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1. Cile prace:

» Pomoci fluorescencni kinetické mikroskopie zjistit, zda mizeme mezi jednotlivymi
druhy smésnych ptirozenych populaci fytoplanktonu nalézt heterogenitu v induk¢éni
kiivce variabilni fluorescence.

» Pokud ano, pak zodpovédét otazku, zda se tato heterogenita méni béhem roku
(sledovanych mésici) a mezi lokalitami s riznym druhovym slozenim.

» Charakterizovat fotosyntetickou aktivitu pomoci parametr, které Ize uréit z

fluorescencni indukce a zhaSeni a sledovat jejich sezonni zmény.



2. Pouzité zkratky:

AL
CCD
FIK
FKM
Fo
Fo
Fm
Fmé
Fs

Fv

Dp,

Actinic Light (aktinické svétlo)

Charge-Coupled Device

Fluorescenéni Indukéni Krivka

Fluorescence Kinetic Microscope (fluorescen¢ni mikroskop)

minimalni vytézek fluorescence chlorofylu v temnotné adaptovaném stavu
minimalni vytézek fluorescence chlorofylu ve svételné adaptovaném stavu
maximalni vytézek fluorescence chlorofylu v temnotné¢ adaptovaném stavu
maximalni vytézek fluorescence chlorofylu ve svételné adaptovaném stavu
fluorescence v ustaleném stavu

maximalni vytézek variabilni fluorescence chlorofylu v temnotné
adaptovaném stavu

maximalni  vytézek variabilni fluorescence chlorofylu ve svételné
adaptovaném stavu

chlorofyl a

chlorofyl b

chlorofyl ¢

Light Harvesting Complex (svétlosbérny komplex)

Measuring Light (méfici svétlo)

Non-Photochemical Quenching (nefotochemické zhaseni)

Pulse Amplitude Modulated fluorometer (pulsni amplitudova modulace)
Photosystem I (fotosystém I)

Photosystem Il (fotosystém II)

Fluorescence Quenching (fluorescenéni zhaseni)

Photochemical Quenching (fotochemické zhaseni)

Non-photochemical Quenching (nefotochemické zhaseni)

Reak¢ni Centra

Saturation Pulse (saturacni puls)

kvantovy vytézek fotochemie



3. Uvod

3.1 Fluorescence chlorofylu - historie

Prvni pozorovani fluorescence chlorofylu sahaji patrn¢ az do prvni poloviny 19. stoleti (Sir
David Brewster, Sir John Herschel), ale zasadni pokrok pfinesly aZ v roce 1931 kvalitativni
pozorovani profesora H. Kautskeho a A.Hirshe (o historii vyzkumu fluorescence chlorofylu
viz Govindjee 2004). Ti zjistili neptimou souvislost mezi intenzitou fluorescence chlorofylu a
a fotosyntézou, kdyz pozorovali zmény ve fluorescenci Chl a po osvétleni listu rostliny. Tato
nepiiméd zavislost je zakladem vyuziti méfeni variability fluorescence jako indikatoru
fotochemické faze fotosyntézy.

K rozsifeni metody fluorescence chlorofylu jako bézné neinvazni metody studia
fotosyntézy doslo ale az po zavedeni fluorimetrd, které pracuji na zaklad¢ pulsni amplitudové
modulace (PAM — Schreiber a spol., 1986). Tyto pfistroje umoznily spolehlivd méfeni zmén
vytézku fluorescence a noveé také ziskavani informaci o fotochemickych procesech
fotosyntézy pomoci tzv. zhéaseci analyzy (Bradbury a Baker, 1983; Gray a spol., 2006;
Papageorgiou a Govindjee, 2004; Ritchie, 2006; Siffel a spol., 2000). Dalsi technicky rozvoj
umoznil prostorové zobrazeni variabilni fluorescence za pouziti zobrazovacich CCD kamer
(Nedbal a spol., 2000). Tyto systémy umoziuji ziskat dvojdimenziondlni (2D) obraz kinetiky
fluorescence objektl s rozliSenim jednotlivych zobrazovacich boda. V zévislosti na pouzitém
zobrazovacim zafizeni tak lze mapovat heterogenitu ve fotosyntetické aktivité vzorkd od
urovné jednotlivych chloroplastli az po celé porosty. Pomoci pocitacové analyzy signali lze
stanovit a zobrazit fyziologicky relevantni parametry studovanych fotosyntetickych
organismul. RozSifenim na 2D zobrazovani se tak metod€ fluorescence Chl oteviela zcela
nova oblast moznych aplikaci, napt. v ekofyziologii.

V této praci jsme pouzivali zobrazovaci metodu CCD kamery ve spojeni s kinetickym
fluorescenénim mikroskopem (Berman-Frank a spol., 2001; Ferimazova a spol., 2002;
Gachon a spol., 2006; Kiipper a spol., 2000; Kiipper a spol., 2002; Kiipper a spol., 2004;
Kiipper a spol., 2007; Kiipper a spol., 2008; Setlikova a spol., 2005) pro studium heterogenity

fotosyntetické odezvy u planktonnich fas a sinic.



3.2 Fluorescence chlorofylu - zaklady

Ackoliv fotosyntetické organismy obsahuji celou fadu rGznych pigmentd (chlorofyly,
karotenoidy a fykobiliny), ma pro fluorescencni sledovani fotosyntézy zdsadni vyznam
chlorofyl a. Je totiz pigmentem vnitinich svétlosbérnych antén a reak¢nich center, ktery
zabezpecuje fotochemické rozd€leni naboje. Molekula chlorofylu absorbuje zafeni bud’
pfimou absorpci fotonu, nebo pfenosem excitacni energie od sousednich pigmentd. Tim dojde
k pfechodu elektronu ze zakladni hladiny (S0) do vyssiho energetického stavu. Modré svétlo
excituje molekulu do druhé singletni hladiny (S2), cCervené pak do prvni (S1). Vyssi
excitované stavy jsou nestabilni, a proto zahy dochazi k vnitinimu pfechodu na prvni
excitovanou hladinu S1. Excitace ale ani zde neni stabilni a béhem nanosekund se ziskana
energie (exciton) bud’ vyuzije, nebo ztrati a molekula tak ptejde opét do zakladniho stavu SO.
Proces, pii kterém excitované molekuly chlorofylu ztraceji ziskanou energii, se obecné
nazyva zhaSeni. To se d&je ve 3 formach, které si vzajemné konkuruji — zména v G€innosti
jedné drahy ovlivni Gi¢innost ostatnich (obr. 3.1):

1) Fotochemické zhaseni (qP) — energie

| . r . ¥ Yo v .
0 excitovaného stavu je pfeménéna na chemickou

energii. Je to cesta fotosyntézy, kdy se exciton
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fotochemické rozdéleni naboje.
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-

Electron transport ' 2) Nefotochemické zhaseni (qN) — energie
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v teplo.
3) Fluorescenéni zhaseni (qF), fluorescence — pii

pfechodu do zékladniho stavu se vyzaii foton
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Obr. 3.1: Vyuziti excitaéni energie v molekule chlorofylu RC PSII (internetovy zdroj ™).

Maximalni kvantova ucinnost pfemény zachycené energie na fotochemii rozdéleni
naboji ve fotosystému II je kolem 70%. Ztraty v podobé fluorescence se pohybuji v rozmezi
2-5%. Rozdil se ztraci jako teplo (Falkowski, Raven, 1997).

Fluorescenci chlorofylu lze pozorovat v ¢ervené oblasti spektra. Pfi pokojové teploté

pochéazi vétSina emitovaného zafeni z fotosystému II. Fotosystém I vykazuje vyznamnou
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fluorescenci jen pii nizkych teplotach (77K), (Prochazka a spol., 1998). Hlavni maximum
emise PSII je okolo 680 nm, ve spektru Ize pozorovat i podruzna vibra¢ni maxima, napt. u
730 nm. Jak jiz bylo uvedeno, fluorescence chlorofylu fotosyntetickych organismut je
dynamicky jev, jeji intenzita v pribéhu ¢asu nabyva rtiznych hodnot v zavislosti na zménach
v u¢innosti fotochemie a tepelné disipace. Casovy zdznam téchto zmén se nazyva

fluorescen¢ni indukéni kiivka (FIK).

