v molech fotoni (kvant)

172

dopadajicich na jednotku plochy (listu) za
jednotku ¢asu, nejéastéji v umol.m=2.s72.
Listy oto¢ené ke slunci mohou byt vysta-
veny ozafenosti az 2 000 umol.m=2.s71.

e Plastochinon je tzv. primédrnim elektrono-
vym akceptorem v FS II. V oxidované for-
mé (PQ) odebiré elektrony, které pak ve
své redukované formé PQH, (plastochinol)
transportuje dale do fotochemie, aby se zase
vratil jako PQ. PQ je tedy zhasec fluores-
cence, zatimco jeho nedostatek (nahroma-
dénim PQH,) fluorescenci zvysuje.

e Saturac¢ni zéblesk vysoké intenzity svétla
slouzi k tomu, aby na velmi kratkou dobu
plné uzaviel (saturoval) viechna reakéni
centra FS II. Tim se zastavi fotochemické
dé&je a veskera excitacni energie je bud od-
vedena do nefotochemie, nebo vyzafena
jako fluorescence. Diky tomu lze zmé¥it
maximalni drovern fluorescence za danych
podminek (F_, F_' ¢i F_") a vy¢islit Géin-
nosti fotochemickych a nefotochemickych
procest za danych svételnych podminek.
Satura¢ni zdblesk obvykle trva necelou
sekundu a ozafenost mtZze dosahovat
napf. 4 000 umol.m=2.s7? (listim ptizpiso-
benym na stin sta¢i méné, aby je zdblesk
neposkodil).

Prehled klicovych parametriu

oF /F_=(F —F,)/F, =maximilni kvan-
tova ucinnost fotochemie FS II, béZné
oznacovand ,,F, nad F_“nebo ,,F_ku F_*“.
e AF/F,'=F//F '=®PSIl=(F '-F)/F /=
aktualni kvantova dc¢innost fotochemie
FS II na svétle.

eNPQ=(F —-F)/F '=F, /F'—1=ne-
fotochemické zhaseni (ndzev parametru je
totozny s ndzvem mechanismu). Nabyva
hodnot mezi 0 a zhruba 10 (nejde tedy o vy-
jadfeni i¢innosti na $kéle 0-1 jako v pfipa-
dé obou fotochemickych parametri).

e qE, qT, qI — slozky nefotochemického
zhéseni relaxujici ve tmé& béhem zhruba 5,
20 a vice minut, 1ze vyjadtit jako rozdil NPQ
na svétle a NPQ) v ¢ase napf. 5 minut (qE),
jako rozdil mezi NPQ v ¢ase napf. 5 a 20 mi-
nut (qT) a jako NPQ v ¢ase napf. 20 minut
(gI). Jde o mirné zjednoduseni protokolu,
ktery nevyuzivd méfeni parametru F (blize
v seznamu literatury).

o RETR = AF/F, ' x ozé4fenost x 0,84 x 0,5 =
relativni rychlost pfenosu elektrond FSII.
Hodnoty 0,84 a 0,5 vychézeji z pfedpokla-
du, Ze jen 84 % fotont je pohlceno foto-
systémy a z nich polovina FS IL

Doporucenou literaturu najdete na webové
strance Zivy.

zZiva 4/2025

© Nakladatelstvi Academia, SSC AV CR, v. v. i., 2025. Pretisk &lanku véetné obrazk( se vyslovné zapovida. Veskera prava véetné prava reprodukce jsou vyhrazena.





