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1. Uvod

Fotosyntéza je vysoko komplexny proces, vktorom su zapojené mnohé
mechanizmy.  Priebeh  tohto  procesu sa spaja suz potvrdenymi a
existujicimi elektrickymi vlastnostami rastlin. Tieto vlastnosti su ovplyviiované
s transportom elektrénov a protéonov, ktory je zas spojeny s tvorbou ATP molekl,
cez membranu chloroplastov. Vo fotosystéme Il sa cely opis transportu elektronov zacina
procesom rozkladu vody.

Hlavnou témou diplomovej prace bude teda preskiimat’ spominané elektrické
signaly v rastlinach a ich mozné existujice vzajomné suvislosti. Pre splnenie vytycenych
ciel'ov bude potrebné vSetky signaly spravne premerat’, a neskor vo vysledkoch spracovat’
do linedrnych zavislosti. Pridanim abiotickych stresov, ako zvySovanie teploty a intenzity
do merani sa budeme snazit' zvyraznit' zavislosti. Takyto pristup mozZe priniest novy
pohl'ad na problematiku a nové spojitosti.

Presnejsi opis procesov fotosyntézy ndm umozni pokrokova metéda skimania.
V tejto metdde vyuzijeme pre naSe merania elektrickych signalov pristroj DUAL-PAM-
100, pomocou ktorého budeme osvetlovat vzorky listov Arabidopsis. Vyuzivanim
réznych komponentov zo spominaného pristroja budeme v experimentdlnej Casti
postupne prevadzat’ presné a efektivne merania zmien vo fotosyntetizujicom organizme.
Tato technika merania vyuZziva posuny v absorpénych spektrach rastlinnych pigmentov.
Uz v minulosti sa pozorovali osvetlenim vzoriek listov Arabidopsis najvac¢sie zmeny
absorbancie objavené pri vlnovej dizke 535 nm, ktoré izko stvisia s proton motorickou
silou.

Okrem posunov pri 535 nm mdzeme pozorovat’ zmeny fluorescencie chlorofylu,
ako indikatora efektivnosti konverzie energie vo fotosystémoch. S meraniami spomenutej
fluorescencie chlorofylu su spojené merania redoxného stavu P700. VSetky tri signaly
budu spracované vo vysledkoch a porovnané s publikovanymi pracami v Casti diskusie.
Na konci tejto prace st o€akavané pozitivne vysledky vo forme vzajomnych stvislosti

medzi signalmi.



2. Prehl'ad problematiky

2.1.Fotosyntéza a svetelna faza

Fotosyntéza je jeden znajdolezitejSich dejov v prirode, vdaka tomuto
jedinecnému deju mdézu na Zemi existovat’ chemotrofné organizmy. Energiu pre priebeh
poskytuje slne¢né ziarenie, ktoré zachytdvajii fotoreceptory (najméd rozne typy
chlorofylov doplnené o karotenoidy). Dalou skupinou zavislou od priebehu fotosyntézy
st aerObne organizmy. Pre aerdbne organizmy st najddlezitejSie molekuly kyslika
vyprodukované v priebehu svetelnej faze, ktoré sa vSak povazuji z nasho hl'adiska za
sekundarny produkt. Pocas svetelnej faze, inak sa nazyvajuca aj primarna faza, sa slnecna
energia vyuziva najmi na tvorbu makroergickych molekal ATP a NADPH. Vzniknuté
makroergické molekuly sa vyuzivaju v nasledujicej sekundarnej faze, a to konkrétne na
fixaciu molekul CO; v Calvin—Bensonovom cykle (CB cykle). V tejto praci sa zaoberame
procesmi pocas primarnej faze, prebiehajucimi na tylakoidnej membrane (TM) a v jej
blizkom okoli. Priebeh tejto faze je spojeny s tokom elektrénov, ¢i uz linedrnym alebo
cyklickym.

2.1.1. PMF

ATP molekuly v primérnej faze sa produkuji pomocou transmembranového
elektrochemického gradientu proténov (Apy+), ktory sa prave vyuziva pri praci
proténovych pump akou je aj ATP-syntaza (Junge a Witt 1968). Cely proces vysvetlil vo
svojej praci o chemiosmotickej hypotéze Peter Mitchell v roku 1961, za ktort neskor
ziskal Nobelovu cenu. Na spominany elektrochemicky gradient protonov sa pouziva skor
oznacenie ,,proton motive force (pmf). V chemiosmotickej teorii Mitchell popisuje pmf
skladajicu sa z dvoch hlavnych zloziek. Prva zlozka je elektricka (Ay) adruha je
chemicka (ApH). Ay odzrkadl'uje membranovy potencial a ApH vznika pri rozdielnej
koncentrécii i6nov medzi strémou a luménom. Obe zlozky st rovnako potrebné pre
sformovanie celkovej pmf. Vztah medzi elektrochemickym gradientom, pmf

a jednotlivymi zlozkami pmf vyjadruje nasledujuci vzorec:

pmf(my) = 25 = A +

22T ApH (1)

kde F je Faradayova konStanta, T je teplota a R je Boltzmanova konStanta (Mitchell P.
1961). V chloroplastoch v ustdlenom stave sa za prevladajicu zlozku povazuje ApH
(Martin a Ort 1982), okrem toho ma benefity pri fotoprotekcii a Gi¢innosti zberu svetla

v svetelnej faze (Tikhonov 2013).



Vsetky oxida¢no-redukéné zmeny pocas svetelnej reakcie fotosyntézy znazoriiuje
Z-schéma (obrazok 1). Na zaciatku Z-schémy (horna cast’ obrazku 1) je znazornené, ako
sa absorpciou fotdonov excituju molekuly chlorofylov, nachddzajice sa v anténach
fotosystému II (PSII). Spolu s oxida¢no—redukénymi zmenami naznacuje zmeny ich
redoxnych potencidlov (Em) v smere ku zapornym hodnotdm. Tato zmena E,, umozni
pocas nabojovej separacie prenos elektronov na nasledujuci prenasac, s viac kladnym En,.
Na zaciatku sa elektrony pochadzajuce zo Stiepenia vody prendsaju na PSII. Cely
nasledujtci prenos od PSII cez PSI, az napokon na molekuly NADP" je sice na obrazku

1 zobrazeny, ale nie je sicast'ou pdvodnej Z-schémy.
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Obrazok 1: Z-schema a znazornené zmeny redoxnych potencidlov. Prevzaté z Govindjee a kol
(2017).

2.1.2.Svetlozberné anténne komplexy

Svetlozberné anténne komplexy-light harvesting complexes (LHC) predstavuju
proteiny naviazané na molekuly pigmentov nachadzajlice sa v membréane chloroplastov.
Pri lepSom pohlade na tento komplex, LHC tvoria hydrofoébne alfa-helixy, ktoré
poskytuji nie¢o ako kostru pre naviazanie chlorofylov. Struktaru LHCI a LHCII
z eukaryotickych fotosyntetickych organizmov ndm wumoznili vysledky RTG

krystalografie (Hoffman a kol. 1987).



Molekuly chlorofylu st v tomto zoskupeni naviazané na LHC tak, aby boli
optimélne nasmerované voci dopadajicemu svetlu. Cely tento komplex je v membrane
d’alej naviazany na fotosystém I (PSI) a PSII, kde spolu vytvaraji vicsie proteinové
komplexy (LHCI a LHCII).

Spojenie PSII s LHC vytvoria proteinovy superkomplex PSII-LHCII. Vnutorna
Cast’ superkomplexu pozostdva zD; a D, proteinov, na ktorych sa nachadzaju
podjednotky vytvarajiice dimér PsbA-PsbD. Tento dimér je d’alej sparovany s anténnymi
chlorofylovymi proteinmi CP43 a CP47. Dalgie proteinové jednotky, ktoré st su¢astou
vonkajsej Casti superkomplexu sa oznacuji ako CP29 (Lhcb4), CP26 (Lhcb5) a CP24
(Lhcb6) (Green a Durnford 1996). Spolu s tymito proteinmi patria k vonkajSej Casti aj
Lhebl, Lhcb2 aLhcb3, ktoré moézu medzi sebou vytvarat heterotriméry ale aj
homotrimér. Tieto triméry maji na seba naviazané priblizne polovicu vSetkych molekul
chlorofylov v rastline, a st zdroveil najhojnejSie sa vyskytujucim proteinom na Zemi.

Cely superkomplex PSII-LHCII je uloZeny v grana, zatial o proteinovy
superkomplex zahfiiajici PSI je lokalizovany v stromélnych lameldch chloroplastov.
Samotné zlozenie LHCI a LHCII je dost’ odlisné v rozdielnom zastipeni pigmentov,
ktoré umozituj absorpciu svetla s inou vinovou dizkou.

V pripade nadmerného osvetlenia sa v rastlindch zapina proces disipiacie energie
vo forme tepla, nazyvajlici sa nefotochemické zhéasanie-nonphotochemical queching
(NPQ). NPQ predstavuje mechanizmus, ktorym sa rastliny chrania pred nadmernou
excitatnou energiou. Tento proces pomaha regulovat achranit fotosyntézu
v prostrediach, kde absorpcia svetelnej energie prevysuje kapacitu vyuzitia svetla. Prili$
nadmerné osvetlenie vedie ku produkcii Skodlivych reaktivnych foriem kyslika ako
vedl'ajsich produktov fotosyntézy (Miiller a kol. 2001). Proces je stimulovany vysokym
Apy+, zatial ¢o v luméne klesd pH nasleduje protonizacia LHC a d’alSej proteinovej
podjednotky PsbS vo PSII (Li a kol. 2000). Tento mechanizmus ma vel’ky vyznam pre
prezitie samotnej rastliny pri stresovych podmienkach, a okrem rastlin sa vyskytuje
takmer vo vSetkych fotosyntetickych eukaryotoch (Miiller a kol. 2001).

Pomocou LHC sa teda svetelnd energia v rastlindch zachytiva a absorbuje.
Absorbovana energia sa nasledne prenaSa rezonancnym prenosom a sustredi sa na
fotoreakéné centra PSI (RCI) a PSII (RCII). Energia sa spotrebuje na excitaciu
a uvolnenie elektréonov z primarnych donorov v PSI a PSII. Vyuzitie excitacnej energie
na rezonan¢ny prenos a d’alej na prenos elektrénov v TM nazyvame aj fotochemické

zhasanie (qP) (Miiller a kol. 2001).



2.2. Komplex vyvijajuci kyslik

Na zaciatku Z-schémy je ako prvy krok naznacena biologicka oxidacia molekuly
vody (obrazok 1). Vdaka tejto rozkladnej reakcii sa zacina opakujici sa prenos
elektronov na TM, a moZeme tiez komplex v ktorom oxidacia prebieha nazvat’ ako Water
Oxidising Complex (WOC). Pri oxidacii molekuly vody dochadza suc¢asne aj k uvolneniu
molekuly kyslika, a preto sa tento komplex tieZ oznacuje ako komplex vyvijajuci kyslik
Oxygen Evolving Complex (OEC) (Wilson a Jain 2018). OEC je umiestneny v TM na
lumendlnej strane a naviazany cez bo¢né aminokyselinové retazce na polypeptidy Di
a D proteinového komplexu PSII. Bo¢né retazce tvoria aminokyseliny ako histidin,
aspartat glutamat, alanin a tyrozin. V tomto komplexe je potrebné rozlozit’ dve molekuly
vody, pre tvorbu jednej molekuly kyslika, priCom oxidaciou sa uvol'nia do luménu aj Styri
protony vodika (H").

Dnes uz vieme, Ze suc¢astou OEC komplexu je manganovy klaster (MnsCaOs),
v ktorom cyklus rozkladu prebieha. Dalsi pokrok sa dosiahol pomocou metédy RTG
krystalografie, kedy sa podarilo urcit’ Strukturu tetra-mangan véapnikového komplexu
(Tsui a kol. 2013). Klaster je kubického tvaru, kde v rohoch st umiestnené idbny Mn a Ca,
zéarove stabilizované cez idny kyslika. Ca sa tam nachadza v oxidaénom stupni ako Ca?*
a Mn meni svoje oxida¢né stupne od Mn?" po Mn®>* (De Causmaecker a kol. 2019).

Spominany velky rozsah oxida¢nych stavov Mn napomaha rozkladu vody, ktory
prebieha v sériach po sebe nasledujucich krokoch, tieto kroky sa nazyvaju spoloénym
nazvom S-stavy. Z So stavu do S; stavu je Mn?* oxidovany na Mn** a elektron prechadza
na molekulu chlorofylu v RCII (P680%). Zo stavu S; do stavu S» dochadza ku d’alsej
redoxnej reakcii Mn** prechadza do stavu Mn*" a elektron sa presunie opét’ na P680". Zo
stavu S> do stavu S3 sa elektrony prenasaji na P680 a Mn prechadza do oxida¢ného stavu
Mn>*. Elektrony z kazdého kroku prechadzaju na P680" cez tyrozinovy zvySok (Yz),
ktory je sucastou PSII . Yz je konkrétnejSie sti¢astou D; proteinu oznacujuci sa aj ako
Di-Tyrl61, ktory ako akceptor elektronov musi vytvorit’ kratku vodikovu vizbu s Di-
His190 (Kawashima a kol. 2018). Elektrony po presune z Yz na P680" vytvoria P680
a Yz'. Az pri poslednom kroku z Sz do stavu S4 sa naviaze molekula vody, a nakoniec pri
prechode zo stavu S4 stavu do So stavu sa sformuje molekula kyslika pri rozklade vody,
kde elektrony z rozkladu vody zredukuji Mn na povodny stav a vSetko samoZze opakovat’

znova. Mnozstvo redoxnych stavov, a zdroven distribucia valencnych a spinovych



elektréonov v mangénovej Strukture za pomoci komplexnych interakcii medzi Styrmi
mangéanmi urcuju elektrické vlastnosti OEC.