3.3 Vztah fotosyntézy a fluorescence

Fluorescence chlorofylu je tmérna té ¢asti zachycené energie, ktera nebyla vyuzita pii
fotochemii a tedy pfi fotosyntéze. Protoze vétSina fluorescence pochdzi z fotosystému II, je
pravé vazba mezi fluorescenci a uéinnosti fotochemie PSII nejsilnéjsi. Ze zmén v intenzité
fluorescence mizeme odvozovat, jak fotosyntetické organismy (fasy i rostliny) vyuzivaji
absorbovanou energii. Cim vice energie je vyuZito pro separaci nboje v reakénich centrech,
tim je variabilni ¢ast fluorescence nizsi. Pokud je qF minimdlni, pak se u¢innost posouva
k fotochemickym reakcim (fotosyntéza), pokud je qF maximalni, pak je uc¢innost fotosyntézy

minimalni.



3.4 Variabilni fluorescence

Variabilni fluorescence se stanovuje jako rozdil mezi maximdlni (Fy) a minimalni
fluorescenci (Fp), (obr. 3.2). Hodnotu minimalni fluorescence ziskame, pokud bunku
vystavime pouze slabému méticimu svétlu, které nema vyznamny aktinicky efekt. Ve stavu Fy
jsou RC PSII oteviena a primarni akceptor Qa je oxidovan. Pokud chceme zméfit maximalni
hodnotu fluorescence, pak fotosynteticky organismus, ktery byl adaptovan na tmu, musime
vystavit silnému satura¢nimu pulsu. Ten mize byt bud’ jednoobratkovy (ST = single-turnover,
délka ~ mikrosekundy) nebo mnohoobratkovy (MT = multi-turnover, délka fadov¢ desitky az
stovky ms). V obou piipadech dojde k zahlceni reakénich center fotosystému II a v ptipadé

MT pulsu také ke zredukovani celé akceptorové strany
DARK-ADAPTED

Fm O NN NN NN NN NN BN BN BN BN BN BN BN B W

PSII. S tim, jak se snizuje pravdépodobnost nalezeni

Maximum
Fluorescence

otevieného RC, se zvySuje vytézek fluorescence
(Falkowski, Raven, 1997). Akceptor Qa je zredukovan
a RC PSII nejsou schopna vyuzit zachycenou energii
k dalsimu rozd¢€leni naboje. Podil zachycené energie,
ktera se ztraci ve fluorescenci, je Vysoky, tim
dostaneme maximalni vytézek fluorescence, Fpy

(Nedbal a spol., 2000, Papageorgiou, Govindjee,

- 2004). Osvétleni na tmu adaptovaného vzorku

Saturation Pulse v s v o v e y v
satura¢nim svétlem, mlze zvysit vytézek fluorescence

0 mmmmmmm======= ChlazFy,naFy az 3krat (pii pouziti ST pulsu) nebo

4
Measuring Light On

az Skrat (pti pouziti MT pulsu).

Obr. 3.2: Popis zakladnich parametr variabilni fluorescence. Hodnota Fy se ziska rozdilem hodnot
Fu (po saturaénim pulsu) a Fq zm&fenych v temnotné adaptovaném stavu. (internetovy zdroj ).

3.5 Analyza variabilni fluorescence

Kvantitativni vztah mezi fluorescenci a Gc¢innosti fotochemie lze vyjadfit pomoci zakladnich
parametrl, které lze ziskat z méfeni variabilni fluorescence. V zdsadé¢ se pro ziskani
parametrii pouzivaji dva odliSné experimentalni pfistupy, které také poskytuji odlisné
parametry a kvantitativni vztahy (piehledné viz Rohéacek a spol., 2008): a) méteni kinetiky
rychlé indukce fluorescence V mikrosekundové — sekundové oblasti (vySe zminéna FIK)
anebo b) zhasSeci analyza béhem pomalé fluorescencni indukce. Vzhledem K technickym

moznostem zobrazovacich kamer se ve 2D fluorescencni kinetické mikroskopii pouziva druhy
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piistup, zhaSeci analyza béhem pomalé fluorescen¢ni indukce (obr. 3.3). Tato metoda je
podrobné popséna v literatufe (Maxwell, Baker and Oxborough, Rohécek), proto zde uvadim

pouze zakladni vztahy:

Pediastrum sp.

0.8

0.6

Variable fluorescence [r.u.]

0.4 —

0 20 40 60 $0 100 120
+ML '

+SP +AL +SPs Time [5] AL +SPs

Obr. 3.3: V grafu je znazornéna kinetika pomalé indukce fluorescence fasy Pediastrum sp.
zaznamenana in vivo na fluorescenénim kinetickém mikroskopu Micro FluorCam 2000 od firmy PSI.

Aby bylo mozZzné ziskané idaje navzijem porovnavat, jsou vzorky vystaveny dobie
definovanych svételnym podminkam a pak zméfen jejich fluorescenéni vytézek. Pocitacové
fizeni experimentu umoZfiuje sestaveni tzv. meéficich protokold, které celé méfeni
automatizuji. Vysledkem mohou byt napf. kinetické kiivky (ptiklad viz obr. 3.3). Z téchto
zdznaml kinetiky pomalé indukce Ize odecist hodnoty fluorescencniho vytézku
Vv definovanych ¢asovych bodech (Fy, Fo, Fs, Fm’, Fo’), které se pak pouzivaji ve vypoctech
riznych parametrt, které kvantifikuji ucinnost fotosyntetickych procesi (®po, qP, gN, g0,
NPQ, ®)). Fy a Fo charakterizuji na tmu adaptovany stav bunky, zatimco Fy’, Fs a Fo® jsou
fluorescencni vytézky vzorkl vystavenych aktinickému svétlu. Hodnota maximalni variabilni
fluorescence Fy se vypocita podle nasledujiciho vzorce:

Fv=Fu-Fo
Na svétle je variabilni fluorescence

Fv’=Fum’ —Fs
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Zakladni a nejpouzivanéjsi parametr, ktery Ize z variabilni fluorescence vypocist je kvantovy
vytézek fotochemickych procest v PSII, @pg,.

®pg) = Fy/Fpm nebo na svétle By /Fy*

®ps; udava ucinnost fotochemického rozdeleni naboji v RC PSII za danych
podminek. Jeho maximalni hodnota v nestresovych podminkach vyssich rostlin dosahuje az
0,82. Hodnoty tohoto poméru slouzi pro vypocet rychlosti linearniho toku elektront skrz PSII.

gP = (Fm* — Fs)/(Fm*-Fo%)
Tento parametr udava jaka ¢ast ze vSech reak¢nich center PSII zGstava v daném okamziku
oteviena.

NPQ = (Fv — Fm*)/Fum*
Parametr NPQ je pouzivan jako relativni indikdtor mnozstvi energie, kterd se v anténnim

komplexu PSII ztraci ve formé tepla (Rohéacek a spol., 2008).

3.6 Fytoplankton
Fytoplankton je spolecenstvo mikroskopickych fotosyntetizujicich organismt (sinic, fas a
prvokil), které obyvaji vodni sloupec nadrzi, jezer apod. Fytoplankton naSich rybnik
zahrnuje rozmanité druhy ze vSech znamych oddéleni (od Cyanobacteria ptes Rhodophyta,
Chromophyta az po Chlorophyta). Distribuce jednotlivych druhti je zavisla na roénim obdobi,
tak jak se méni teplota a radiace. Nemén¢ dulezita je také mira eutrofizace. Kombinace téchto
tii zékladnich podminek urcuje, které fasy budou v danou dobu dominovat a které se budou
vyskytovat jenom ziidka (o ekologii viz Lee, 1989; internetovy zdroj L3y

Dulezitou roli ve vyskytu fas hraje vertikdlni gradient distribuce limitujicich zivin a
vertikalni gradient vyuzitelné radiace. Tyto gradienty ptimo urcuji jejich distribuci ve vodnim
sloupci. Vertikalni gradient distribuce limitujicich zivin miiZze vést k diverzifikaci strategii
Vv ziskdvani zivin (potravy). Vertikdlni gradient distribuce radiace poskytuje misto pro
separaci a koexistenci riznych strategii vyuziti svétla ve stratifikovanych podminkéach: Druhy
schopné adaptace na vyS$i hodnoty zafeni dominuji v hornich vrstvach vodniho sloupce,
zatimco druhy adaptované na nizké hodnoty zateni obyvaji vétsi hloubky (Lichtman, 2007).
Je to dano tim, ze kazdé odd€leni fas ma odlisné hlavni pigmenty a rizné uspotfadané
svétlosbérné antény. Jejich uspotfadani pak urCuje miru citlivosti fas k zafeni. Variabilita
svétlosbérnych antén souvisi s evoluci fas (obr. 3.4.). Evoluce vSech fotosyntetickych
eukaryot je uzce spjata s historii endosymbiozy. Primarni endosymbioza (pohlceni sinice
eukaryotni nefotosyntetickou butikou) dala vzniknout prvnim fotosyntetickym eukaryotiim a

nasledujici vyvoj vedl ke vzniku tii linii fas s primarnimi plastidy: Chlorophyta, Rhodophyta
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a Glaucophyta. Ctvrtd skupina fas, kterd vyuzivda Chl ¢ (Cryptophyta, Haptophyta,
Dinophyta), je vysledkem sekundarni symbiozy, kdy nefotosyntetizujici eukaryota pohltila
endosymbionta ¢ervenych tas (Green, 2007).

PBS \I, Pcb‘l/SIA {Chl &+£67)

-0 L1

Cyanobacterium

[ First photosynthetic eukaryote | I
\ /

CP2E3:29 LCII R
: Glaucophytealgae
trimer LHCI <
Chl a only
Plants and green algae
Chls a+ &

Red algae K./
Chl a only L

| / ;\

he ™ phycobilipratein

Heterokonts

Peridinin-Chl a7

protaln Dinoflagellates Haptophytes Cryptophytes
Chis a+¢ Chls a + ¢ (FCPs) Chlsa+c
peridinin fucoxanthin various carotenaids

Obr. 3.4: Svétlosbérné antény. Piedchidce chloroplastu u sinic mél fykobilizomy a anténu, ktera
mohla byt spojena s PSI. Potomci prvnich fotosyntetickych eukaryot se rozlisili do zelené linie (zelené
fasy, rostliny), do ¢ervené linie (Gervené fasy), a do linie Glaucophyta. Zelena linie ma LHC vazici
Chl a+b, ¢ervena pouze Chl a. Jedna nebo vice sekundarnich endosymbioz zahrnujici endosymbionta
¢ervenych fas dala vznik ¢tyfem hlavnim skupinam fas s Chl a/c v LHC. Peridin-Chl a protein byl
nalezen jen u obrnének (Dinophyta), piesnéji v jadrech reakénich center PSI a PSII (Green, 2007).
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3.7 Pigmentové sloZeni a fluorescen¢ni vlastnosti fytoplanktonu
Taxonomické skupiny fas maji charakteristické pigmentové slozeni a tedy i optické vlastnosti

- rizné spektralni oblasti absorpce a emise zareni (tab. 1).

Tabulka 1: Fytoplanktonni organismy emituji pii pokojové teploté v ¢ervené oblasti spektra (pokud
obsahuji fykobilisomy zhruba od 600 nm, bez fykobilisomi emise okolo 680 nm). Fykoerythrin, ktery
se nachazi u né€kterych sinic a skrytének emituje v oranzové oblasti. U eukaryotickych fas je
fluorescence excitovana piedevsim modrym svétlem, které absorbuji chlorofyly (cca 400-530 nm).
Fykocyanin typicky pro vétSinu sinic absorbuje svétlo v oranzovo-Cervené ¢asti spektra.

Pigment Vyskyt pigmentu | Excita¢ni maximum | Emisni maximum
(oddéleni)
Chlorofyl a Vsechny sinice a fasy 440 nm 685 nm
Chlorofyl b Chlorophyta 480 nm 685 nm (via chl a)
Chlorofyl ¢ Chromophyta, 460 nm 685 nm (via chl a)
Dinophyta,
Cryptophyta
Fukoxanthin Chromophyta 525 nm 685 nm (via chl a)
Peridin Dinophyta 525 nm 685 nm (via chl a)
Fykocyanin Cyanobacteria 620 nm 650 nm
Fykoerythrin Cyanobacteria, 565 nm 385, 620 nm
Cryptophyta

Rozdilnost fluorescencnich emisnich a excitacnich spekter riznych pigmentd lze
vyuzit pii detekci pfitomnosti urcitych fas a sinic, napf. ve vodohospodarstvi. Piikladem jsou
odlisna emisni spektra fykocyanint, které 1ze vyuzit jako citlivy indikator pfitomnosti sinic ve

vod¢ pro v€asné monitorovani ptitomnosti potencialné toxickych metabolitii sinic v nadrzich.
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4. Metodika
Nase prace byla souc¢asti sezonniho pokusu organizovaného Doc. RNDr. Liborem Pecharem
CSc. Ze ZF JEU, jehoz cilem bylo zjistit, zda obhospodafovéani intenzivnich rybniki vede

K vys8i primarni, sekundarni a terciarni produkci.

4.1 Lokality
Odbéry vzorkt probihaly na rybnicich Klec a Rod (obr. 4.1).
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1édrazka \Y N “Senekov ] -~ =
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Obr. 4.1: Mapa umisténi rybnika.

Rybnik Rod je soucasti pfirodni rezervace vyhlasené v r. 1990. Slouzi k chovu ryb, ma
vysoky obsah Zivin. Vychodni ¢ast rybnika pfechazi v raSeliniste.

Rybnik Klec ma vyssi miru eutrofizace nez rybnik Rod.

4.2 Prace v terénu

Odbeéry vzorkl probihaly v obdobi od kvétna do fijna 2008, jednou za 14 dni, v dopolednich
hodinach. Smésny vzorek jsme ziskali pomoci tzv. planktonni trubky. Na jednom konci méla
sitku nepropustnou pro velky zooplankton, na druhém uzavér, diky kterému po vytaZeni

z vody Vv trubce zustal vodni sloupec. Vzorky byly odebirany v riznych mistech rybnika.

4.3 Prace v laboratori
ProtoZe se tato prace teprve zavadéla a metodiku sledovani jednotlivych bunék planktonnich
fas pomoci fluorescenéniho kinetického mikroskopu jsme v Laboratoii fotosyntézy MBU

AVCR v Tieboni testovali, vénovali jsme se i optimalizaci metodiky piipravy média a
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optimalni metodé fixovani vzorku pro méteni. Dale pak bylo tfeba na fluorescen¢nim
mikroskopu urcit pfibliznou intenzitu svétel pro jednotlivé pouzité objektivy a v programu

FluorCam6 vytvotit méfici protokol pro metodu fluorescen¢niho zhaseni.

4.3.1 Priprava média

Médium jsme ziskali prefiltrovanim cca 1,51 rybni¢ni vody. Pro filtraci jsme pouzili
membranovy filtr Porafil CM 045. Diky tomu jsme se zbavili zooplanktonu, fytoplanktonu a
veSkerych necistot obsazenych ve vode¢.

Protoze vzorek obsahoval mnoho bicikatych nebo obrvenych druhti tas, které by se pfi
meéfeni v zorném poli pohybovaly, bylo tieba ho zafixovat. Pro méteni fluorescence metodou
fluorescencniho zhéseni je totiz dulezité, aby objekty nebyly v pohybu. Vhodnym gelem pro
tuto praci je agar. Je to polysacharid s vysokou gelujici schopnosti, vyrabi se z ¢ervenych
moiskych fas. Gel se vytvofil smichanim agar6zy a vody. Agaréza ma formu prasku, ktery je

pfi teplotach kolem 90°C rozpustny ve vod¢.

4.3.2 Priprava 1% agarosového gelu

Na analytickych vahach (Precisa 125A JK 81732) bylo navazeno 0,1g agarosay (Sigma, Type
VII), ktera byla rozpusténa v 10 ml média. Pro snadnéjSi rozpousténi byla lahvicka
s roztokem dana na nékolik vtefin do mikrovinné trouby, protoze agarosa se v mediu, které
mélo zhruba 20°C, $patné rozpoustéla. Poté byl roztok umistén na michacku, aby doslo
k rozbiti i téch nejmensich casteCek. Hotovy gel byl prizraény a neobsahoval zadné
nerozpusténé Castice. Aby gel neztuhnul, byl vlozen do termostatu se stalou teplotou 37°C.
Tuto teplotu jsme v pribéhu pokusu snizili na 33°C, coz byla hranice jejiho pomalého tuhnuti,

abychom buiiky pokud moZno co nejméné ovlivnili.