Vel'mi dolezita rolu pri rozklade vody v OEC hré vysoky Em P680 oproti niz§iemu
Em Yz, ktory zaroven funguje ako hnacia sila pri priebehu S-stavov. Rastice hodnoty En
od S-stavov ku RCII, sposobuju l'ahky prenos elektronov v smere na P680 (obrazok 1).

2.3. Fotosystém II

V PSII sa za primarny donor elektrénov povazuje dimér molekual P680.
Nasledujucim akceptorom v ret’azci je feofytin (Pheo) a za nim chinén A (Qa). Pheo a Qa
su pevne naviazané na polypeptid Di, respektive D>. Pheo a Qa st zndme ako
jednoelektronové akceptory. Primarne elektrogénne reakcie v PSII st ndbojové separicie,
pri ktorych sa redukuje Pheo na Pheo” avytvori sa oxidovany primdrny donor
P680". Nasledujuci prenos elektronov tzv. nabojova stabilizacia, vedie ku vytvorenie
d’alsieho radikalového paru P680°Qj,. Nasledne sa P680" spitne redukuje darovanim
elektronov z Yz (Jeans kol. 2002).

Kone¢nym akceptorom v PSII je chindn B (Qg), ktory sa redukuje postupne
najskor na formu plastosemichinénu (Qg ). Pocas nasledného fotochemického obratu Qg
prijima druhy elektrén z novovzniknutého Q,. Qs je na rozdiel od Qa dvojelektronovy
akceptor, takze uplne redukovany je az prijatim dvoch elektronov na formu Q. Cely
proces dvojelektronového akceptora sa nazyva aj model dvojelektronovej brany. Forma
Q% prijima dva protény vodika zo strémy a vznika neutrdlna forma plastochinénu QgH,,
ktord je vol'ne naviazana v Qg-kapse na polypeptide D1 vo PSII (Saito a kol. 2013). QgH,
sa uvol'ni z Qp-kapsy, ktora sa znova naplni oxidovanou formou molekuly plastochinénu
(PQ) z PQ-pool, ¢im sa z molekuly stane Qg. Prenosu medzi Qa a Qg napomaha kation
zeleza, ktory je sucastou proteinovej Struktury PSII (Vass a kol. 1995). Molekula QgH,
uvolnena z PSII do objemu TM sa potom oznacuje ako plastochinol, PQH>, a stdva sa
sucast’ou PQ-poolu.

Okrem spomenutej vetvy Yz a Pheo umiestnenych na Di, existuje eSte aj vetva
Yp a Pheo umiestnené na D>, ktoré sa vSak nezicastnia aktivneho prenosu elektronov.
PSII je v celom prenose povazovany za centralne dolezity a pouziva sa prentho aj ndzov

svetelne riadend voda-plastochindnova oxidoreduktdza (De Causmacker a kol. 2019).



2.4. Plastochindn a cytochrom be/f

Prenos elektronov z PSII na PSI je prepojeny pomocou oligomérneho
integralneho proteinu cytochrému be/f (cyt be/f), ktory je zobrazeny na obrazku 2. Cyt be/f
je popisovany ako prostrednik v prenose, preto sa pretho pouziva aj ndzov ako
plastochinol-plastocyaninova oxidoreduktdza (Hurt akol. 1983). Pri ucasti na
elektronovom transporte sa cyt bef uUcastni aj prenosu H® zo stromy do luménu.

Katalyticku funkciu v cyt be/f zabezpecujt Styri redoxné centra: Rieskeho zeleznato-sirne
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Obrazok 2: Prenos elektronov v TM pocas svetelnej fazy fotosyntézy veduci k vzniku
NADPH. Zelené Sipky zobrazuju linearny transport elektronov a modré Sipky cyklicky
transport elektronov. Ruzove Sipky zobrazuju Q-cyklus cytochromu bg/f. Je zobrazena
aj redukcia kyslika a thioredoxinov (Thr) a tvorba ATP pomocou ATPsyntazy. VyuZitie
NADPH, ATP a redukovanych thioredoxinov v CB cykle, odstranenim zredukovaného
kyslika v cykle voda-voda a transport katiénov Ca’’, K* do strémy a aniénv CI' do
luménu. Zdroj: Lazar D., pouzité s povolenim.

centrum (Fe»Sz), dve hemové jednotky cyt bs (nizkopotencidlovy hem bl a
vysokopotencialovy hem bY), a nakoniec hem typu f (cyt f). Okrem tychto hemovych
Struktur je tu eSte treti hem typu c, ktory je kovalentne naviazany na cyt bs. Samotny cyt
bet obsahuje dve vdzobné miesta Qo a Qi. Qo je situované blizko Rieskeho proteinu, Q;
sa nachddza na stromalnej strane komplexu blizko hemu c (Tikhonov 2018).
Elektrénovy transport z PSII na cyt bef sa uskutoCfiuje prostrednictvom
mobilného prendsaca PQ. Na cyt be/f sa naviaze PQH>. PQH>, ktord sa spitne oxiduje

predanim elektronov na cyt be/f po naviazani na mieste Qo. V tomto mieste dochadza ku



oxidacii PQHb», a stiGasne dochadza ku prenosu dvoch H*. Dvojelektronova oxidacia
PQH: v Qo mieste, jeden elektron je nasmerovany z PQH» cez vysokopotencidlovi vetvu,
ktora obsahuje Rieskeho protein a hem fna cyt f. Rieskeho protein obsahuje kation Zeleza
Fe**, ktory sa prijatim elektronu zredukuje a zmeni svoj oxidaény stupei na Fe?* (Gurbiel
a kol. 1996).

Druhy elektron sa prenasa cez nizkopotencidlovl vetvu, nasmerovany zredukovat’
PQ v druhom vézobnom mieste Q; na stromalnej strane. Akonahle sa v mieste Q;
zredukuje PQ dvoma elektronmi, st dva protéony prevzaté zo stromy. Vzniknutd
protonovand PQH; molekula disociuje z Q; miesta a moZze sa naviazat’' na Qo miesto. Cely
tento cyklus, ktory opisal aj Peter Mitchell (1976), sa nazyva aj tzv.Q-cyklus (obrazok 2).
Prave oxidacia PQH; komplexom cyt be/f na mieste Qo sa povazuje za krok obmedzujtci
rychlost’ v intersystémovom retazci transportu elektronov. V mieste cyt be/f sa nachadza
aj regulacia tohto intersystémového prenosu elektronov, vznikajuca pri svetelne
indukovanej acidifikacii luménu. Pri acidifikacii luménu sa znizuje pH, ¢o spomal’uje a
znizuje oxidaciu PQH2 na cyt be/f. Tento efekt sa nazyva ,,backpreassure® efekt (Kooten
a kol. 1986, Foyer a kol. 1990).

Mnozstvo molekul PQ, ktoré spajaji PSII a cyt be/f je ovel'a vicsie, ako mnozstvo
PSI a PSII nerovnomerne rozmiestnenych po TM (Stiehl a Witt 1969). Rychlost’ obratu
PQ je urc¢ena redukciou PQ na PQH>, ndslednou disocidciou z PSII a oxiddciou v mieste
Qo. Redukcia PQ, disociécia a difuzia na cyt be/f prebieha rychlejsie ako oxidacia PQH»
po jeho naviazani na cyt bef (Tikhonov a kol. 1984).

2.4.1.Plastocyanin

V elektronovom transportnom ret’azci (ETC) je cyt be/f prepojeny s PSI pomocou
plastocyaninu (Pc). Pc predstavuje donor elektronov pre PSI, a zaroven predstavuje
protein difundujtci v luméne. Mobilny proteinovy prenasa¢ Pc prijme elektron cez cyt f,
pomocou ktorého sa zredukuje i6n medi v Pc Struktire (Pc’). I6n medi zmeni
svoj oxida¢ny stupefi z Cu®* na oxida¢ny stupefi Cu*. Po prvom kontakte medzi Pc a cyt
bef funguje mechanizmus reakcie tak, zZe po pociatocnom elektrostatickom vedeni
a kontakte nasleduje nepolarna interakcia. Interakcia umozni pohyb Pc na povrchu cyt
be/f, a to zaroven zabezpeci priblizenie medi do hému (Pearson a kol. 1996). Lateralna
diftizia redukovaného Pc” v luméne a prenos elektronu na oxidované RCI, nelimituju

samotny elektronovy transport medzi PSII a PSI. Toto zistenie je prezentované



rychlejSim prenosom elektronov z Pc”na RCI ako elektronovy prenos z PSII na Pc cez
PQ-pool a cyt be/f (Witt a kol. 1979).
2.5. Fotosystém I

PSI predstavuje pigment-proteinovy komplex skladajici sa z viacerych
podjednotiek. Oznacuje sa aj ako svetlom riadend oxidoreduktdza, pritomnd vo
fotosyntetickych siniciach, riasach a vy$Sich rastlinach (Albertson 2001). Jadro PSI
obsahuje $pecialny par molekal chlorofylov (Chlia, Chlig) umiestnené na rozhrani
podjednotiek PsaA a PsaB, vytvérajice RCI pomenované ako P700. P700 predstavuje
primarny elektrénovy donor, a zaroveii jeho svetlom riadend excitdcia (vznik P7007)
vyvoldva nabojovll separaciu v tomto proteinovom komplexe. P700" daruje elektrony
primarnemu akceptorovi v retazci (Chlza, Chlzg). Na akceptorovej strane PSI sa prenos
elektronov rozdeluje do dvoch symetrickych vetiev, pricom kazda vetva obsahuje
molekuly chlorofylov a jeden fylochindn (A1a alebo Aig). Tieto dve symetrické vetvy sa
neskor zbiehaji ku spolocnému akceptorovi Fx, ktory predstavuje jeden z
troch Zeleznato-sirnych redoxnych centier [FeS]s4 vo PSI. Je experimentalne dokdzané, ze
pri prenose elektronov sa preferuje skor vetva A. Prenos elektronov vystupujucich z Fx
pokracuje az do dvoch poslednych redoxnych centier Fa a Fg, ktoré st naviazané na
podjednotku PsaC (Ritherford a Setif 1990). Podjednotka PsaC spolu s d’al§Simi dvoma
podjednotkami PsaD a PsaE predstavuji tzv.stromalny hreben, ktory prispieva ku
stabilizacii a viazaniu ferredoxinu (Fd) ku PSI (Setif a kol. 2002). Centra klastrov Fa a
Fg predstavuju termindlne akceptory, pred prenosom na Fd.

V PSI sa vyskytuji dva elektrogénne kroky spojené s transportom elektronov
z chlorofylu P700 ku akceptorom Ao a Ai. Pomocou fotovoltaickej techniky bol
namerany ich vyskyt v ase desiatok pikosekund po excitacii (Giera a kol. 2010). Pricom
druhy elektrogénny krok sa vyskytuje medzi komponentmi Fa a F.

Meraniami redoxného stavu zloziek elektronového ret'azca ukazalo, Ze regulacia
dochadza zrejme na urovni cyt be/f, a najpravdepodobnejsie je to v kroku oxidacie PQHo>,
pomocou uz spomenutého ,,backpressure* efektu (Vankooten a kol. 1986). Tento krok je
citlivy na pH tylakoidného luménu, a preto tvorba ApH mdze viest’ ku spomaleniu toku

elektronov cez cyt bef.



2.5.1.Ferredoxin

Kone¢nym akceptorom v PSI je Fd, rozpustny elektronovy transportny protein
obsahujuci Zeleznato-sirne aktivne centrum. Centrum je napojené na postranné retazce
cysteinovych zvyskov v PSI (Fukuyama akol. 1980). Fe-S klaster ja d’alej obaleny
hydrofébnou naplast’ou a nabitymi zvySkami kyseliny glutdmovej a asparagovej (Hurley
a kol. 1999).

Vizba medzi Fd a PSI je prechodnd a nevyhnutné pre rychlu redukciu pomocou
PSI, ¢o umoznuje vysoky obrat reakcie. Tato vidzba je zalozend hlavne na
elektrostatickych interakcidch, ktoré zahfiaju pozitivne nabité aminokyseliny (AMK)
umiestnené v podjednotkdch PSI a negativne nabit¢é AMK na povrchu Fd. Pozitivne
nabité AMK, ktoré su pritomné v podjednotkach PsaA, PsaC, PsaD a PsaF. Experimenty
ukdzali iba jednu zasaditt AMK na Fd a to arginin, ktor4 sidli na povrchu rozhrania Fd a
podjednotky PsaE, ktora nie je vzdy zapojena do interakcii. Z tohto zistenia vyplyva, Ze
arginin moze byt zapojeny do disociacie Fd od PSI po jeho redukcii, ¢o ul'ah¢uje nasledne
tvorbu komplexu Fd-FNR (Caspy a kol. 2020).