4.3.3 Priprava vzorku pro méreni

Vzorek byl nejprve zbaven zooplanktonu a necistot scezenim pies 100 mikronovou sitku.
Poté jsme vzorky zahustili na filtru. K prefiltrovani vzorku jsme pouzivali membranové filtry
s velikosti port 6um (Pragopor). Podle hustoty vzorku bylo filtrovano 5-10ml vody, aby se
filtr pokryl souvislou vrstvou fas. Samotna filtrace se provadéla velmi jemné, aby nedoslo
k rozbiti bunék a abychom bunky nevystavovali pfilisSnému tlaku a tim i stresu. V letnich
meésicich vétSinou postacilo filtrovat 5 ml. Vyskytlo se vSak nékolik vyjimek, a to hlavné u

vzorki z Rodu, kdy se muselo filtrovat 10 ml.
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V zacatcich pokusu jsme filtr se vzorkem nechavali na podloznim sklicku. Tim se
zabranilo moznému pohybu bi¢ikatych a obrvenych zastupct fas. Pod mikroskopem vSak
zustavaly pory filtru viditelné (po osvétleni IR svétlem, nutné pro taxonomickou identifikaci
bun¢k dle jejich tvaru). Zkusili jsme pouzit i specialni filtry pro svételny mikroskop s pory o
velikosti Sum (Millipore), ale 1 ty byly vidét. K ovlivnéni méfeni tim nedochazelo, ale
pfenaSeny obraz byl nekvalitni. Proto jsme se rozhodli fixovat vzorky na sklicku 1%
agarosovym gelem, ktery je Ciry a prihledny.

Filtr s bunikami jsme opatrné ptenesli na podlozni sklicko, kde bylo nakapnuto 10ul
média. Filtr jsme v médiu smaceli, dokud se vétSina bunck nedostala do média. Poté jsme
vzorek zaképli stejnym mnozstvim ohtatého gelu a pfiklopili krycim sklickem. Dulezité je
vzdy zachovat pomér v mnozstvi média a gelu, tj. 1:1.

Problém, ktery zde mohl nastat, byl ve zméné¢ podminek po pifidani gelu. Teplota
agarosy méla totiz v okamziku vyjmuti z 1ldzn€ 33°C. Ale protoZe se odpipetovalo 10pul gelu,
je pravdépodobné, Ze teplota gelu jesté poklesla, nez byl gel pfidan ke vzorku. Abychom
ov¢rili, zda a v jaké mife agarosa ovliviiovala bunky a jejich fluorescencni odezvu, provedli
jsme testovaci méteni. Vysledky jsou shrnuty v grafech na obrazku 4.2, které ukazuji

kinetické zaznamy variabilni fluorescence bun¢k métenych s agarosou nebo bez ni.
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Obr. 4.2 A - D: Zaznamy fluorescen¢ni kinetiky bunék, které byly pro méfeni fixovany ve vzorku
agarosou (Cerven€) nebo bez pfitomnosti agarosy (modie).

Takto pfipraveny a zafixovany vzorek miizeme pouzit pro méieni na fluorescencnim
mikroskopu.

V obdobi piipravnych pokusii jsme také zkusili nahradit podlozni sklicko specialni
pratokovou komiirkou. Pro méteni fotosyntetickych vodnich organismii je vyhodné pouzivat
méfici komlrku. Problémem podlozniho a kryciho sklicka je rychlé vycerpani COj. Pti
dlouhodobéjsim meéteni dochdzi vlivem zafeni ke zvySovani teploty vzorku, nebo dokonce
k jeho vysychani. Tyto podminky pak pro méfené bunky znamenaji stres a ovliviwuji vysledky
meéfeni. Tento problém jsme vyteSili tak, Ze kazdy vzorek na skli€¢ku jsme proméfovali
maximalné dvakrat. Od pfipravy vzorku k méfeni ub&hly max. 3 minuty. Méfici komirka je
konstruovana tak, aby ji mohlo protékat médium o konstantni teploté a rychlosti. Médium pak
byva jesté¢ obohacovano pozadovanou smési plynd bubldnim plynu skrz médium nebo je

médium obycejné¢ saturovano vzduchem. Vyhoda méfici komurky tedy spociva v plné

kontrole podminek (Ferimazova a spol., 2002; Kiipper a spol., 2004; Kiipper a spol., 2000;
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Setlikova a spol., 2000). Nami pouzivana komiirka byla vyrobena v dilné Mikrobiologického

ustavu v Tieboni.

4.3.3.1 Priitokova komiirka

Komtrkou (obr. 4.3) protéka médium a diky tomu se ke vzorku dostavaji ziviny, neméni se
pomér dychacich plynti a mizeme vzorek prométovat dels$i dobu. Nevyhodou je instalace a
provoz relativné slozité aparatury kolem komurky, ptes kterou je vedeno médium. Narocné je
také vlastni skladani komurky, které je nesnadné a pti kterém se musi postupovat velmi

rychle, kvili tuhnouci agarose.

Horni ¢ast komlrky

Spodni ¢ast komirky

Obr. 4.3: Prutokova komurka.

4.3.3.1.1 P¥iprava vzorku v komirce
Na kulatou plochu uprostied vrchni ¢asti komurky jsme napipetovali 90ul média. Vzorek byl

prefiltrovan a buniky pfeneseny do média na komiirce. Pfidal se stejny objem 1% agarosy.

4.3.3.1.2 Skladani komurky

Komtrka sestdva ze dvou casti. Pfi skladani komulrky se musi postupovat rychle, protoze
agarosa po vyjmuti z ldzn€ tuhne. V nédobce s destilovanou vodou, byl ponoten ¢tverecek
celofanu o rozmérech 10x10 cm. Do vrchni ¢asti komurky jsme pfipravili vzorek, viz vyse.
Celofan vytazeny z destilované vody jsme prilepili na plochu se vzorkem uvniti komurky tak,
aby byl napnuty. Na celofan se vzorkem se umistilo zdvazi, které mélo pomoci udrzet celofan
napnuty a pies které se na vnéjsi stranu plochy navlékla gumicka. Gumicka drZela celofan se

vzorkem na ploSe uvnitt komtrky. Pfesahujici okraje celofanu byly odstfizeny a nasadila se
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dolni C¢ast komurky. Dulezité bylo komirku fadné zacvaknout a dotahnout Srouby, aby
nedochézelo k tiniku média.

Aparatura okolo komurky se skladala z n¢kolika ¢asti (obr. 4.4 a 4.5). Byla napojena
na zdroj média, dale k peristaltické pumpé (PCD M22, firma Koufil) a ke komurce na

chlazeni média s termostatem (Peltier control unit, firmaPSI).

Pumpa (PCD M22)

Termostatovaci komurka
(Peltier control unit)

Médium

Obr. 4.4: Aparatura kolem komurky-nadoba s mediem, pumpa, chladici komurka.

Pumpa pohanéla médium, které bylo vedeno do termostatovaci komurky, ta udrzovala
teplotu média, a odtud bylo médium vedeno do komurky. Hadicka mezi termostatovaci

komiirkou a komurkou pod mikroskopem by méla byt co nejkratsi, aby nedochazelo k ohtati

média teplotou vzduchu.

{M

Obr. 4.5: Sestava mikroskopu a méFici komirky.
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4.4 Fluorescen¢ni mikroskop
Me¢feni fluorescence probihalo na fluorescenénim kinetickém mikroskopu Micro-FluorCam

FC 2000 od firmy PSI. Zakladem je upraveny pienosny fluorescencni mikroskop Olympus

BX41 s CCD kamerou (obr. 4.6).

CCD kamera PSI

Zdroj UV svétla

Zdroj aktinického svétla

Zdroj méficiho svétla

Stolek se vzorkem

Obr. 4.6: Fluorescen¢ni kineticky mikroskop Olympus BX41 upraveny pro méfeni variabilni
fluorescence chlorofylu (Micro-FluorCam FC 2000).
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Uprava spociva v piidani svételnych zdroji (tubusy s LED diodami, které slouzi jako
svételné zdroje — bilé LED jako méfici, saturacni a aktinické svétlo a pomocna LED svétla IR
(735 nm) a UV (350 nm)), ve vybaveni mikroskopu soustavou fluorescencnich filtri
(excita¢niho LP 615, dichroického NP 700 a emisniho NP 660, viz obr. 4.7), CCD kamerou a

fidici elektronikou.

Aktinické
svétlo Kamera
[ A
e | ® <+ NP 660
LP 615 E
wur 'y !
ME‘,I"ICI ____________ <+ NP 700
svétlo )
Divider DN
50/50 —> : :
] ]
L
] ]
] ]
| ]
v 1
Objektiv

Obr. 4.7: Schéma soustavy fluorescenénich filtri uvnité FKM.

Bé&hem méfeni jsme pouZivali objektiv Olympus se zvétsenim 60x/1.20 W (pro pouZiti
s vodni imerzi). K dispozici jsme méli objektivy i1 s menSim zvétSenim, ale ty jsme
nepouzivali, protoze bunky byly vétSinou malé a pod objektivem s mensim zvétSenim nebyl
jejich signal dostate¢ny. Kamera mikroskopu byla ptes USB port ptipojena k notebooku HP,
ve kterém byl nainstalovany fidici software ovladani kamery a mikroskopu FluorCam6 (od
firmy PSI Brno), ktery slouzil také pro zpracovani a vyhodnoceni zdznamt. Pomoci méficiho
programu jsme nastavovali podminky, kterym byly bunky po dobu méfeni vystaveny.
V tomto programu jsme si také sestavili vlastni zhdSeci protokol, ktery jsme pak pouzivali po

celou dobu méfeni.

4.4.1 Vlastni méreni
Cely méfici protokol trva 120 sekund. Pfed métenim jsme ponechali vzorek alespon 1 minutu
ve tm¢. Méfeni za€ina tim, Ze burika se v temnotni fazi osvétli slabym modulovanym méficim

svétlem (ML), které trva 5 vtefin a zmé&fi se parametr Fo. Poté je buiika vystavena silnému
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satura¢nimu pulsu (SP), ktery vybudi maximalni fluorescenci Fy. SP jsou zablesky silného
bilého svétla, maji vysokou saturacni hustotu toku elektronli a jejich intenzita zplsobi
zahlceni reak¢nich center fotosystému II. V nasem protokolu SP trva 800ms. Pak nastava 10 -
ti vtefinova relaxace vzorku ve tmé. Nasledné je vzorek vystaven aktinickému svétlu (AL),
které trva 60 vtefin. Béhem AL jsou ptfidany 4 saturacni pulsy. Prvni SP se objevi 9 vtefin po
spusténi aktinického svétla. Po vypnuti aktinického svétla nasleduje konecnd temnotni faze
relaxace se dvéma satura¢nimi pulsy (obr. 4.8). Podrobny popis zhaseciho protokolu viz

priloha 9.1.

Pediastrum sp.

0.8

0.6

Variable fluorescence [r.u.]

0.4 —

0 20 40 60 $0 100 120
+ML '

+SP +AL +SPs Time [5] AL +SPs

Obr. 4.8: Pribéh vytvofeného zhaseciho protokolu pouzity na bunice Pediatrum sp. (Chlorophyta).

4.4.2 Stanoveni intenzity svétla

Abychom zjistili, jaké intenzité svétla jsou buiikky pod rtiznymi objektivy vystaveny, museli
jsme nejprve vypocitat plochy svételnych stop, které jednotlivé objektivy v ohniskové roving
vytvareji. Ty jsme ziskali tak, Ze pod dany objektiv se vlozil list pokojové rostliny, na ktery se
posvitilo s maximalni intenzitou aktinického svétla. Poté byla ozéafena plocha vyfotografovana
pii zvétSeni 4x. Obsah oblasti ozafeného pole byl zméfen pomoci programu Imagel]
(Abramoff a spol., 2004; Rasband, 1997-2009) a pomoci kalibrace mikroskopickym métitkem

(1Imm odpovidal 453 pixelim). Méfeni jsme opakovali 2krat a zprimé&rovali. Zprimérované
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hodnoty jsme pozdéji pouzili intenzity svétla, které prochazi a dopada pod dany objektiv, viz
dale.

Pod vSemi objektivy pti 100% intenzité svétla jsme pomoci prenosného fotometru SPh
2020 (Vyvojova opticka dilna AVCR, Turnov) zméfili intenzitu aktinického a saturaéniho
svétla v pmol.m™?.s™ (tab. 2). Abychom pro kazdy objektiv ziskali hodnotu intenzity svétla na
stupnici od 0 do 100 (tato stupnice odpovida stupnici v programu FluorCam6), vytvofili jsme
si tabulku pro AL i SP, kde hodnota 0 odpovid4a 0 umol.m?s™ a hodnota 100 namé&iené
intenzité pii 100%), (tab. 3, 4). Pomoci téchto tabulek jsme sestrojili grafy, ze kterych lze

jednotlivé intenzity pro dané hodnoty odecist.

Tabulka 2: Hodnoty aktinického svétla (AL) a satura¢niho svétla (SP) naméfené pii 100% intenzité
zateni pro jednotlivé objektivy pomoci fotometru SPh 2020.

Zvétseni AL SP
objektivu (umol.m?.s™) (rmol.m™.s™)
4x 123 286
10x 116 271
20x 98 227
40X 25.6 55.4
60x 22.7 52

Intenzitu svétla, které dopada pod objektiv, jsme ziskali podilem obsahu daného
objektivu s hodotami ziskanymi z grafi.

Tabulku pro vypocet ML jsme délat nemuseli. Toto svétlo ma jen 5 hodnot, na které se
muze nastavit. Proto jsme intenzitu prochdzejiciho svétla pro tyto hodnoty zméfili na vyse
uvedeném piistroji a vysledky vynasobili také se stopou svételného pole pro dané objektivy,
abychom ziskali intenzitu svétla dopadajici na zaostfené misto. Tabulka velikosti svételného
pole pro ML, AL a SP viz ptiloha 9.2.

Nase nastaveni intenzity svétel bylo na AL maximalné na hodnoté 5 a na SP
maximaln¢ 10 (na skale 0-100). Hodnota 5 na AL podle nasich vypocti odpovida 30 pumol.m
2 5™ a hodnota 10 pro SP odpovida 153 pmol.m™s™, které by v kontinualnim rezimu dopadaly
na zaostfenou plochu pod objektivem. Nastavenim ML se zaroven nastavovala elektronicka
clona (electronic shutter). Nejvhodnégjsi hodnoty ML pro méteni byly 0, 1 maximalné 2. Ve
vétSich hodnotach totiz ML zacind mit aktinicky efekt. To pak meélo negativni vliv na

kvantovy vytézek, ktery byl v jeho disledku snizovan.
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5. Vysledky

Ackoliv byl tento pokus zahdjen v kvétnu, kvalitni a reprodukovatelné zaznamy fluorescenéni
kinetiky bun¢k se nam podafilo ziskavat az pocatkem Cervence. Béhem sledovaného obdobi
se ménilo druhové zastoupeni fytoplanktonu. Na jaie byly hojné rozsivky, které pocatkem léta
ustupovaly. Nejvice zastoupenymi se v 1été, predevSim v obdobi Cervence a srpna, stavaji
sinice. Tento rok vSak nebyly vyrazn¢ dominantni (Pechar, Gstni sdéleni). Pocet bun€k
zelenych fas byl stejny jako pocet bunék sinic. S koncem 1éta a s nastupem podzimu sinice
zmizely. Nejvice zastoupenymi se opét staly zelené fasy a rozsivky. Podrobnéjsi informace o
druhovém slozeni na sledovanych lokalitach a dalSich parametrech, které byly v ramci
experimentu monitorovany nejsouv dobé podani této prace znamy. V tab.5 jsou uvedeny dny

odbérti a méfeni vzorkd, uréené druhy ve fytoplanktonu a celkovy pocet bunék dané¢ho druhu,

u kterych jsme zméfili fluorescencni kiivky.

Tabulka 5: Ptehled pozorovani jednotlivych druhi fytoplanktonu v prabéhu sezony.

|46.]17.6|27.[29.7.[12.8.| 26.8. [ 9.9. | 24.9.] 7.10. | 21.10
Cyanobacteria
Anabaenasp. | - | 2 [16] 4 [ 11| 8 |5 | - | - | -
Chromophyta
Centralni rozs. - - - 4 - 5 3 2 2 3
Penatni rozs. - 6 - 3 2 2 4 3 - 8
Chlorophyta
Scenedesmussp. | 13 | 8 18 6 12 7 15 9 6 8
Pediastrum sp. 7 6 2 5 3 5 10 3 5 9
Coelastrum sp. 6 - - 3 - 2 1 2 1 4
Cosmarium sp. - - - 2 - - 2 1 - -
Oocystis sp. - - - 2 - - - - -
Ankistrodesmus sp. | - - - 2 1 2 1 4 5 2
Neurcené
kulovité bunky 8 8 - 3 5 7 4 1 4 3
vlaknité fasy - - 2 1 3 6 5 1 2 3

V podrobnéjsi analyze, kterou uvadime dale, jsme se soustiedili celkem na 5 druhl fas ze
ttech oddéleni. Jde o druhy, které byly nejvice zastoupené:

Cyanobacteria — Anabaena sp.

Chromophyta — centrické a penatni rozsivky

Chlorophyta — Pediastrum sp., Scenedesmus sp.
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Cyanobacteria — Anabaena sp.
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Obr. 5.1 A — C: Zaznamy fluorescen¢ni kinetiky bunék
sinice Anabaeny sp. z rybnika Klec a Rod.