2.5.2.Transportné drahy elektronov

Pocas prenosu elektronov v ETC, zahfiiajlci aj tok cez PSI, sa elektrony primérne
prestvaji z OEC na NADP". Hlavnym cielom je zredukovat’ tieto molekuly a vytvorit
molekuly NADPH, ktor¢ d’alej vstupuju do CB cyklu. Tento proces elektronov sa nazyva
linedrny elektronovy transport (LET), uskuto¢niujtici sa prostrednictvom troch hlavnych
transmembranovych proteinovych komplexov ako PSII, cyt bg/f a PSI. LET nie je vSak
jedind draha vznikajuca v rastlindich pri ETC. Pomocou LET sa pravdepodobne
negeneruje dostatocné mnozstvo ATP molekul, ktoré su d’al§$im hlavnym produktom
svetelnej faze, a preto vyrovnaniu napomaha cyklicky elektronovy transport (CET).
Tento osobitny pripad cyklu elektronov zahfiia zo spomenutych komplexov len PSI a cyt
bef, pricom oba transporty s spojené s generovanim Auy+ (Joliot a Joliot 2006).

CET ma sice relativne maly prispevok ku vzniku ApH, aj napriek tomu to staci ku
vzniku ATP molekul audrzaniu rovnovdhy medzi ATP/NADPH. CET sa zéaroven
zvySuje pri silnom osvetleni, kde vytvoreny rozdiel koncentracie protonov na stranich
TM ovplyviiuje spustenie NPQ v anténach PSII. Tento tok elektrénov sa povazuje za
ur¢itu efektivnu odozvu na vykyvy svetelnej intenzity, €o zaroven zabrafuje

fotosyntetickému poskodeniu v chloroplastoch (Suorsa a kol. 2012).
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Hypotéza podla ktorej funguje prenos v CET navrhuje prepojenie pomocou
vézbového miesta pre Fd na cyt bef (Johnson 2011). Experimenty poukazali presne;jsi
postup fungovania prepojenia, v ktorom priebehu je zapojeny kl'icovy enzym nazyvany
ferredoxin-plastochindn-reduktaza (FQR). FQR predstavuje proteinovy komplex, ktory
sprostredkuje prepojenie v CET, konkrétne cestu elektronov z Fd  na Q; miesto v Struktire
cyt be/f. FQR obsahuje vo svojej Struktire PGRL1 a PGRS proteiny, ktoré napoméhaja
pri akceptacii elektronov z Fd-, neskor redukujice PQ (Hertle a kol. 2013). Obidva
spomenuté proteiny st zapojené v CET, atym padom sa zapdjaji tiez do procesu
fotoprotekcie v chloroplastoch. Opisany CET je hlavny cyklus, pricom existuju aj d’alSie
typy hrajiice minoritnu rolu.

V LET cykle sa napojenie enzymu na cyt bef nepopisuje, ale elektrony st
prednostne prenasané z Fd- na NADP* (Johnson 2011). Na zaver mézeme povedat’, Ze
LET by nedokazal urcite fungovat’ bez CET, pomocou ktoré¢ho sa udrzuje spravny pomer
medzi ATP a NADPH. Ak by tito spoluprica nefungovala tak by dochadzalo
k nadmernej akumulédcii NADPH v strome. CET je preto nevyhnutny proces pre zvysenie
kyslosti luménu a zaroveil chrani stromu pred nadmernou redukciou prispievanim

k syntéze ATP.

2.6. Ferredoxin-NADP+*reduktaza

V poslednom kroku LET elektronov sa objavuje ferredoxin-NADP* reduktaza
(FNR). Enzym FNR obsahuje flavin adenin dinukleotid (FAD) a dokéze sa redukovat’ az
pomocou dvoch elektronov, ktoré nasledne prenesie na terminalny akceptor molekulu
NADP". Fd pri kazdom obrate dopravi len jeden elektron, a preto pre Gplna redukciu sa
musia naviazat dve Fd (Aliverti a kol. 1994). Napojenie Fd na FNR a vytvorenie
komplexu zavisi od interakcii medzi prevazne negativne nabitymi boénymi retazcami v
Fd a prevazne pozitivne nabité bo¢né retazce argininu a lyzinu v Struktire FNR. Okrem
Struktary hra dolezity faktor aj afinita, ktora je pre FNR ku redukovanému Fd asi 30-krat
vyssia ako ku oxidovanému (Batie a Kamin 1984).

Fotosynteticky transport elektronov produkuje redukénu silu, ktortt vyuzivaja
rdzne enzymy zapojené do chloroplastov aj do bunkového metabolizmu. Fotosyntetické
elektrony st primarne distribuované do drahy LET, ktorej hlavnym produktom su
molekuly NADPH. V TM sa nachéadza protein nazyvany TROL, ktory funguje pri tejto
LET ceste v prenose ako membranova kotva pre FNR. N-koniec proteinu je zaloZzeny na

sekvencii, ktord smeruje import tohto proteinu prelozeného cytosolom do chloroplastov.
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TROL sa inkorporuje do chloroplastovej membrany pomocou svojich dvoch
transmembranovych helixov, ktoré¢ obklopujl centralne umiestnenti neaktivnu doménu.
C-koniec ostdva v strome a pozostava z domény viazucej FNR. N-koniec FNR je
zodpovedny za asociaciu FNR s r6znymi komplexmi (Juric a kol. 2009).

Podobny komplex, aky vytvara FNR s TROL vytvara aj s proteinom Tic62.
Komplexy sa nepodielaju na fotosyntetickom prenose elektronov, ale su regulované
svetelnymi signalmi a stromalnym pH (Benz a kol. 2009). Tic62 je sucastou interakcii
vo vnutornom obale chloroplastu sprostredkovana C-koncovou doménou, ktora obsahuje
opakovania bohaté na prolin a serin. Benz a kol. navrhli model v ktorom sa vic¢Sina
chloroplastovych FNR viaze na TM, prave prostrednictvom Tic62 a TROL. V obdobiach
tmy stabilizuji enzym FNR pocas fotosyntetickej ne€innosti, zatial' co pod vplyvom
svetla sa FNR uvolfiuje do stromy, kde katalyzuje NADP" fotoredukciu (Benz a kol.
2009). Tato fotoredukcia zas umoziuje efektivny LET. NADP" fotoredukcia je vel'mi
neucinnd ak sa enzym neviaZze na membrany. Membranové napojenie FNR je ovplyvnené
stromalnym redoxnym stavom a to pomerom NADP*/NADPH, ktory odzrkadl'uje zmeny
v podmienkach prostredia (Twachtmann a kol. 2012).

Za hnaciu silu prenosu cez TM sa povazuje rozdiel redoxnych potencidlov, ¢o
predstavuje rozdiel medzi oxidovanou a redukovanou formou dvojice. V PSII je za tato
hnaciu silu povazovany rozdiel medzi oxidovanymi a redukovanymi formami Qa a Qs.
Pre dvojicu Qp/QgH: je hodnota rozdielu En, nizsia ako pre dvojicu PQ/ PQH». Hodnoty
strednych redoxnych potencidlov uddvaju do akej miery moze dojst’ ku spdtnej reakcii,
spatnému prenosu elektronu. Qa je pevne viazany na rozdiel od Qg, ktory ma 2 z 3

redoxnych stavov relativne slabo viazané a zamenitel'né s PQ/ PQHo,.
2.7. ATP-syntaza

Okyslenie luménu nastdva v dosledku hromadenia proténov po oxidacii vody
v OEC a PQH2 v cyt bg/f. Ku spdtnému prenosu proténov z liménu do strémy dochédza
cez ATP syntazu (Tikhonov 2013).

Paul Boyer popisal mechanizmus védzby pre syntézu ATP riadenti protonmi.
Navrh uvadza, Ze zmeny vézby vo vlastnostiach troch  podjednotiek umoznuji postupné
viazanie ADP a Pi, syntézu ATP a nasledné uvoltiovanie ATP. Opisuje ATP syntazu ako
valec so striedajiicimi sa podjednotkami a a f. Asymetrickd podjednotka y uprostred
valca spdsobuje pri otaCani zmeny v Strukture podjednotiek . Jedna moze byt v tesnej

konformacii (T), ktord naviaze ATP svelkou afinitou. V tejto konformacii tato
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podjednotka je obmedzena na uvolnenie ATP. Druhd podjednotka sa v tom pripade
nachadza vo vol'nej konformécii (L) a m6Ze naviazat’ ADP a Pi. Posledna podjednotka
bude v otvorenej forme (O) a dokaze uvolnit’ viazany nukleotid (obrazok 3). Premeny
konformacii je mozné riadit’ rotdciou spominanej y podjednotky, ktora sa otaca o 120°
proti smeru hodinovych ruciciek. Rotacia zmeni T konforméciu na O konforméciu, ¢o
umozni podjednotke uvolnit ATP. Podjednotka v L konfomracii sa prevedie na T
konformaciu, ¢o zas umozni prechod viazaného ADP+Pi na ATP. Nakoniec sa
v konformacii O prevedie na konforméciu L a zachyti viazané ADP a Pi tak, aby nemohli
uniknit’. Téato védzba dokonéi cely cyklus, ktory je zndzorneny na obrazku 2. Tento
mechanizmus naznacuje ako je mozné syntetizovat’ ATP riadenim rotacie podjednotky y

(Boyer 1989).

Obrazok 3: Farebne znazorneny cyklus tvorby ATP podla Paula Boyera, tri podjednotky B
a uprostred rotujuca podjednotka y. Prevzaté z (Bowler 2005).

Zmeny konformdcii vdzobnej afinity domény Fi pohaila energia generovana
z rozdielu koncentracii proténov, ¢o vedie k uvolneniu molekuly ATP. V tme sa y
podjednotka oxiduje na disulfidovej vizbe vo svojej Strukture.

Pomer ATP je iny pri LET ako pri CET, v ktorom elektrény v redukovanom Fd
sa prenesu na cyt be/f a pradia spdt’ cez tento komplex aby redukovali Pc. Vysledny
rozdiel koncentracie proténov takto ovplyvni syntézu ATP molekul. Tento proces sa
nazyva cyklickd fotofosforylacia, pri ktorej sa generuje ATP bez tvorby NADPH
anezucastiuje sa jej PSII. Cyklicka fotofosforylacia prebicha, ked NADP® nie je
schopny prijat’ elektrony z redukovaného Fd, kvoli vysokému pomeru NADPH/NADP*,

2.7.1.U¢ast i6nov a i6novych kanalov pri fotosyntéze

TM je negativne nabitd avplyva tak na Struktiru aj funkciu primérnych

fotosyntetickych reakcii. Negativny nadboj na povrchu TM vytvaraji aminokyselinové
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zvySky, konkrétne karboxy skupiny (COO") vich Struktire. Heterogénna Struktura
definovanad nabojmi a elektrickymi polami vytvorenymi v blizkosti zaporne nabitych
povrchov membrén vytvara tzv. ,, electrostatic dilipid layer “ (EDL) (Ceve 1990). EDL je
zalozené na zmenach elektrického pol’a a koncentracie idnov s rasticou vzdialenost'ou od
membrany. Zmeny elektrického pol'a na EDL odzrkadl'uje Ay parameter, ktory je
meratel'ny pomocou ECS.

Protony a i6ny su distribuované heterogénne v tesnej blizkosti negativne nabité¢ho
povrchu TM. Uloha proténov a vietkych ostatnych iénov v regulacii fotosyntézy je
vzajomne prepojena, pretoze prenos anionov aj kationov cez TM je nutny pre vyrovnanie
pociatocnej osvetlenim-indukovanej akumulacie kladného naboja protonov v luméne, po
c¢om nasledne vznik4 Ap. Pasivne i6nové kandly sprostredkiivajii prenos, ktory je riadeny
vlastnostami TM, dominantnych i6nov ako K*, Mg?", Cl- a Ca*" (Barber a kol. 1977).
EDL je ovplyvnena nabojmi iénov, zasahuje do interakcii a prenosu excitacnej energie
z PSII na PSI. Ak stapa hladina excitacie stiipa aj rychlost’ transportu elektronov. Tieto
ucinky sa premietaju do intenzity fluorescencie, excitacie chlorofylu a a miery NPQ.
NPQ sa spusta okyslenim luménu, ¢o je spojené s exportom kationov (Mg a K*) do
stromy a negativnych iénov ako CI" do luménu. Izoelektrickymi meraniami sa ukdzalo,
ze celkové fixné negativne naboje na TM st vysSie na ich lumenélnej strane nez na ich
stromélnom povrchu.