Obr 5.2: Na obrazku 1 a 2 jsou buiiky Anabaeny sp. zachyceny ve fazi Fy. Na obrazku 3 jsou
bunky osvétlené ML.
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Tabulka 6: Hodnoty NPQ a gP pro fasu Anabaena sp.
NPQ! qP
Klec | Rod | Klec | Rod
Cervenec | 0,27 [ 0,25 | 0,61 | 0,6 | gP_L1°
0,66 | 0,7 | gP_L3°
Srpen (0,18 | 0,2 | 0,25 [ 0,42 | gP_L1
0,69 | 0,7 | gP_L3
ZAti 0,15 /0,13 | 0,6 |0,75| gP_L1
0,69 | 0,86 | gP_L3

Obecnd charakteristika fluorescen¢nich kiivek sinic:

V porovnani s ostatnim fytoplanktonem se vSechny fluorescen¢ni ktivky sinic vyznacovaly
niz8§im nefotochemickym zhaSenim, ale i mensi variabilni fluorescenci (obr. 5.1 A — D).
Hodnoty koeficientil pro fotochemické zhaseni (tab. 6) se ve vSech ptipadech na AL postupné

zvysuji (qP_L1 <qP_L3), (tab. 6).

Sezénni zmény a rozdily mezi lokalitami:

Bé&hem tii mésict pozorovani, kdy se sinice vyskytovaly ve fytoplanktonu (Cervenec — zafi,
tab. 5), byla variabilni fluorescence sinice Anabaeny sp. nejvyssi v ervenci a nefotochemické
zhaSeni bylo také nejvyraznéjsi (obr. 5.1 A). V pribéhu dalSich mésici se Fy vyrazné
snizovalo a hodnoty nefotochemického zhaseni byly pomérné nizké (viz tab. 6). Rozdil Fy

mezi buikami z rybnikl Klec a Rod nebyl vyrazny.

! Primérna hodnota ziskana z NPQ L1 aNPQ L3 (hodnoty souvisejici s prvni a tteti namétenou Fy,”)
2@P_L1 je hodnota qP vypogitana k prvni naméfené Fy’

} gP_L3 je hodnota qP vypocitana ke tfeti naméiené Fy,*
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Chromophyta — centrické rozsivky
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Obr. 5.3 A — D: Zaznamy fluorescencni kinetiky bun€k centrickych rozsivek z rybniki Klec a Rod.

Obr. 5.4: Na obrazku 1 je centricka rozsivka zachycena ve féi Fum. Na obrazku 2 je bunka
nasvicena ML.




Tabulka 7: Hodnoty NPQ a gP pro centrické rozsivky.
NPQ qP
Klec | Rod | Klec | Rod
Cervenec | 05 | 0,4 | 0,5 [ 0,48 [ gP_L1
0,54 [ 0,54 | gP_L3
Srpen 06 | 04| 03| 06 |gP_L1
0,5 | 0,53 | gP_L3
Zati 055|05| 04 038 |qgP_L1
0,57 | 0,63 | gP_L3
Rijen [0,65] 06 | 02 | 04 [gP_L1
0,54 [ 0,54 | gP_L3

Obecna charakteristika fluorescenc¢nich kiivek centrickych rozsivek:

Hodnoty koeficientli nefotochemického zhdSeni centrickych rozsivek jsou 2x vys$i nez
hodnoty NPQ sinic (viz tab. 6, 7). Pozorovali jsme vyrazné zhaseni celkové fluorescence,
zvlasté pak v prvni plli svételné faze (béhem prvnich 30 sec osvétleni). Poté doSlo ke
stabilizaci zhé&Seni (obr. 5.3 C) nebo nékdy i k jeho uvolnéni (obr. 5.3 D). V temnotni fazi
jsme pozorovali ¢asteCny navrat k pivodnim hodnotam. Centrické rozsivky mély vyssi
variabilni fluorescenci, hodnoty koeficientu qP se v pribchu svételné faze zvySovaly (qP_L1

<gP_L3), (tab. 7).

Sezonni zmény a rozdily mezi lokalitami:

Variabilni fluorescence centrickych rozsivek dosahovala podobnych hodnot téméf ve vSech
sledovanych mésicich (obr. 5.3 A — D). Vyrazné nizsi byla v srpnu (obr. 5.3 B), a to u bun¢k
Zobou rybnikd a také u bunc¢k zrybnika Rod v iijnu (obr. 5.3 D). Rozdil variabilni
fluorescence mezi bunkami z rybnikd Rod a Klec nebyl prvni tfi mésice (obr. 5.3 A — C)
pozorovan. Vyjimkou byly bunky z rybniku Rod v fijnu (obr. 5.3 D). Ty dosahovaly zhruba
polovi¢nich hodnot Fy bunék z rybniku Klec.
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Chromophyta — penatni rozsivky
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Obr. 5.5 A — D: Zaznamy fluorescen¢ni kinetiky bun€k penatnich rozsivek z rybnikid Klec a Rod.

Obr. 5.6: Na obrazku 1 je penatni rozsivka ve fazi Fy, na obrazku 2 je osvétlena svétlem far-
red.



Tabulka 8: Hodnoty NPQ a gP pro penatni rozsivky.
NPQ qP
Klec | Rod | Klec | Rod
Cervenec | 0,55 | 0,51 | 0,3 [ 0,53 [ gP_L1
02 | 0,7 [gP_L3
Srpen | 055 | 0,6 | 0,2 - |gP_L1
06 | - [gP_L3
Zat 0,7 {066 05 | 05 |gP_L1
0,79 | 0,62 | gP_L3
Rijen | 06 | 0,7 | 045 | - |gP_L1
08 | 05 |gP_L3

Obecna charakteristika fluorescencénich kiivek penatnich rozsivek:

Koeficient nefotochemického zhaseni penatnich rozsivek dosahuje podobnych hodnot jako u
centrickych (tab. 7, 8). V grafech (obr. 5.5 A — D) je také vidét, Ze nefotochemické zhaseni
bylo silné, a to zejména v prvni poloviné svételné faze. Ve druhé poloviné svételné periody
buniky zhasely dale, ale zhaSeni bylo pomalejsi. Hodnota koeficientu fotochemického zhaSeni

se v priibéhu svételné taze zvySovala (qP_L1 <qP_L3), (tab. 8).

Sezonni zmeény a rozdily mezi lokalitami:

Variabilni fluorescence penatnich rozsivek se béhem sledovanych mésici ménila. Nejvyssi

Cvwr

bunky v ¢ervenci a fijnu (obr. 5.5 A). Rozdily variabilni fluorescence mezi bunikami z obou

rybnikil nebyly nijak vyrazné.
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Chlorophyta — Pediastrum sp.
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Obr. 5.7 A — D: Zaznamy fluorescenc¢ni kinetiky bunék Pediastrum sp. z rybniki Klec a Rod.

Obr. 5.8: Na obrazku 1 je burika Pediastrum sp. ve fazi Fy. Na obrazku 2 je burika nasvicena

ML.
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Tabulka 9: Hodnoty NPQ a gP pro fasu Pediastrum sp.
NPQ qP
Klec | Rod | Klec | Rod
Cervenec | 0,55 | 0,75 | 0,64 | 0,6 | gP_L1
0,86 | 0,8 |gP_L3
Srpen | 058 | 0,6 | 05 | 057 |qgP_L1
0,6 | 0,43 |qgP_L3
Zari 1,2 1098|082 |0,86|qgP_L1
0,55 0,48 | gP_L3
Rijen | 0,91 [1,04| 054 | 0,87 | gP_L1
04 |038|gP_L3

Obecna charakteristika fluorescen¢nich kiivek zelenych fas Pediastrum sp.:

Zelené fasy Pediastrum sp. mély vysokou hodnotu variabilni fluorescence (obr. 5.7 A — D).
Buiiky po zapnuti AL extrémné zhaSely, hodnoty koeficientu nefotochemického zhaseni jsou
vysoké (tab. 9). Nefotochemické zhaSeni bylo v nékterych piipadech velmi rychlé (minima
dosazeno béhem 20 sec po zapnuti aktinického svétla), (obr. 5.7 C). Po vypnuti svétla doslo
k rychlé a vyrazné obnové fluorescen¢nich parametrii. Hodnota koeficientu fotochemického

zhaseni se v pribehu svételné faze snizuje (QP_L1 > qP_L3), (tab 9).