Svetlom indukovana akumuldcia protonov v luméne je vyvazena vicSinou
odtokom Mg?* i6nov alebo K* i6nov do stromy, a naopak Cl- spit’ do luménu. Vieobecne
sa Mg?* povazuju za protipumpu H" i6nov. ApH zlozka prispieva k produkcii ATP,
importu proteinov a prijmu esencialnych iénov ako je Ca?'. Transport H" stanovuje
fyziologické pH v luméne a strome, ¢im zaistuje aktivitu fotosyntetickych reakcii
zavislych od svetla. V tme sa stromalne pH blizi k hodnote 7 ale po osvetleni sa stroma
stava alaklickou v dosledku preCerpavania H* cez TM. Alkalické pH stromy je aj
podmienkou pre aktivovanie enzymov pre CB cyklus (H6hner a kol. 2016).

V niektorych Stadiach bol potvrdeny draslikovy kanal TPK3 cez TM. Kandl je in
vitro aktivovany ionmi Ca?*, okyslenim auvolfiuje K zTM na regulaciu pmf
nazyvany KEA3 identifikovany v TM. Otvorenim kanalu TPK3 a zvySenie vodivosti sa
podpori vyvoj ApH zlozky ale skratuje membranovy potencial, zatial’ ¢o pri KEA3 by sa

narusSila ApH a ponechala Ay zloZzku neporusenti (Armbruster a kol. 2014).
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Pri prahovych hodnotiach koncentracie protonov sa v rastlindch zavadzaja
ochranné procesy. Merania ukézali, ze ak klesne pH luménu pod hodnotu 6,5 oxidécia
PQH: na cyt be/f sa spomali a méZeme pozorovat’ spomenuty ,,backpressure* efekt , kde
sa prenos protonov stava termodynamicky menej priaznivym (Tikhonov 2014). Okrem
toho pri nizkom pH s aminokyselinové zvysky na lumendlnej strane cyt be/f ¢iastocne
protonované a hovorime o tzv. pufrovacej kapacite luménu na protony. Mdézeme teda

povedat’, Ze 16ny maji velku schopnost’ regulovat’ pmf (Dolan a Hind 1974).
2.8.  Signaly

Pri prechode excitovanej molekuly vo fotosystémoch do zakladného stavu
dochadza k emisii ziarenia, v§eobecne nazyvaného ako luminiscencia. O fluorescenciu sa
jedné ak dochéadza ku prechodu do zakladného stavu zo singletného excitovaného stavu.
Molekulou emitujucou fluorescenciu vo fotosyntetizujucich organizmoch je chlorofyl a.

Vo vyssich rastlinach mézu, popri fluorescencii chlororfylu, viditelné IC a UV
absorpcné spektra odrazat’ svetlom indukované zmeny v redoxnych stavoch cyt be/f ,

P700, ako aj ECS spdosobené vznikom a rozpadom A.
2.8.1.P515

TM je ovplyvnena zmenami v Ay zlozke pmf, a tym aj zmenami koncentracie
ionov na oboch strandch membrany. Zmeny zlozky Ay si meratelné tzv.
elektrochromickym posunom-electrochromic pigment absorbance shift (ECS). ECS
absorpénych pasiem je vlastne odpoved fotosyntetickych pigmentov, hlavne
karotenoidov na elektrické pole. Kazdy posun je charakterizovany svojou vinovou dizkou
minima, maxima a nulovou zmenou absorbancie. V zelenych rastlinach posuny pasem
takychto typov sa objavuji v rozmedzi 470-550 nm po osvetleni s maximom pri 515 nm.

Pokrok vo vyskume fotosyntézy bol do zna¢nej miery pohdnany vyvojom novych
meracich technik a metod. Junge a Witt (1969) opisali vyuzivanii metédou monitorovania
zlozky Ay amenej invazivnu ako starSia metdda patch-clamp, ktorej zakladom je
pozorovanie prave zmeny absorpcie vrcholiacej pri 515 nm. Tento typ signalu sa nazval
P515 podla vyskytu absorpéného maxima v meraniach, zaroven signal odzrkadl'uje ECS.
P515 mozeme povazovat' za vlastny voltmeter, ktory rychlo reaguje na zmeny
elektrického potencidlu cez TM. Pouzitim techniky PAM, ktord vyuziva sledy
mikrosekundovych impulzov generovanych svetelnymi didédami, sme schopny P515
zmerat’ pri nastavenej frekvencii. Na zdklade merani existuju nalezy naznacujice

CiastoCny alebo Uplny kolaps Ay zlozky pmf za ustalenych podmienok.

15



Saturacny pulz pri merani sposobuje extrémny ndrast signalu, ¢o odraza primarnu
nabojovu separaciu v RCI aRCII. V tme adaptovanych listoch tento narast je
nasledovany ovela pomalSou fiazou sposobenou Q-cyklom vznikajucim v cyt be/f
(Velthuys 1978). Q-cyklus odraza sekundéarny intersystémovy transport vyvolany
primarnou separaciou naboja. Rozpad signélu je zavisly od fyziologického stavu vzorku
a urychl'uje ho prenos membranovych idénov a praca ATP-syntdzy. Amplitada signalu
P515, vyvolana svetelnym zdbleskom je mierou poctu otvorenych fotosystémov so
stabilnou separaciou naboja. Prave meranim P515 moéZeme odhadnit zlozky pmf.
Pouzitim intenzivnejSieho meracieho svetla zarovei rastie aj hodnota Aip. Na pokles
Ay zlozky prispieva pritok CI- i6nov a vytok Mg?* i6nov, ktoré su spojené so svetlom
riadenym pritokom proténov do luménu zo stromy. Prave svetlom pohanany elektronovy
transport spojeny s protonovym transportom zo stromy do luménu je vyvézeny vytokom
protonov cez ATP-syntazu.

2.8.2.1820

Oxidacia RCI zvy$uje absorbanciu v rozmedzi vlnovej dizky 800-850 nm,
a zéroven znizuje absorbanciu pri 700 nm. Monitorovanim absorbancie pri 820 nm je
vel'mi dobry spdsob ako pozorovat’ redoxny stav P700 pod kontinudlnym svetlom.

Pri meraniach je P700 v tme redukované a prechodom na svetlo sa oxiduje na
P700". Z experimentov sa zistilo, ze rychlost akou sa oxiduji molekuly P700 pri
prechode na svetlo je linedrne so zvySujucou sa intenzitou osvetlenia. Tento fakt je
spOsobeny regulaciou tepelnej disipiacie a obmedzenim transportu elektronov
v komplexe cyt be/f (Schreiber a kol.1988).

Problém je v tom, ze ku zmenam absorbancie pri 820 nm prispievaju d’alSie tri
komponenty, a to Pc, P680 a Fd. Zmeny absorbancie pri 820 nm boli pouZzité pdvodne na
monitorovanie redukéného a oxidacného stavu P700, ale aj pri P680 v osvetlenom
systéme. Meranie kinetiky redukcie, P680" a P700", ukazalo rozdiel v pol¢ase redukcie
pri oboch fotosystémoch. Na zaklade tychto merani bolo mozné pozorovanie redukcie
P700 po osvetleni bez interferencie P680.

Zo simultannych merani 1820 a fluorescencie chlorofylu sa zo zmien v priebehu
signalu 1820 vyvodzuju aj mechanizmy zodpovedné za zmeny vo fluorescencnej kinetike.
Priebeh krivky do kroku I sa pripisuje prechodnej oxidacii Pc a P700 v dosledku aktivity

PSI a néasledna I-P faza odraza prechodny blok na akceptorovej strane PSI.
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Klesanie signalu 1820 kore$ponduje so zniZzenim mnozstva P700" a molekul Pc”,
a zéroven odzrkadl'uje rychlost’ ich redukcie. Pri $tudiu, ktoré vykonal Essemine a kol.
(2016) boli rastlinné vzorky vystavené kratkodobému tepelnému stresu a naslednému
zaznamenavaniu signalu 1820. Tato Studia potvrdila vyjadrenie, a to Ze vystavenie stresu
viedlo ku skorSej regulacii vo PSI. Této skutocnost’ sa pripisuje vytvoreniu limitdcie na
akceptorovej strane PSI, generovanou nasledujiicou inhibiciou asimilacie CO,. Tato
inhibicia je sposobena poklesom aktivity enzymu Rubisco fixujuceho CO; v rastlinach.

2.8.3.Fluorescencia chlorofylu

Fluorescencia chlorofylu sa Siroko pouziva vo vyskume fotosyntézy, fyziologie
rastlin a d’alSich oblastiach vyskumu suvisiacich s fotosyntézou. Merania emisnych
a excitatnych spektier fluorescencie chlorofylu poskytli mnoho informécii
o komponentoch anténnych komplexov a prenose excitacnej energie medzi nimi. Za
pokojovej teploty dochiddza k emiticii fluorescencie najmd molekulami chlorofylu
pripojenymi k PSII a menSia emisia pochddza aj z molekul chlorofylov PSI (Govindjee
akol. 1986). Prvé merania fluorescencie pri vysokej intenzite excitatného svetla
s pouzitim fluorometra PAM 101-103 od firmy Waltz pouzili Schreiber a kol. (1986).
Namerany signél vyjadruje zavislost’ intenzity fluorescencie chlorofylu behom néahleho
osvetlenia listu adaptovaného na tmu. Ku fluorescenénému signalu okrem PSII prispieva
aj PSI, jeho prispevok ku celkovej fluorescencii je konStantny priblizne 15-20% (Strasser
1997).

Po vyneseni nameraného priebehu fluorescencie chlorofylu ako funkcie
logaritmického Casu, moézeme identifikovat kl'icové trovne fluorescencie. KI'icové
urovne, ktorymi sa budem zaoberat’ vo svojej préci sa oznacuju O-J-I-P (obrazok 3A).
Krivka na obrazku 3A odrdza hlavné fotosyntetické reakcie indukované svetlom
a elektronovy transport z PSII az na FNR za vzniku molekul NADPH. Prvy krok
O oznacuje ,,origin-pociatok, minimalnu fluorescenciu adaptovanti na tmu. J
a I naznacuju dve inflacie pri 2 ms a 30 ms. Posledny krok P sa oznacuje ,,peak-vrchol®,

zvyc€ajne objavujuci sa priblizne pri 500 ms (Lazar 1999).
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Obrazok 4.: 44) Fluorescencna krivka OJIP, merania rychlej kinetiky fluorescencie. Prevzaté
z Ogawa a Sonoike 2021. 4B) Krivka pomalej fluorescencie chlorofyluPrevzaté z (Ocendsova
akol. 2014).

Minimélne fluorescencia Fo, ¢o predstavuje pociatok O v O-J-I-P krivke, je
dosledok stavu rovnovadhy medzi excitovanymi stavmi vSetkych molekal pigmentov
v LHC a P680. Definuje fluorescenciu, kde st otvorené vSetky RCII a prvy elektronovy
akceptor Qa je oxidovany (Vredenberg 2000). Prispevok k tomuto parametru ma aj PSI
(Byrdin a kol. 2000). Podl'a navrhu Delossmeho (1967) prechodné faza O-J zodpoveda
nahromadeniu zredukované¢ho primdrneho reaktanta fotoreakcie Qa. Pociato¢ny sklon
a relativna vyska tejto fotochemickej faze silne zavisia od pouzitej intenzity excitacného
svetla. Druha faza J-I stvisi s redukciou PQ pomocou Qa. Posledna faza I-P je vysvetlena
réznymi mechanizmami a matematickymi simuldciami, ktoré wukazali dolezitost
transportu elektronov mimo PQ-pool. Bola zaroven podporenad hypotéza, Ze tato faza
suvisi s tokom elektronov cez PSI. Obmedzenie toku elektronov na akceptorovej strane
PSI je dosledok neaktivnej FNR, ¢o mdze viest’ ku redukcii prendsacov elektronov TM.

Na obrazku 4B je zobrazena fluorescencna indukcia, pre ktoru je charakteristicky
rychly nérast intenzity pocas prvej sekundy, a nasledne dochaddza ku pomalému poklesu
trvajicemu desiatky sekind az minut. Prvym nameranym parametrom je Fo,
odpovedajuci kroku O na obrdzku 4A. Najvy$sim bodom nameranym na obrazku 4B je
maximalna fluorescencia Fm. Charakterizuje stav, v ktorom su vSetky RCII zatvorené
a Qa je redukovany (Tomek a kol. 2003).

Pri uzavretych RCII dochadza ku nabojovej separacii, teda sformovaniu P680*
a Pheo", pomalSie ako je tomu pri otvorenych RCII. Nasledok tohto javu je zvySenie doby
zivota excitovanych stavov, prave pri uzavretych RCII anéslednému zvySeniu

fluorescencnej emisie.
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Vo vzorku adaptovanom na tmu sa z nameranych hodnét Fo a Fm dé vypocitat

pomer

(Fm—Fo) _ Fv
Fm Fm

) 2)
ktory vyjadruje maximalny kvantovy vytazok fotochemickych reakcii v PSII a je mierou
funkénosti PSII. Pomer medzi variabilnou fluorescenciou (Fv) a Fum je najcastejSie
pouzivanym fluorescenénym parametrom pri Stadidch zmien fotosyntézy pri strese
rastlin.

V pripade pouzitia vyssej teploty ako stresového faktora sa objavuje aditivny krok
K. Tento krok odzrkadl'uje inhibiciu donorovej strany PSII. Tato nova fotochemicka faza
sa objavi v pripade, ked’ elektronovy tok od P680 ku akceptorovej strane PSII prekroci
rychlost’ elektronového toku od donorovej strany PSII ku P680. S inhibiciou donorovej
strany PSII je spojend inhibicia OEC. Okrem zavislosti od rychlosti elektronovych
prudov, odraza K krok akumuléciu redukovanych Qa. Za urcitych podmienok merania
fluorescencie mézeme pozorovat’ zaroven J a K krok sti€asne. Tento fakt naznacuje, Ze
oba kroky odrézaju dva rozdielne javy (Strasser 1997).

Ciasto¢na inhibicia OEC zvy$enim teploty vedie ku korelacii medzi rychlostou
vzniku prechodného J-P kroku a rychlost’ vyvoja kyslika (Martinazzo a kol. 2012). Lazar
(2003) vo svojom modeli naznacil, ze fotochemické faze st ovplyvnené
nefotochemickym Ziarenie, molekulami P680" a PQ-poolom, nabojovou rekombinaciou
medzi P680* a Q,, pociatoénym stavom OEC a rychlostou prenosu elektrénov z Yz na
P680".

Pozastavenim OEC dochadza zaroven ku nedostatku elektrénov pre redukciu PQ-
poolu, tym padom PQ-pool zostdva oxidovany a zohrava tlohu fluorescencného zhasaca
(Haldiman a Tsimilli 2005). Ur¢ita redukcia PQ-poolu je potrebna pre fungovanie CET,
pomocou ktorého moézeme zredukovat elektronovy nosice spéjajuce PSII a PSI
Inhibovat’ samotny CET modzeme osvetlenim far-red light (FRL). Prediluminacia
pomocou FRL plne zoxiduje PQ, ¢o zabrani fungovaniu CET (Vredenberg a Bulychev
2010).

S priebehom fluorescencnej krivky O-J-I-P, v polohe I kroku, stvisia aj zmeny
signalu 1820, ktory odraza mnozstvo oxidovaného P700 a Pc. Na druhej strane, Schreiber
a Neubauer (1990) zistili, Ze zmeny absorbancie zistené pri 515 nm maji maximum

priblizne v pozicii J kroku O-J-I-P krivky. Svetelne indukované napitie vznikne cez TM
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a podporuje formovanie a vznik P680*. Dau a kol. (1991) nasli tiez stvislost medzi
napitim na TM a fluorescenciou chlorofylu. Podl'a ich zisteni pri zvySeni napétia cez TM

sa zvySuje emisia fluorescencie chlorofylu.
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3. Ciel prace

Touto DP sme naviazali na predchadzajicu BP, v ktorej hlavnym cielom bolo
venovat’ sa jednotlivym priebehom najmé signdlov 1820 a P515. Priebeh signdlov sme
doplnili o merania rychlej kinetiky signalu fluorescencie chlorofylu, kedze nami
vyuzivany meraci systém umoziuje simultdnne meranie fluorescencie popri signaly 1820.
Nasim hlavnym ciel'om bolo preskimanie moznych stvislosti medzi signdlmi navzajom.
Prace publikujuce meranie zavislosti fluorescenciu chlorofylu na I820 sa uZz objavili,
a preto sme sa zamerali na signal P515 a fluorescenciu chlorofylu. Vo vysledkoch sme

spracovali z&vislosti a pridali sme abiotické stresy ako teplotu a intenzitu osvetlenia.
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4. Materialy a metddy

4.1 Sadenie a pestovanie

Pre merania v tejto praci sme vyuzili rastliny druhu Arabidopsis WT (Wild type).
Rastliny boli zasiate do dpripravenej pody, ktord sme upravovali susenim pri 70°C.
Semienka sme mali predpripravené, v mikroskimavke typu eppendorf spolu s roztokom,
ktoré sa neskor zasievali do plastovych nadob o velkostiach 2,5 x 2,5 cm. Vykli¢enie aj
pestovanie rastlin prebiechalo vo fytokomorach od firmy Photon Systems Instruments.
V tychto komorach boli vystavené intenzite svetla, ktord sa povazuje za intenzitu
umelého slne¢ného Ziarenia 100 umol fotdnov m2s’!. Pestované boli pri teplote 23°C
a 60% relativnej vlhkosti pri 8 hodinovej fotoperidde konstantného svetla. Po vykliceni
sa rastliny zasadili do vicsich nadob a pokracovalo sa v pestovani a zalievani az do 6 az
7 tyzdna, kedy listy boli dostato¢ne velké a silné pre meranie.

4.2 Postup merania

Pomocou pristroja Dual-PAM-100 od vyrobcu (Heinz Walz GmbH, Effeltrich,
Nemecko) na obrdzku 1, sme merali asledovali priebehy troch signalov (1820, chl
a fluorescencie a P515). Jednokanalové meranie sme vyuzivali pre signal P515, a naopak
dvojkandlové meranie sme pouzili pre kinetiku 1820 achl a fluorescenciu. Pristroj
DUAL-PAM umoznuje takéto simultdnne meranie prechodu fluorescencie (krivky OJIP)
azmeny transmisie pri 820 nm. 1820 poskytuje analogicku informaciu o PSI ako
chlorofylova fluorescencia o PSII. Technikou pulznej moduldcie sa meraju zmeny
absorbancie pri 820 nm. Pre ESC a P515 sa vo vybave pristroja nachadzaju alternativne
emitory a detektory. Pouzité hlavice pre jednokandlové meranie sa oznacuji ako DUAL-
EP515 a DUAL-DPS515, zatial' ¢o pre dvojkanidlové meranie su to hlavice DUAL-E
a DUAL-DB. Ako zdroj svetla pri meraniach sluzia LED ziarovky, vyuzivajuce vinové

dlzky pre ¢ervené, modré a d’aleké Cervené svetla.
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Obrazok 5: Prl'stro A-PAM—I 0. Prevzaté z [] |

Hlavica DUAL-DB obsahuje modré LED ziarovky, ktoré vyuzivaju modru
vinova dizku (460 nm) a LED Ziarovku na vybudovanie chlorofylovej fluorescencie.
Navyse je tato hlavica vybavena troma LED diédami pre aktinické svetlo. Pre cervené
aktinické svetlo aj satura¢né impulzy je k dispozicii Specialne pole LED didd, ktoré sa
spajaju do plexiskla s rozmermi 10 a 10 mm ana vystupe sa mieSaju kvality svetla.
Fotodidda s pulznym zosilova¢om sluzi na detekciu prenaSaného meracieho svetla pre
1820 a pulznej modulovanej fluorescencie. Pristroj méa okrem toho vel’ky rozsah meracich
frekvencii svetla (1 Hz — 400 kHz), ¢o umoziuje zdznam rychlej kinetiky pri vysokom
casovom rozliSeni.

Pri kazdej sérii merani boli listy adaptované na tmu minimalne hodinu a na jednu
sériu merani sme pouzili 5 vzoriek listov. Znamena to, Ze pre merania s linedrne sa
dvihajacej teplotou sme pouzili pre kazdu teplotu 5 vzoriek, ¢o sme opakovali pri
intenzite aj pri Gasovej zavislosti pri zatemneni rastlin. Svetelné pulzy mali dizku 300 ms
a po kazdom svetelnom pulze bol list 30 sekiind v tme a nasledoval d’al$i svetelny pulz.
Zatemnenie po kazdom svetelnom pulze sme zvicSovali od 30 s az po 120 s, priCom po
kazdom zatemneni sme opakovali 300 ms meraci svetelny pulz. Rozmedzie intervalu 70
s az 120 s sme do vysledkov nespracovali, ddvodom boli nevyrazné zmeny v signaloch.

Touto metdodou merania sme zmerali signaly pre vSetky tri signaly.
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4.3 Spracovanie vysledkov
Nasledne po meraniach d’alSie spracovanie prebehlo v programe Excel. Kazdu
sériu merani sme nasledne priemerovali pred pouzitim do vyslednych grafov.
Priemerovanie prebehlo v programe Microsoft Excel a nasledné vyhladzovanie kriviek
v programe Origin v.7 (OriginLab, Northampton, USA) metodou prilahlého
priemerovania 8 bodov. Jednym z hlavnych ciel'ov mojej DP bolo néjst’ korelacie medzi
jednotlivymi signdlmi. Predpokladom pre meranie a ndsledné spracovanie bolo, ze stav
P700 v tme bol redukovany a napitie na TM bolo nulové. Pre ur¢enie korelacie sme preto
pouzili Pearsonov korelacny koeficient. Vypocet pre Pearsonov korela¢ny koeficient je
uvedeny nizsie
it (=0 (i=y)
TR

Tx

)

Pearsonov korelacny koeficient ndm udava mieru linedrnej zéavislosti dvoch
premennych. Nadobuda hodnoty od -1 az po +1, pricom hodnoty blizke 0 vyjadrovali
nezédvislost medzi premennymi. Druhy koeficient, ktory sme vyuzili je koeficient
determinécie. Tento koeficient ndm udava ako vel'mi sa zmeny parametrov zobrazenych

na y-ovej (napr. ChlF) osi odradzaji v zmenach parametrov na x-ovej (P515) osi.
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5. Vysledky

V nasledujucej asti DP st spracované experimentalne namerané a spriemerované
série merani signdlov P515, 1820 a fluorescencie chlorofylu na listoch Arabidopsis
divokého typu. Prvé séria merani sa uskutocnila pri podmienkach kons$tantnej teploty a
dvihajicej sa intenzity osvetlenia. V druhej casti sme pouzili konStantni intenzitu
osvetlenia a zvySovali sme teplotu ako typ abiotického stresu. Pri oboch typoch merani
sme pri spracovani vysledkov hladali mozné koreldcie medzi signadlmi v linedrnej
zavislosti.

5.1 Intenzita

V prvej sérii merani si spracované vysledky pri izbovej teplote. Intenzitu sme
dvihali postupne od hodnoty 100 pumol fotonov m2 s az po hodnotu 10 000 pmol
fotonov m s'!. Pri kaZzdej zvolenej intenzite sme signal premerali patkrat a pouZili
priemer.

5.1.1 Fluorescencia chlorofylu

Na obrazku 6 je namerany priebeh fluorescencie v zavislosti od casu pri
zvySujucej sa intenzite aizbove] teplote pocas prvej sekundy po osvetleni v tme
adaptovanych listovych vzoriek. Priebeh krivky O-J-I-P odzrkadluje fluorescenciu
chlorofylu pochadzajtcu z PSII.
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Obrazok 6. Priebeh krivky fluorescencie chlorofylu pri izbovej teplote pre rézne
intenzity osvetlenie (Casova os ma logaritmické delenie).

Pri nizkych intenzitach 100, 300 a 500 pmol fotonov m2 s'! ma krivka slabo

rozoznatel'né vSetky kroky O-J-I-P. Pri nizkych intenzitach sa objavuje J krok priblizne
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v rovnakych ¢asoch, okolo 50 ms. Postupne zvySovanim intenzity na hodnotu 1 000 pmol
fotonov m? s dosiahol signal typicky priebeh O-J-I-P krivky namerany vo vyssich
rastlinach. Pri vysSich intenzitach ako 3 000, 5 000 a 10 000 umol foténov m s*! maja
signaly podobny priebeh. Viditelne sa zvySuje lokdlne maximum v oblasti kroku O-J,
ktory odzrkadl'uje redukciu primarneho akceptora Qa v PSII. Pri najvysSej intenzite
10 000 pmol foténov m2 s sa zaroven vzniknuté maximum posunulo vyrazne vlavo ku
krat§im casom. Pri vys$Sich intenzitach sa krok J posunul ku krat$im ¢asom a zacal sa
objavovat’ uz pod 1 ms.
5.1.2 1820
Na obrazku 7 je namerany signal 1820, ktory sme namerali sicasne so signalom
fluorescencie chlorofylu. Kinetika 1820 odzrkadl'uje redoxny stav P700 a Pc. Merania
prebiehali pri izbovej teplote a zvySujucej sa intenzite osvetlenia vzorku pocas prvej

sekundy po osvetleni ¢ervenym svetlom.
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Obrazok 7. Priebeh signalu 1820 pri konstantnej izbovej teplote pre rozne intenzity
osvetlenia(casova os ma logaritmicke delenie).

Narast krivky odzrkadl'uje vznik oxidovaného Pc* a oxidovanych centier P700"
v PSI, a zaroven ich naslednt redukciu. Na priebehoch kriviek postupne od najnizsej
intenzity 500 aZ po hodnotu 10 000 umol fotonov m2 s! mdézeme vidiet’ ako sa dvihaju
postupne rychlosti narastov kriviek a vznik maxima sa posuva vl'avo ku krat§im ¢asom
(priblizne v casoch od 0,5-5 ms). Najvyssi zisteny pik sa ukazuje pri hodnote 3 000 umol

fotonov m2 s™! priblizne pri hodnote 5 ms. Priebeh tejto krivky je zaroven vel'mi podobny
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priebehu krivky pri hodnote 5 000 pmol fotonov m s, Pri hodnote 10 000 umol fotonov

2 5! pozorujeme vyrazné zmeny v tvare a v priebehu signalu 1820. Narast krivky je

m
rychlejsi, a zaroven maximum piku sa vyrazne rozsirilo.