Sezénni zmény a rozdily mezi lokalitami:

Variabilni fluorescence bunék Pediastrum sp. dosahovala pomérné vysokych hodnot.
V pribéhu sledovaného obdobi vSak vyrazné kolisala. NejvySsi hodnoty byly naméfeny
v Cervenci a zaii (obr. 5.7 A, C), zatimco builky méfené v srpnu a v fijnu (obr. 5.7 B, D)
doséhly hodnot asi polovi¢nich. Rozdil ve variabilni fluorescenci mezi bunikami z rybniku
Klec a Rod nebyl patrny. Vyjimkou byly buiky z rybnika Klec v mésici zaii (obr. 5.7 B). V
odezveé bunék Pediastrum sp. jsme pozorovali propady variabilni fluorescence (zhaSeni) po
skonceni saturacnich pulsti. Tento rys je vidét na AL na kiivkach v grafech 5.7 B — D u bun¢k
Z obou rybniki. Navic v fijnu (obr. 5.7 D) se tento typ vyrazného zhaseni vyskytl 1 v temnotni

fazi.
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Chlorophyta — Scenedesmus sp.
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Obr. 5.9 A — D: Zaznamy fluorescen¢ni kinetiky bunék Scenedesmus sp. z rybnikd Klec a Rod.

Obr. 5.10: Na obrazku 1 je burika Scenedesmus sp. ve fazi Fy. Na obrazku 2 je buiika

nasvicena svétlem far-red.
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Tabulka 10: Hodnoty NPQ a gP pro fasu Scenedesmus sp.
NPQ gP

Klec | Rod | Klec | Rod
Cervenec | 0,8 | 0,59 | 0,57 | 0,7 gP_L1
06 | 07 |gP_L3
Srpen | 094 /089 | 0,8 | 053 |qgP_L1
04 | 07 [gP_L3
Zari 0,851(102| 08 | 0,8 [gP_L1
0,47 [ 054 | gP_L3
Rijen | 1,14 | 0,82 057 | 0,76 | gP_L1
0,3 [ 0,23 | gP_L3

Obecné charakteristika fluorescenénich kiivek zelenvch fas Scenedesmus sp.:

Pribéh zhaseni u fasy Scenedesmus sp. (obr. 5.9 A — D) je velmi podobny pribéhu kiivek u
fasy Pediastrum sp. (obr. 5.7 A — D). Hodnoty NPQ jsou vysoké (tab. 10), zhaseni po zapnuti
AL Dbylo extrémni. Hodnoty koeficientu fotochemického zhaseni se v prubéhu svételné faze
snizuji (qP_L1>qgP_L3), (tab. 10).

Sez6énni zmény a rozdily mezi lokalitami:

Variabilni fluorescence bunék Scenedesmus sp. byla vysoka (obr. 5.9 A — D). Dosahovala
dokonce vyssich hodnot, nez tomu bylo u bun¢k Pediastrum sp. Bunky fasy Scenedesmus sp.
méfené v obdobi od srpna do fijna dosahovaly podobnych hodnot variabilni fluorescence.
Niz§i naméfena Fy byla zaznamenana v Cervenci (obr. 5.9 A). Rozdil Fy mezi buiitkami
Z rybniku Klec a Rod byl vyrazny v mésici ¢ervenci a zati (obr. 5.9 A, C). O néco mensi
rozdil byl patrny i v fijnu (obr. 5.9 D). U odezvy buiikky Scenedesmus sp. se nachazi stejny
rys, ktery jsme pozorovali u bunék Pediastrum sp., a to zhaseni fluorescence za satura¢nimi
pulsy. U této fasy se vSak tento znak vyskytuje pouze na aktinickém svétle. Mirny naznak

propadu kiivky v temnotni f4zi se objevil u bunék z rybniku Klec v mésici zafi (obr. 5.9 C).
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Pokus o uréeni neurcéenych i‘as pomoci zaznamu kinetiky fluorescence

Ve fytoplanktonu se po celé obdobi naSeho pokusu hojné¢ vyskytovaly kokalni buiky i

vlaknita fasa, které jsme ze ziskanych obrazka nedokazali urcit. Pomoci ziskanych informaci

o fluorescenénim zhdSeni nami studovanych fas jsme se pokusili tyto neuréené druhy dle

jejich odezvy piifadit do jednotlivych oddéleni.
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0.2 I I I

kokalni burika

Variable fluorescence [r.u.]

0 20 40 60

Time [s]

80

100
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Obr. 5.11: Zaznam fluorescen¢ni kinetiky neurc¢ené kokalni buriky.

Obr. 5.12: Na obrazku 1 je kokalni bufika ve fazi Fy. Na obrazku 2 je bufika nasvicena

svétlem far-red.

Charakteristickou vlastnosti pro tuto buiiku bylo silné zhaSeni po zapnuti AL, uvolnéni

zhaSeni vtemnotni fdzi a vyrazny propad kiivky za SP vtemnotni fazi. Tyto znaky

vykazovaly pii nasich méfenich zelené tasy.
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Obr. 5.13: Srovnani kinetiky fluorescence neuréené kokalni fasy s bunikou Pediastrum sp.
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Obr. 5.14: Fluorescen¢ni odezva neurcené vlaknité fasy.

Obr. 5.15: Na obrazku 1 je vlaknita fasa ve fazi Fy. Na obrazku 2 je nasvicena ML.
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Typickym znakem téchto bunék bylo zhaseni po celou dobu svételné faze. V temnotni fazi
pak dochézelo k uvoltiovani zhéseni. Pribéh této kiivky nejvice odpovidal pribéhu, jaky

vykazovaly rozsivky, viz obr. 5.16.
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Obr. 5.16: Srovnani kinetiky fluorescence neuréené vlaknité fasy s penatnimi a centrickymi
rozsivkami.
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6. Diskuse
Me¢fenim na FKM s 2D zobrazenim fluorescencni kinetiky jsme se pokusili charakterizovat
fluorescencni odezvu pro vybrand oddé€leni a bunky, vypocitat parametry fluorescence a
vzajemn¢ tyto charakteristiky porovnat.

Na urovni oddéleni jsme v indukénich kiivkach variabilni fluorescence pozorovali

vyraznou heterogenitu.(obr. 5.17).
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Obr. 5.17: Charakteristické fluorescen¢ni odpovédi pro jednotlivé zastupce.

Pro oddéleni Cyanobacteria je typické malé nefotochemické zhaseni. Hodnoty koeficient
NPQ jsou velmi nizké. Hodnoty koeficienti pro fotochemické zhaSeni se na AL postupné
zvySuji (qP_L1 < gP_L3). Rozsivky (Chromophyta) maji fotosynteticky aparat citlivy na
aktinické svétlo. Béhem méteni vykazovaly vyrazné zhaSeni, a to pfedevSim v prvni poloviné
svételné faze. Hodnoty koeficientu qP se v pribéhu svételné faze zvysSuji (qP_L1 < qP_L3).
Hodnoty koeficientti nefotochemického zhaseni jsou 2x vyssi nez hodnoty NPQ sinic (obr.
5.13). Ve druhé poloving svételné faze a v temnotni fazi se pak prubéh fotosyntetické
odpoveédi lisil u centrickych a penatnich rozsivek. Zatimco u centrickych rozsivek doslo po
silngj$im zhaseni na AL ve druhé puli ke stabilizaci a ve tmavé fazi dochazelo k uvolnéni
zhéaSeni, u penatnich rozsivek jsme zjistili mirngj$i priib&éh zhaSeni ve druhé poloviné svételné
faze i béhem relaxace. Pro oddéleni Chlorophyta je charakteristické extrémni zhaseni po
zapnuti AL a vysoka mira tepelné disipace. A to jak pro fasy Scenedesmus sp., tak pro
Pediastrum sp. Hodnoty koeficientu NPQ jsou 4x vys§i nez u sinic (obr. 5.14). Hodnota

koeficientu fotochemického zhaseni se v prubéhu svételné faze snizuje (QP_L1 > qP_L3).
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Obr. 5.18:Prumérné hodnoty NPQ pro sledované druhy

Fluorescencni kiivky sledovanych bunék se v pritbéhu sledovanych mésici vyraznéji
neménily. Pouze u sinic jsme v ¢ervenci pozorovali vyssi variabilni fluorescenci a vyssi
nefotochemické zhaseni a u bun¢k Pediastrum sp. nedochazelo v prvnich dvou mésicich k tak
silnému zhéSeni. Snizovani variabilni fluorescence v pozd¢jSich fazich sezony korelovalo
S jejich ibytkem v populacich.