Pc je rychly donor elektrénov pre P70 v oxidovanom stave (P700") a predpoklada
sa, ze P700 a Pc su v kinetickej rovnovahe. Redukcia Pc* a P700" prebehne vd’aka
elektronom prenaSanym od PSII, ¢o sa na obrazku 2 odzrkadlilo v klesani signalu po
dosiahnuti maxima. V naSich meraniach sa tato redukcia podla vysledkov zacala v Case
priblizne 15 ms a bola ukoncend v ¢asoch okolo 50-60 ms. Z celkového priebehu moézeme
usudit, ze vznik oxidovanych molekal P700* a Pc* sa zvySuje, so zvySujicou sa
intenzitou osvetlenia. Nasledna redukcia nastdva priblizne v rovnakych casoch pri
vsetkych intenzitach osvetlenia.

5.1.3 P515
Na obrazku 8 je zobrazeny priebeh signalu P515, namerany pocas prvej sekundy

po osvetleni pri izbovej teplote a dvihajlicej sa intenzite. P515 odraza vzniknuté napitie

na TM.
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Obrazok 8: Zavislost signalu P515 pre rozne intenzity osvetlenia pri izbovej teplote (Casova os
ma logaritmické delenie).

Narast signalu odzrkadl'uje nahromadenie H" iénov na lumenalnej strane TM, ¢o

spdsobuje zvysenie Ay zlozky pmf. Z priebehov signdlov na obrazku 3 je viditeI'né ako

sa pri zvySujucej intenzite dviha pik signalu a saturaciu vidime pri hodnotach 5 000 a 10

000 pmol foténov m? s'! v (¢ase okolo 6 ms), ktoré maji vel'mi podobny priebeh. Pri
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nizs§ich hodnotach intenzity sa postupne pik maxima presuval od dlhSich ¢asov okolo 70
ms (pri hodnotach 100 pmol foténov m2 s) ku krat§im ¢asom okolo 6 ms (pri 10 000
umol fotonov m2 s!). Pri merani signalu je vidiet priamu zavislost’ medzi pouzitou
intenzitou osvetlenia a narastom signalu P515. Poklesy signdlov po dosiahnuti maxima
odzrkadl'ujii vo vSeobecnosti pracu ATP-syntazy, a teda vznik ATP molekul, zaroven
prenos i6nov (K*, CI) cez TM.

5.1.4 Korelacia medzi fluorescenciou chlorofylu a P515:

Pre porovnanie tvaru kriviek jednotlivych signalov (obrazok 6-8) pri danych
intenzitach osvetlenia sme usudili, Ze by mohla existovat’ linedrna zavislost medzi
priebehom signalu P515 a prislusnym priebehom fluorescencie chlorofylu, po dosadeni
maxima P515. Na nasledujicej sérii obrazkov su spracované spominané vzajomné
zavislosti signdlov P515 a fluorescencie chlorofylu. Linearne zavislosti medzi signalmi
st vidite'né pre intenzity od hodnoty 1 000 pmol fotonov m? s’ a vysSie. Pri vSetkych
tychto intenzitach sme boli schopni namerat’ typicky priebeh O-J-1-P krivky. Zaroven pri
spracovani bol ukazovatelom zévislosti aj vypocitany korelacny koeficient, ktory je

spracovany v nasledujucej tabulke 1.

Tabulka 1: Vypocitany koeficient determinacie a korelatny koeficient medzi fluorescenciou

chlorofylua  P515.

Intenzita osvetlenia
1000 3000 5000 10000
(umol fotéonov m? s™)
Korela¢ny koeficient medzi
-0,945 -0,970 -0,956 -0,871
fluorescenciou chlorofylu a P515
Koeficient determinacie 0,893 0,942 0,913 0,758

Postupne s narastajlicou intenzitou moézeme vidiet’ vyraznejSiu zavislost’ (obrazok

9-15). Na obrazkoch 4, 5 a 6 su ukézané korelacie pri nizkych intenzitach. Uz z tvaru
vykreslenych kriviek moézeme pozorovat slabsie zavislosti oproti vys$Sim intenzitdm od
hodnoty 1 000 umol foténov m s''. Prave kvoli slab§im zavislostiam sme koeficienty
1781 I nezapracovali korelatny
koeficient do tabul’ky 1. Pri tychto intenzitach mal vzdialenejSiu hodnotu od minus 1, ako
to bolo pri vyssich intenzitach. Priblizovanie sa ku hodnote minus 1 ndm hovori o tom,

ze ak signal P515 v urcitom Case klesd (narastd) tak signal fluorescencie naopak bude

narastat’ (klesat). Pokles signalu P515 odzrkadluje takisto pokles Ay, ateda
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vyrovnavanie naboja na oboch stranach TM, zatial’ ¢o fluorescencia odréza dej v PSIL.
Ku vyrovnaniu naboja na oboch stranach TM prispieva viac faktorov. Pri ETC sa najskor
H* i6ny hromadia v luméne vdaka rozkladu molekul vody, ktory prebiecha v OEC
komplexe napojenom na PSII. Okrem iénov sa z OEC arozkladu vody vyuZzivaju
elektrony pri presune cez ETC vo PSII. Dal§i narast mnozstva H* iénov v luméne stvisi
aj s pracou PQ v PQ-poole, ktory ovplyvituje zaroven prenos elektronov na cyt be/f.
Maximalna akumulacia H* v luméne priblizne odpovedd maximu v krivke P515.
Nasledny pokles P515 je spdsobeny odtokom H* cez ATP-syntazu, umoziiujucu tvorbu
molekil ATP. Dalsie faktory, ktoré prispievaju ku rozptylu napitia na TM su prisluiné
toky K" a Cl" cez TM.
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Obrazok 9: Zavislost fluorescencie chlorofylu na signali P515 pri intenzite 100 pumol
foténov m? 57!
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Obrazok 10: Zavislost fluorescencie chlorofylu na signali P515 pri intenzite 300 umol
foténov m? 57!
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Obrazok 11: Zavislost fluorescencie chlorofylu na signali P515 pri intenzite 500 umol
foténov m? 57!
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Obrazok 12: Zavislost fluorescencie chlorofylu na signali P515 pri intenzite 1000 pmol
foténov m? s
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Obrazok 13: Zavislost fluorescencie chlorofylu na signali P515 pri intenzite 3000 umol
foténov m? s7.
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Obrazok 14: Zavislost fluorescencie chlorofylu na signali P515 pri intenzite 5000 pmol
foténov m? s7.
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Obrazok 15: Zavislost fluorescencie chlorofylu na signali P515 pri intenzite 10 000 umol
foténov m? 57!

5.2 Teplotna zavislost
V nasledujucich séridch merani st zaznamenané signaly P515, fluorescencia
chlorofylu a 1820 v tme adaptovanych listoch Arabidopsis divokého typu. Merania
prebiehali pri konStantnej intenzite osvetlenia a postupne sa dvihajtcej teplote (inkubacia
v tme pri danej teplote prebiehala po dobu 15 mintt pred meranim).
5.2.1 Fluorescencia chlorofylu
Na obrazku 16 je zobrazena namerana fluorescencia chlorofylu pri intenzite 1 000

umol fotonov m2 s'! a dvihajtcej sa teplote ako pri predchadzajucich dvoch meraniach.
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Pri izbovej teplote fluorescencia vznika a pochadza z PSII, jej nérast odrdza casovo
zavisli akumulaciu redukovaného elektronového akceptora Qa. Postupnym zvySovanim
teploty do 36°C sa priebeh krivky vyrazne nezmenil a st rozoznatel'né vSetky kroky O-
J-I-P. Pri 39°C sa krivka vyrazne znizila a z klasického priebehu O-J-I-P je vidiet
dosiahnutie J kroku, a nasledne az P krok. Pri najvyssich teplotach 42°C a 45°C krivka
uz nema vobec klasicky priebeh O-J-I-P fluorescen¢nej krivky, vzniklo maximum medzi
krokmi O a J. Tento jav poukazuje na vytvorenie medzikroku K, jeho objavenie mozeme

brat’ ako indikator nefunk¢énosti OEC.
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Obrazok 16: Priebeh krivky fluorescencie chlorofylu pre rozne teploty a pri stalej intenzite
osvetlenia (Casova os ma logaritmické delenie).

5.2.2 1820

Na nasledujucom obrazku 17 je zaznamenany signal 1820 pri konStantnej intenzite
1 000 umol foténov m? s a postupnom teplotnom zvySovani ako to bolo pri signali
P515. Z teoretickych poznatkov vieme, Ze tento signal odzrkadluje oxidaciu RCI
a oxidaciu Pc. Nase merania prebiehali poc€as prvej sekundy po osvetleni. Prva krivka
bola namerana pri izbovej teplote, o znamena aj bez akéhokol'vek abiotického stresu na
rastlinnych vzorkéach. Pri 30°C a 33°C sa piky vytvaraja priblizne v rovnakom case
(priblizne 4 ms), ako to bolo pri izbovej teplote, a zaroven krivky su vysSie a maja
pozorovatel'ne rychlejsi ndrast. Pri 36°C je pik viditeI'ne nizsi, a zaroven sa rozsiril oproti
niz§im teplotdm. Pri najvyssich teplotach 42°C a 45°C sa opét’ zvysila krivka, ale pri

45°C je signdl uz nasyteny.
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Obrazok 17: Priebeh signalu 1820 pre rozne teploty a pri stalej intenzite osvetlenia
(Casova os ma logaritmickeé delenie).

Sklon narastu krivky sa zvySenim teploty zvicsuje, co odzrkadl'uje rychlejsiu
reoxidaciu P700 a Pc arychlejSiu akumulaciu P700" a Pc*. Klesanie po dosiahnuti
maxima odzrkadl'uje nasledna redukciu P700" a Pc™ pomocou elektronov z PSII. Pri
izbovej teplote je maximum rozSirené a pro teploty 30-36°C sa zacina ,,zadnd* Cast’
povodného Sirokého maxima znizovat’. Pre teplotu 39°C, a nasledujuce vyssie teploty sa
dosiahnuté maximum posunulo ku krat§im ¢asom. Pre teplotu 45°C je pokles za
maximom maly, ¢o naznacuje nedostatok elektronov prichadzajucich z PSII. Tento efekt
nasledne méze naznacovat’ jeho nefunkcnost’, pravdepodobne spdsobentl inhibiciou OEC
pri danej teplote.

5.2.3 P515

Na obrazku 15 mdZeme pozorovat’ zmenu signdlu P515 pri intenzite 1 000 pmol
fotonov m2 s7! a postupnym zvySovanim teploty cez RT, 30°C, 33°C, 36°C, 39°C, 42°C
az po 45°C. Intenzita 1 000 umol foténov m2 s’ bola vybrand zdmerne, pretoZe sa pri nej

a pokojovej teplote meria typicky priebeh O-J-I-P krivky (obrazok 6).
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Obrazok 18: Zavislost signalu P515 pro rozne teploty a pri stalej intenzite osvetlenia
(Casova os ma logaritmickeé delenie).

P515 odzrkadluje tvorbu Ay na TM, ktord zapri¢inuji nahromadené H*
v luméne, v priebehu fotosyntézy. Klesanie a sklon krivky odzrkadluje pracu ATP-
syntazy a jej zapojenie sa do priebehu fotosyntézy, ktora spotrebuje nahromadené H" pre
naslednt tvorbu molekul ATP. V poklese signalu sa prejavuje aj tok K™ a Cl™ ionov cez
T™.

Pri teplotach do 36°C sa maximum objavuje v rovnakom case (priblizne 8 ms)
a priebeh signadlov je podobny. Prelomovou teplotou v naSom merani bolo 39°C, pri
ktorej sa viditel'ne pik posunul vpravo ku dlh§im ¢asom (priblizne 17 ms) a signal mal
pomalsi nabeh aj mensi sklon. PomalSie dosiahnutie signdlu anizSie maximum
odzrkadl'uje spomalenie nahromadenia H" iénov, ateda zmensenie Ay zlozky pmf.
Dalsim zvy$ovanim aZ na 42°C a 45°C moZzeme tieto teploty povazovat’ naproti signalu
zmeraného pri izbovej teplote, za kritické pre tvorbu Ay na TM. Piky sa vyrazne posunuli
ku krat§im ¢asom a st nizSie. Krivky nemajli uz tak vyrazne narasty a klesania, a zaroven
pri najvyssej teplote 45°C je signal uz takmer Gplne nulovy. Predpokladame, Ze pri tejto
teplote sa signal vytrati, o hovori o minimalnom az takmer nulovom Ay na TM,
a stCasne koncentracia idnov na strandch TM je vyrovnana.

5.2.4 Korelacia medzi fluorescenciou chlorofylu a P515

Na zaklade vysledkov merania fluorescencie chlorofylu, 1820 a P515 v zavislosti

na intenzite osvetlenia prezentovanych v predchadzajtcej kapitole, sme sa v tejto Casti uz

cielene sustredili len na korelacie. Spracovali sme korelacie medzi zmenami vo

35



fluorescencii chlorofylu a P515, a to opdt’ v ¢asoch po dosiahnuti maxima v P515. Na
nasledujucich obrazkoch (19-22) st spracované prislusné zavislosti medzi signadlmi P515
a fluorescenciou chlorofylu, v zavislosti na predchadzajucej teplotnej inkubacii.
Prezentované vysledky st uz len pri vybranych teplotach (izbova teplota az 36°C), pri
vybranych teplotach je viditeI'na linedrna zavislost’ medzi danymi signalmi. Ako je vidiet’
z vysledkov zavislosti fluorescencnej krivky su istym spdsobom odzrkadlené
v absorpénych zmenach pri 515 nm. Pre potvrdenie zdvislosti sme vyuzili vypocet

korela¢ného koeficienta, ktory je spracovany v tabulke 2.

Tabulka 2: Vypocitany koeficient determinacie a korelany koeficient medzi fluorescenciou

chlorofylu a P515

Teplota pri priemerovani RT 30°C 33°C 36°C
Korela¢ny koeficient medzi

-0,965 -0,978 -0,955 -0,966
fluorescenciou chlorofylu a P515
Koeficient determinacie 0,931 0,957 0,913 0,933

Celkovo hodnoty vel'mi blizke minus 1 zistené pri vSetkych teplotach, okrem najvyssich
teplot 39°C, 42°C a 45°C (nie st zobrazené), nam hovoria o vyrazne nepriamej zavislosti.
Mozeme teda povedat, ze ked’ jeden signdl v Case bude stipat’ druhy bude v tom istom
Case klesat’. Podl'a korelacného koeficientu, ktory sa najviac blizil ku hodnote minus 1,
najvicsia vzajomna zavislost’ bola zistend pri teplote 30°C na obrdzku 17. Pri vysSich
teplotach ako 33°C a 36°C sa korelacny koeficient sice zmenil, ale len v hodnotach

o stotiny.
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Obrazok 19: Zavislost fluorescencie chlorofylu na P515 pri izbovej teplote.
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Obrazok 20: Zavislost fluorescencie chlorofylu na P515 pri 30°C.
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Obrazok 21: Zavislost fluorescencie chlorofylu na P515 pri 33°C.
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Obrazok 22: Zavislost fluorescencie chlorofylu na P515 pri 36°C.

5.2.5 Viacnasobné meranie so zatemnovacou fazou
V poslednej Casti vysledkov sme vyuzili d’al$i spdsob ako ovplyvnit’ stav prenosu,
a tym aj tvar kriviek troch meranych signélov, elektronov a protonov cez TM a aplikovali
ho na naSe merania. Museli sme uskuto¢nit’ viacnasobné merania, ktoré boli oddelené
zatemnovacou fazou. Séria merani bolo wuskutoCnend pri izbovej teplote a
konstantnej intenzite osvetlenia 1 000 pmol foténov m=2 s,
Pri vzorke adaptovanej na tmu v Case 0 s prebehlo prvé meranie daného signalu.

Potom bola vzorka ponechana 30 s v tme a prebehlo d’alSie meranie. Pred nasledujucim
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meranim sa vzorka ponechala v tme pocas 20 s. Potom nasledovala doba 10 s v tme a
opat’ nasledovalo d’alSie meranie, atd’. Vzorka bola teda postupne osvetlena v ¢asoch 0,
30s,50s,60s, 70 s, a postupne az po 120 s. V takto navrhnutom merani doslo po prvom
osvetleni ku zredukovaniu retazca prenosu elektronov, ktory sa ndsledne v tme zas
oxidoval. Z priebehu nameranych kriviek sme usudili, ze tato oxidacia vSak nebola Gplna.
Neuplnéd oxidacia sposobila to, ze pri naslednom osvetleni vzorku bola Cast’ retazca
prenosu elektrénov uz na zaciatku zredukovana a prejavilo sa to aj v prislusnych zmenach
meranych signalov.

Na nasledujicich obrazkoch st vysledky zmeranych signdlov ato do
meracieho ¢asu 70 s. Nasledné merania uz nevykazovali Ziadne dalSie zmeny
vo fluorescencii chlorofylu a P515. Na nasledujucom obrazku 20 st vysledky z merania
fluorescencie chlorofylu. V ¢ase 0 s pozorujeme spravne vykreslent krivku O-J-1-P. Pri
naslednych meraniach sa zacal objavovat’ spolo¢ny tikaz, a to narast kroku J a pokles
kroku P. Pri poslednych meraniach pocas 60 a 70 s, nastal d’al§i ukaz ako vymiznutie

kroku L.
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Obrazok 23: Priebeh signalu fluorescencie chlorofylu pri viacnasobnom merani v danych
casoch (Casova os ma logaritmicke delenie).

Na obrazku 24 je spracovany signal 1820 pri viacnasobnom merani do 70 s. Signél
1820 ako jediny signdl znameranych vykazoval jednotny priebeh v réznych casoch.
Z tohto zistenia m6Zeme povedat’, Ze oxidacia a nasledna redukcia P700 a Pc prebieha

rovnako rychlo bez ohl'adu na mnozstvo predchadzajtcich osvetleni.
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Obrazok 24: Priebeh signalu 1820 pri viacnasobnom merani v danych c¢asoch
(Casova os ma logaritmickeé delenie).

Na obrazku 25 je namerany vyvoj signalu P515 pri viacndsobnom merani do 70

s. V case 0 s dosiahol signal najvyssi pik, a zaroven nébeh signalu bol najvyraznejsi.

Tento efekt odzrkadl'uje najrychlej$ie nahromadenie H* iénov. Pri naslednych meraniach

sa ndrasty kriviek medzi sebou vyrazne nezmenili, ale vidiet' zmeny pri klesani. Tieto

zmeny odrazaji pomalSiu funkciu ATP-syntazy a plus prenosu K* a Cl- iénov cez TM.

P515 [r. j.]
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Obrazok 25: Priebeh signalu P515 pri viacnasobnom merani v danych casoch
(Casova os ma logaritmické delenie).
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Na obrazkoch 26-30 su zobrazené zavislosti medzi fluorescenciou chlorofylu a
P515 pre vyssie uvedené viacnasobné merania so zatemnovacou fazou do 70 s. Zavislosti
medzi signalmi su opét’ zobrazené pre ¢asy po dosadeni vzniknutého maxima v P515.
Podobne ako aj pri predchadzajucich pripadoch sme vypocitali korelacny koeficient

a koeficient determinécie spracované v tabul’ke 3.

Tabulka 3: Vypocitany koeficient determinacie a korelatny koeficient medzi fluorescenciou

chlorofylu a P515
Cas 0s 30s 50's 60s 70 s

Korela¢ny koeficient medzi fluorescenciou
chlorofylu a P515
Koeficient determinacie 0,887 0,925 | 0,807 | 0,857 | 0,847

-0,942 | -0,962 | -0,899 | -0,926 | -0,920

Grafy na obrdzkoch a koeficienty v tabulke 3 ukazuje, Ze sice pri postupnom
merani sa vzajomna linedrna zavislost’ fluorescencie chlorofylu na P515 mierne zhorsSuje,
avSak stdle je pritomna. Tieto vysledky potvrdzuju aj predo§lé merania, a to ze existuje
vzajomny vztah medzi poklesom P515 po dosiahnuti jeho maxima a narastom
fluorescencie chlorofylu.
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0 002 004 006 008 01 012 014 016 018
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Obrazok 26: Zavislost medzi fluorescenciou chlorofylu a P515 v ¢ase 0 s.
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Obrazok 27: Zavislost medzi fluorescenciou chlorofylu a P515 v ¢ase 30 s.
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Obrazok 28: Zavislost medzi fluorescenciou chlorofylu a P515 v ¢ase 50 s.
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Obrazok 29: Zavislost medzi fluorescenciou chlorofylu a P515 v ¢ase 60 s.
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Obrazok 30: Zavislost medzi fluorescenciou chlorofylu a P515 v ¢ase 70 s.
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6. Diskusia

Harbinson a Hedley (1993) uz vo svojej praci poukdzali na vzdjomné suvislosti
medzi fluorescenciou chlorofylu a absorpénymi zmenami pri 820 nm. MensSia pozornost’
v tomto smere bola venovana vzajomnému ovplyvneniu signélu fluorescencie chlorofylu
s absorpénym zmenami pri 515 nm. Zdal sa nam preto vhodny krok sustredit’ nase
merania a pokusit’ sa odpovedat’ na otdzky v tomto smere.

Pri naSich experimentoch sme prihliadali, uz na prace ktoré sa zaoberali
ovplyvnenim fluorescencie chlorofylu pomocou napitia ako napr. Pospisil a Dau (2002),
Bulychev (2011), Bulychev akol. (2013). V zZiadnej zuvedenych prac sa vSak
nereprezentovala vzajomna zavislost’ fluorescencie chlorofylu konkrétne na signali P515.

6.1 Korelacia medzi P515 a fluorescenciou chlorofylu pri
dvihajucej sa intenzite osvetlenia

Samostatné meranie rychlej kinetiky fluorescencie chlorofylu za zmeny intenzity
osvetlenia poukazalo v naSom pripade na rovnaké vysledky, ako to bolo napriklad pri
podobnych meraniach, ktoré prezentoval aj Schansker akol. (2003). Pri niZSich
intenzitach ako vidime na obrazku 1 sa zd4, Ze krok J a I st nejasné a niekde aj chybajt.
Postupne zvySovanim intenzity su uz viditel'nejSie vykreslené vsetky O-J-I-P kroky. Prva
intenzita odzrkadl'ujica kazdy krok krivky sa ndm podarila namerat’ pri hodnote 1 000
umol foténov m2 s7! na obrazku 1 a pri vypocte korelacného koeficienta v tejto intenzite
sme namerali najvacsiu korelaciu so signadlom P515 a predpokladali sme suvislosti.

Behom osvetleni vzorky sa zatvéaraja RCII, ¢o znamena ze P680 sa zoxiduje
a Pheo je prechodne zredukované a rychlo dochddza k prenosu elektronu na Qa, a tym
padom dojde ku oxidacii Pheo. Redukcia Qa umozni nasledny prenos v PSII, aby mohla
nastat’ dvojelektronova redukcia Qg. Vytvorenie prvého medzikroku J v O-J-1-P krivke,
teda popisuje redukciu Qa, a Ciastocne aj prenos elektronov medzi Qa a Qs, ktoré
pochadzaju z OEC aprechddzajuce cez Yz a Pheo. Po redukcii Qp nastidva
dvojelektronova redukcia PQ, ¢o sa nasledne odzrkadli v kroku I. Mézeme povedat’, Ze
tento krok teda odzrkadl'uje naplnenie PQ-poolu elektronmi v désledku viacnasobnych
obratov PSII centier. Vytvorenie malej platd faze takisto v tomto bode zodpoveda stavu,
kedy proces redukcie PQ pomocou PSII a oxidacie PQH, komplexom cyt bs/f dosiahne
prechodnt rovnovahu (Kaminskaya a kol. 1994).

Podl’a ¢asového rozpitia v ktorom sme korelécie spracovali, by sa mali nachadzat’

prave v case dosiahnutia spominaného I kroku pri fluorescencii, a zaroven pocas klesania
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signalu P515 po dosadeni jeho maxima. Pri O-J-I-P krivke je toto obdobie nérastu signalu
fluorescencie chlorofylu, kde sa dosiahnutim P kroku dosiahne aj maximalnej Grovne
zatvorenia RCII. Pri pohl'ade na signal P515 v tom istom Case sa nachddzame v krivke
pri klesani signalu. Klesanie pri krivke P515 primarne opisuje pracu ATP-syntazy, ktora
nahromadené H* i6ny v luméne vyuZiva v prospech svojej funkénosti. Tuto suvislost’
moze odzrkadlovat aj nameranie lokalneho maxima v klesani P515 pri vysSich
intenzitach, ktoré sa objavuje priblizne v rovnakom Case ako I krok pri fluorescencii
chlorofylu. Pre vznik ATP molekul je potrebny najmi nepretrzity zdroj H' iénov
v luméne. Ku acidifikacii luménu pomocou H" iénov prispievaju procesy ako rozklad
vody v OEC a prenos H" i6nov zo stromy do luménu pomocou PQH,.

ATP-syntaza vSeobecne vyuziva ku svojej ¢innosti celu pmf, pozostavajicu
z vytvoren¢ho ApH a Awp. Elektricka zlozku Ay odzrkadl'uje signal P515. Vytvoreniu
pmf zavisi aj od LET a CET. Pri LET sa redukuje NADP", kde kon¢ia H" iony v strome
a pri CET sa generuje pmfrecyklaciou elektronov z Fd do PQ-poolu (I-P krok). V naraste
kroku I-P je poukazany spomaleny prenos elektronov medzi PSII a PSI, v dosledku
vytvéarania ApH. Co nas privadza spit’ ku moznému prepojeniu tychto dvoch signalov.
Vieme, ze koordinaciou CET aLET sa vyvazuje produkcia ATP a NADPH
a optimalizacia tohto pomeru je vyzadované pre CB-cyklus.