Variabilni fluorescence mezi bunikami z rybniki Klec a Rod se u sinice pfili$
neménila. U centrickych rozsivek jsme zjistili rozdil v Fy v mésici fijnu u bunky z rybniku
Klec, ktera byla vyrazné€ vyssi. U pendtnich rozsivek byla zaznamenana vyssi Fy v mésici zafi
také u bunék zrybniku Klec. Bunky fasy Pediastrum sp. z rybniku Klec vykazovaly o
polovinu vyssi Fy, nez tomu bylo u bunék z rybniku Rod. U bunék fasy Scenedesmus sp.
z rybniku Rod byla vyssi Fy v obdobi cervenec — zafi, v fijnu pak mély vyssi Fy buiky
z rybniku Klec. Bunky u centrickych rozsivek, penatnich rozsivek a Pediastrum sp., které
vykazovaly vyssi Fy byly z rybniku Klec.

V pribéhu méteni jsme se setkali s problémem nizké hodnoty variabilni fluorescence.
Variabilni fluorescence mohla byt snizena v disledku pouziti silné¢jSiho modulovaného svétla.
Modulované svétlo se totiz ve vysSich hodnotach méni na aktinické. To by znamenalo, Ze
bunika by zacala zhaset jako na AL, nestanovila by se rp a saturacni puls by také nedosahl
maximalni hodnoty.

Optimalni hodnota kvantového vytézku fotochemie by se méla pohybovat v rozmezi
hodnot 0,6-0,8 (pficemz hodnota 0,8 je povazovana za maximalni moznou). Toto rozmezi

znamena plnou funkénost PSII a poukazuje na to, Ze fotosystém II neni nijak poSkozen. Pti
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naSich méfenich na FKM vsak doséhl kvantovy vytéZzek maximalné¢ hodnoty 0,3. To by
poukazovalo na zniceny fotosystém II a nizs$i hodnoty pak dokonce na moznost, ze by bunky
mohly byt mrtvé. Avsak vzorky, které jsme paralelné proméfili v suspenzi na piistroji Fluor

Pen, vykazovaly normalni aktivitu fas. Namétené kvantové vytézky viz tab. 11.

Tabulka 11: Kvantové vytézky namétené na piistroji Fluor Pen FP 100.
Dp, | 2.7. 15.7. 12.8. 9.9. 24.9. | 7.10. | 21.10.
Klec | 0,680 | 0,6133 | 0,4955 | 0,6168 | 0,566 | 0,57 | 0,5736
Rod | 0,5721 | 0,6385 | 0,4952 | 0,6106 | 0,5071 | 0,547 | 0,54

Pomoci pokusnych méfeni ve spolupraci s kolegy z firmy PSI Brno, jsme dospéli k zavéru, ze
hodnota kvantového vytézku zavisi na velikosti pouzitého objektivu. Tedy ¢im vétsi zvetSeni
objektivu, tim zdanlivé mensi je kvantovy vytézek. VSemi objektivy sice prochazi pii stejné
intenzité svétla stejny proud fotont, ale praveé vétsi zvétSeni zpisobi, ze tento proud fotonl se
koncentruje na mens$i plosku pod objektivem. Navic imerzni objektivy svazek fotoni jesté
vice usmérni do plochy pod nimi a nedochazi zde tedy k takovému uniku a odrazu svétla jako
u suchych objektivli. Nastaveni niz8i intenzity AL vSak nebylo feSeni, jak zvysit kvantovy
vytézek, jelikoz buiiky pak téméf na aktinické svétlo nereagovaly. ReSenim pro nas nebylo ani
pouziti objektivli s menSim zvétSenim. Sice jsme dostali cca 2x vys§i hodnoty kvantového
vytézku pii méfeni s objektivem se zvétsenim 20x, ale fluorescenéni odezvy bunék fas byly

hodné¢ za§uméné a prakticky nepouzitelné.
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7. Zavér

>

Zjistili jsme heterogenitu v indukénich kiivkach variabilni fluorescence mezi

oddélenimi Cyanobacteria, Chromophyta a Chlorophyta.

Pozorovali jsme dva odlisné typy induk¢nich kiivek u oddéleni Chromophyta.

Zjistili jsme velmi podobny pribéh indukénich kiivek u dvou zéstupci oddéleni

Chlorophyta.

Heterogenita ve fluorescencéni odezvé v priabéhu sledovanych mésici se vyraznéji

nemeénila.

Heterogenitu ve fluorescencni odezvé mezi lokalitami jsme pozorovali jen v urcitych

meésicich a jen u nékterych zastupc.
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9. Pfilohy

9.1 Zhaseci protokol

;protocol body - generated by wizard

;version PK June 24, 2005

include default.inc ;Includes standard options, do not remove it !
ElectronicShutter=4

Sensitivity=100

Irradiance=11

Superlrradiance=3

fOduration=5.04

“this is Fo definition

<0,1s..5.04s>=>mfmsub
<0s>=>checkPoint,"startFo"
<5.04s>=>checkPoint,"endFo"

;this saturation pulse Fm measurement

<5.04s+80ms>=>SatPulse(800ms+40ms+20ms)
<5.04s+80ms>=>actinlightOn(800ms+40ms+20ms)
<5.045+80ms+800ms/2,5.045+80ms+800ms/2+80ms..5.045+80ms+800ms>=>mfmsub
<5.04s5+80ms+800ms/2>=>checkPoint,"startFm"
<5.045+80ms+800ms+20ms>=>checkPoint,"endFm"

;dark pause
<5.045+80ms+800ms+40ms*13,5.045+80ms+800ms+120ms*13..5.04s+800ms+10s>=>mfmsub
;actinic light definition

<5.045+800ms+10s+80ms>=>actinlightOn(61s)

;measuring in Kautsky induction and after Dark relaxation

<5.045+800ms+10s+80ms,5.045+800ms+10s+80ms+80ms*6..5.04s+800ms+10s+61s+40s>=>mfmsub

;saturating pulses in Kautsky induction and Dark relaxation

<24.96s-80ms*6>=>checkPoint,"startFt_L1"

<24.96s>=>SatPulse(800ms-20ms)

<24.96s+800ms/2>=>checkPoint,"startFm_L1"
<24.96s5+800ms-80ms>=>checkPoint,"endFm_L1"
<24.96s5+800ms/2,24.965+800ms/2+80ms..24.965+800ms-80ms>=>mfmsub
<24.96s+18s-80ms*6>=>checkPoint,"startFt_L2"

<24.965+18s>=>SatPulse(800ms-20ms)
<24.965+18s+800ms/2>=>checkPoint,"startFm_L2"
<24.96s+18s+800ms-80ms>=>checkPoint,"endFm_L2"
<24.96s+18s+800ms/2,24.965+18s5+800ms/2+80ms..24.96s5+18s+800ms-80ms>=>mfmsub
<24.96s+2*18s-80ms*6>=>checkPoint,"startFt_L3"
<24.965+2*18s>=>SatPulse(800ms-20ms)
<24.96s+2*18s+800ms/2>=>checkPoint,"startFm_L3"
<24.96s+2*18s+800ms-80ms>=>checkPoint,"endFm_L3"
<24.965+2*185+800ms/2,24.965+2*185+800ms/2+80ms..24.965+2*18s+800ms-80ms>=>mfmsub
<24.965+3*18s5-80ms*6>=>checkPoint,"startFt_L4"
<24.96s+3*18s>=>SatPulse(800ms-20ms)
<24.965+3*185+800ms/2>=>checkPoint,"startFm_L4"
<24.965+3*185+800ms-80ms>=>checkPoint,"endFm_L4"
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<24.965+3*185+800ms/2,24.965+3*18s5+800ms/2+80ms..24.96s5+3*18s+800ms-80ms>=>mfmsub
<24.965+4*18s-80ms*6>=>checkPoint,"startFt_L5"

<24.965+4*18s>=>SatPulse(800ms-20ms)

<24.96s+4*18s+800ms/2>=>checkPoint,"startFm_L5"
<24.965+4*18s5+800ms-80ms>=>checkPoint,"endFm_L5"
<24.965+4*185+800ms/2,24.965+4*18s+800ms/2+80ms..24.965+4*185+800ms-80ms>=>mfmsub
<24.965+5*18s-80ms*6>=>checkPoint,"startFt_L6"

<24.965+5*18s>=>SatPulse(800ms-20ms)

<24.965+5*18s+800ms/2>=>checkPoint,"startFm_L6"
<24.965+5*18s+800ms-80ms>=>checkPoint,"endFm_L6"
<24.965+5*18s+800ms/2,24.965+5*18s+800ms/2+80ms..24.965+5*18s5+800ms-80ms>=>mfmsub
<5.04s+500ms>=>checkPoint,"timeVisual"
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9.2 Velikost svételného pole
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