Musime brat’ do uvahy, ze do zlozky Ay prispieva viac faktorov. Celkové
Ay pozostdva  znapdtia  spdsobeného  transportom  elektronov  vo  vnutri
multiproteinovych komplexov (PSII, cyt bg/f, PSI). Dalsia zlozka celkového Ay je
sposobena redistribuciou vSetkych mobilnych idnov H', K*, Mg?*, Cl- a zapornymi
nabojmi na povrchu TM. Prave negativne fixné néboje na povrchu membrany a kationy
v objeme stromy aluménu vytvaraji este dalsi elektricky potencidl na povrchu
membrany (Barber a kol. 1977), ktory musime brat’ do Gvahy pri popise P515. Cely
predpoklad pre tento signal je, Ze eflux kationov K* a Mg?* a opa¢ny vtok anionov CI-
cez TM prispieva ku vyvazeniu svetlom indukovaného pumpovania H', ¢im sa
optimalizuje fotosyntéza.

I6nové kandly su kl'acové pre elektricku signalizaciu a ovplyviiovanie velkosti
Ay. Elektrofyziologické tidaje ziskané z listov suchozemskych rastlin alebo rias potvrdili,
7e TM obsahuje rozne typy iénovych kanalov. Cim je negativnejsi elektricky potencial
v luméne oproti strome, tym viac katidnov sa pohybuje zo stromanlej strany na lumenélnu
stranu. Tieto fakty suhlasia s vyrokom, Ze katidonové efluxy sliizia najmé na disipaciu Ay
(Barber a kol. 1977), a teda zmenS$enie P515. PriCom sa pravdepodobne najprv H' iony
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z luménu transportovali do stromy, a naspat’ do luménu presli kotransportom K* zo
stromy. Neskor sa nahromadené K* presunt inym i6novym kanalom spat’ z luménu do
stromy.

V zhrnuti zisteni by sme hl'adali prepojenie fluorescencie chlorofylu a P515
pravdepodobne cez PQ-pool pretoze je to ¢ast’ ETC, kedy sa H" i6ny dostavaji do luménu
a nasledne vzrasta podla predchddzajucich tvrdeni elektricky potencidl na vnutornej
strane TM. Pravdepodobne praca ETC, ktord zabezpecuje vznik krokov pri O-J-I-P krivke
mé dopad na tvar P515. Toto bol jeden z predpokladov, preCo sme sa zamerali na
vzajomné prepojenie tychto dvoch signalov prave v tomto bode. Influx H" prebieha v ¢ase
kedy sa tvaruje Ikrok, ¢o sme uz spominali. Tento prechod, a zéroven acidifikacia
luménu mé6ze mat’ dopad na vznik druhého maxima v naSich meraniach. Vznik maxima
aj opisuje mensie spomalenie prace ATP-syntazy, ktora vyuziva prave H" idny
nachadzajice sa v luméne, tym padom vyrovndva aj napétia ale aj prispieva aj ku
vyrovnaniu ApH.

6.2 Korelacia medzi P515 afluorescencie chlorofylu pri
dvihajucej sa teplote

Vypracovanim tabul’ky 2 su podla korelaénych koeficientov urCite suvislosti
medzi signadlmi P515 a fluorescencie chlorofylu pri takmer vSetkych teplotach. Najvyssie
merané a pouzité teploty uz vykazovali uplna stratu signalu, preto sme ich nebrali do
uvahy. Od izbovej teploty az po 36°C nam vysledky dostatocne ukézali, ze st vzdjomne
ovplyviiované aj pri zvysujucej sa teplote, tak ako to bolo pri intenzite (obrazok 19-22).
V Casovej mierke sa suvislosti nachadzali opét’ v ¢ase reoxidacie PQ-poolu (pri O-J-1-P)
a prace ATP-syntazy (P515), ako to bolo pri dvihajlcej sa intenzite.

Wang a kol. (2006) ukazali, ze ApH sa pri pouzitom vysokom abiotickom strese
vyznamne potlaca, ako bolo aj v naSich meraniach pri vysokej teplote. Produkcia ApH je
ako sme uz spominali spojend s tvorbou ATP molekul a generovanie prebieha cez ATP-
syntazu, ¢o sa odzrkadl'uje na menSom napéti, menSom signali P515 na TM a znizenie
v ramci celej pmf. Saturdcia signalu P515 pri dvihajicej sa teplote nastala pri 30°C
(obrazok 6), od tejto hodnoty sa vyska maxima znizovala. Z poklesu signalu P515 boli
zalozené aj merania zistujuce aktivitu ATP-syntdzy a integritu membrany po zablesku
svetla. Hlavnou myslienkou bolo, Ze rozpad signalu udava mieru efluxu H" cez kanal
ATP-syntazy. Zablesk svetla teda vyvold elektrické pole separdciou naboja vo

fotosystémoch a cyklickym prenosom elektronov cez cyt bs/f.

46



Pri O-J-I-P krivke nastala saturacia signalu pri rovnakej teplote ako pri P515, a to
pri 30°C. Z merania fluorescencie chlorofylu je vidiet znizenie maximalnej
fluorescencie, a tym aj klesajuci fotochemicky vytazok reakcie pod zvysSujucou sa
teplotou. Pri meraniach s pouzitim tepelného stresu sa pri O-J-I-P krivke vytvorilo
lokalne maximum bod v €ase priblizne 0,9 ms. Vytvorenie d’alSiecho medzikroku v O-J-
I-P krivke pri vySSich teplotich mézeme pripisat’ vzniku K kroku. Z predchadzajicich
Studii sa zistilo, Ze tento K krok odrdza postupnt inhibiciu OEC, ako aj pokles rychlosti
fotochemickych procesov (Gururani a kol. 2015). V d’alSich experimentoch bolo hlasené,
ze K krok naznacuje zdvaznu dezorganizaciu PSII sposobenu vysokou teplotou (Bresti¢
a Ziveak 2013.) Stres z vysokej teploty spdsobuje inhibiciu transportu elektrénov z Qa
do Qg, nahromadené Q, aP680" sa mdzu rekombinovat, o sposobuje pokles
fluorescencie chlorofylu po K kroku (Lazar 1999). K krok mézeme pripisat’ teplotne
vyvolanej nerovnovdahe medzi tokom elektronov opustajucim RCII smerom
ku akceptorom a tokom elektronov prichadzajiicim do RCII zo strany donoru (Strasser
1997).

6.3 Viacnasobné meranie so zatemmnovacou fazou

Pri viacndsobnom merani signdlov od 0 sdo 70 ssa pri fluorescencii chlorofylu
vytvorila platé faza dosiahnutim J kroku, tym padom sa prechod medzi J a I krokom
vytratil a spojil do jedného maxima. Dosiahnutie predizenej platé faze sa v tomto merani
asi predlzuje imerne s vel'kost'ou redukovate'ného PQ-poolu. Spominany PQ-poolu je
ovplyvneny s CET, ktory recykluje elektrony z Fd. Jednym z primarnych produktov CET
je ApH, ako zlozka pmf. Zaverom pri tomto merani moézeme povedat, ze predlzujlica sa
zatemnovacia faza ukdzala postupne sa predlzujuci spominany J-I krok. H® iony
v zavislosti od svetla oddel'uju rychlost’ oxidacie PQ riadenu strémou a TM pri cyt bs/f.

Prvé osvetlenie sposobilo redukciu Qa, PQ-poolu, a nasledné nasytenie celého
ETC elektronmi. V néslednej zatemniovacej faze doslo ku oxidécii celého ETC, €o sa da
vysvetlit’ tokom elektrénov z Fd pre¢. Tato doba tmy vSak nebola dostatocne dlha, ¢o
sposobilo netplna oxidaciu ETC. Najskor po pouzitych 20 a 10 sekundach sa aplikoval
d’alsi svetelny pulz, o sposobilo rychlejsie nasytenie ETC elektrénmi, a to sa odrazilo v
tvare krivky fluorescencie chlorofylu. Ciasto¢ne zredukovany ETC na zaciatku
nasledného osvetlenia potom prislusne ovplyvnilo aj d’alSie merané signaly.

Zo spracovanych vysledkov viacnasobného merania do 70 s, sa objavené
maximum premietlo aj do absorbancie pri 515 nm. Pri P515 sa objavilo aj mensie lokalne
maximum v ¢ase priblizne 22 ms, ako je vidiet' na obrazku 19. Toto maximu sa objavilo
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pri klesani signalu a odzrkadl'uje Ciasto¢né spomalenie prace ATP-syntazy. Tento Cas
odpoveda pri O-J-I-P krivke kroku J, pri ktorom sa pri vysSich intenzitach vytvorilo
spominand platd faza alebo Ciasto¢né nasytenie signalu pri dlhSich ¢asoch. Zavislosti sa
na obrazkoch podla ¢asovej mierky vyskytuji najmé pri praci ATP-syntazy, takze
v obdobi klesania P515 apri O-J-I-P krivke priblizne v ¢ase vyskytu maxima
a ndsledného dalSieho rastu. Ku pozorovanym suvislostiam je pravdepodobné, ze
priebehy v TM sa vzdjomne ovplyviiuji. V oboch signdloch dochadza ku vicSiemu

nasyteniu postupne predlzovanim ¢asu zatemnovacej fazy.

6.4 Fyzikalny mechanizmus zmien fluorescencie chlorofylu

v zavislosti na P515

V predchadzajucom texte boli diskutované fyziologické suvislosti tykajuce sa
sucasnych zmien fluorescencie chlorofylu a P515. Aka je ale fyzikalna podstata zavislosti
fluorescencie chlorofylu na signali P515?

Podl’a niektorych predchadzajtcich teorii pri naraste Ay, spdsobeného narastom
protonov v luméne, sucasne narastd aj fluorescencia chlorofylu. Na opacnej strane st
nazory, podla ktorych by efekt mal byt opacny. Podl'a Dau a Sauer (1992) je narast
fluorescencie chlorofylu, pri kladnom elektrickom potencidly luménu, vysvetleny
poklesom rychlostnej konstanty nabojovej separacie, v bode tvorby P680*Pheo
z P680Pheo. S poklesom rychlostnej konStanty nabojovej separdcie dochadza ku
akumulécii P680°, a tym sa aj zvicSuje deaktivacia P680™ pomocou emisie fluorescencie.
Iny nazor prezentoval Davis akol. (2016), podl'a ktorého pri kladnom elektrickom
potencialy luménu dochédza k nérastu rychlostnej konStanty neziarivej rekombindcie. Na
zaklade tejto informacie by malo dojst’ k poklesu emisie fluorescencie chlorofylu, pretoze
neziariva rekombindcia konkuruje ziarivej deaktivacii (emisii fluorescencie). Davis a kol.
(2016) sa vsak meraniam fluorescenciu chlorofylu vo svojej praci nevenovali. Podl'a
naSich dat nameranych v tejto praci sa jasne ukazuje, ze fluorescencia chlorofylu rastie
s poklesom P515, preto sa priklaname k druhému nézoru (Davis a kol. 2016). Fyzikalny
mechanizmus zmien velkosti spomenutych rychlostnych konstant je potom zmena

Gibbsovej vol'nej energie (AG) danych reakcii spdsobena elektrickym potencidlom.
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7. Zaver

V tejto diplomovej prace boli zmerané Casové zavislosti signdlov P515, 1820
a fluorescencie chlorofylu. Vsetky signdly popisuju urcité elektrické vlastnosti
v rastlinach. Okrem fluorescencie chlorofylu produkovanou najmi PSII, zaznamenany
signal P515 odréaza napétie na thylakoidnej membrane a signal 1820 odraza redoxny stav
P700. VSetky zaznamenana signaly v praci sme zmerali pomocou pristroja DUAL-PAM,
popisaného v Casti materidly a metddy. Pri meraniach casovych priebehov sme
uskuto€nili merania aj pre rozne teploty a intenzity osvetlenia. Posledné zaznamenané
bolo viacndsobné meranie oddelené zatemnovacou fazou.

Hlavnym ciel'om bolo preskiimat’ spojitosti medzi signalmi. Pri spracovani merani
signalov I820 a P515 sme vsak nezistili ziadne linearne zavislosti. Priaznivejsie vysledky
sme dostali pri spracovani linearnych vlastnosti medzi fluorescenciou chlorofylu a P515.
Merania ukazali, Ze existuje zavislost’” medzi tymito dvoma signdlmi. Zavislosti sme
mohli pozorovat’ po dosadeni namerané¢ho maxima P515. Po tomto spracovani mdézeme
potvrdit, Ze existuje linedrna zavislost medzi narastom fluorescencie chlorofylu
a poklesom signalu P515. Dosadené maximum P515 sa objavovalo vzdy priblizne
v Casoch pozicie kroku I v O-J-I-P krivky.

Téato diplomova praca moze posluzit’ ako d’al$i dokaz a potvrdenie , ze napitie
vytvorené na membrane pocas ETC a fluorescenciu chlorofylu, st sice dva rozdielne
procesy prebiehajuce v rastlinach, ale vzdjomne ovplyviiované. Vo vSeobecnosti je vSak
eSte mnoho informacii, ktoré je potrebné doplnit’ k iiplnému pochopeniu takto sthrnného

procesu.
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