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M A T E M A T I C K É   M O D E L Y 
Pro závislost rychlosti fotosyntézy na ozářenosti byla navržena celá řada matematických vyjádření (modelů), z nichž některé jsou dosti složité. Nejsou to většinou modely funkce, ale jen modely chování, které dávají nejlepší shodu s experimentálními výsledky. Na omezeních, která vedou k zakřivení saturační křivky fotosyntézy, se podílí tolik faktorů daných povahou rostliny a podmínkami, v nichž měříme, že žádná obecná rovnice nemůže existovat. Bude jiná pro jednobuněčnou řasu ve vodě, pro list vyšší rostliny ve vodě a pro list vyšší rostliny ve vzduchu. Pro list ve vzduchu se dále bude lišit podle anatomické struktury listu, podle povahy a uspořádání chloroplastů, ale také podle charakteru proudění vzduchu při povrchu listu. 

Přesto bude užitečné se seznámit se základními úvahami o matematickém vyjádření P/I křivek. Často se uvádí, že pro matematický popis rychlosti fotosyntézy jako funkce ozářenosti lze použít shodné rovnice, jakou pro enzymatické reakce navrhli Michaelis a Mentenová, tj.  (♣2)
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kde P je rychlost pochodu, Pmax jeho nejvyšší možná rychlost (při vysoké ozářenosti), I je ozářenost a KS konstanta obdobná konstantě Km z rovnice Michaelise a Mentenové. Km je rovna koncentraci substrátu, při níž enzymatická reakce dosahuje poloviny maximální rychlosti. Použijeme-li uvedenou rovnici, pak KS je obdobně ozářenost, při níž rychlost fotosyntézy P je polovinou nejvyšší možné rychlosti Pmax  Použití této rovnice je přiměřené potud, že v obou případech jde o nasycení aktivního centra od jehož obratu rychlost reakce závisí. U fotosyntézy jsou to přenosy elektronů v membráně a protonů přes membránu a pak enzymatické funkce Calvinova cyklu.
Abychom u křivek P/I nalezli hodnotu odpovídající svým významem Km musíme si všimnout (3() dvou tečkovaných úseček, které se protínají v bodě, jímž je vedena svislice s označením KS. Úsečky představují neskutečný případ, kdy by (podle původních představ Blackmanových) fotosyntéza byla lineární funkcí ozářenosti až k dosažení maximální rychlosti. Jsou na obrázku vyneseny proto, že u většiny PI křivek (pokud jsou to hyperboly) jejich průsečík udává na ose ozářenosti významnou hodnotu saturační konstanty, KS, kterou potřebujeme, když chceme kinetickou křivku vystihnout nějakým matematickým popisem. KS má pro modely křivek PI obdobný význam, jako Michaelisova konstanta pro závislosti rychlosti enzymových reakcí na koncentraci substrátu. Většina matematických vyjádření závislosti P/I může být charakterizována v grafu uvedenými dvěma konstantami (max  (resp. () a KS.
Pro srovnávání různých matematických modelů i pro zobrazení experimentálních výsledků je užitečné uvažovat hodnoty ozářenosti jako bezrozměrné. Toho se dosáhne jejich vydělením saturační konstantou, Ks, která má rozměr ozářenosti. 

Bezrozměrné hodnoty I/S, tedy ozářenosti dělené hodnotou saturační konstanty budeme nazývat relativní ozářenost a označovat symbolem (. Je-li rychlost fotosyntézy znázorněna jako funkce (, budou mít křivky aproximované touž funkcí vždy stejný tvar a to, s jakou účinností pracuje fotosyntéza při nízkých a při vysokých ozářenostech budou vyjadřovat jen hodnoty konstant Pmax a S. 

Budou vyjadřovat rychlost fotosyntézy jako nějakou funkci tohoto tvaru (4♣)
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kde P je rychlost fotosyntézy, Pmax její maximální hodnota daná stropem nasycení za daných podmínek teploty a koncentrace CO2, a ( je relativní ozářenost v jednotkách I/S. Nejčastěji užívané funkce pro f(() mají tvar (5♣) 
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který odpovídá zcela rovnici Michaelis-Mentenové a jejich použití může být zdůvodněno stejně jako v enzymové kinetice, když považujeme záření za jeden substrát. Výhodou je tento racionální podklad a jednoduchost. Obrazem této funkce je rovnoosá hyperbola. Ta však obvykle tvarově nesouhlasí s experimentálnímě naměřenými PI křivkami. Tam je více faktorů omezujících maximální rychlost a proto křivky obvykle dospívají do nasycení rychleji nežli rovnoramenná hyperbola.
Často se používá proto rovnice ve tvaru (6♣)
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a další obrázek nám ukazuje jak se tvar křivky mění s měnící se hodnotou parametru ( (7♣) . Naše PI křivka, ke které se opakovaně vracíme používá hodnotu ( = 2.

Křivky „nasycení“ jsou pro fotosyntézu stejně charakteristické jako pro enzymovou kinetiku. To, že to zdůrazňuji a skutečnost, že jsem Ks přirovnal ke KM ale neznamená, že tento tvar křivek způsobuje výhradně enzymatická povaha reakcí Calvinova cyklu. Každý dílčí pochod ve fotosyntéze, který brzdí plynulý odtok elektronů z reakčních center, kde působením kvant záření vznikly, může se na tomto zakřivení podílet.

Proto můžeme saturační křivky naměřit i tehdy, když měříme závislost na ozářenosti jen u membránových pochodů. Takovým měřením je např. (9♣) měření produkce kyslíku při osvětlování izolovaných thylakoidů v přítomnosti umělých akceptorů elektronů, tzv. Hillova reakce. Kdykoli se totiž neodebírají dostatečně rychle elektrony z reakčních center, dochází ke ztrátám excitace, které se projeví snížením účinnosti pochodu. 
F L U O R E S C E N C E

V případě fotosystému 2 nás o tom velmi zřetelně poučuje průběh fluorescence chlorofylu. Její měření přineslo v posledních desetiletích několik výrazných skoků vpřed v našich znalostech o fotosyntéze a proto vám zde naznačím jaké jsou její vypovídací schopnosti.

Vše začalo velmi prostým pozorováním.(10()V roce 1931 profesor Kautsky na Chemickém ústavu University v Heidelbergu se studentem Hirschem osvětlili list ležící ve tmě modrým světlem a skrze červené sklo pozorovali modrým světlem vybuzenou fluorescenci. Tady uvidíte (11() rekonstrukci toho, co asi mohli vidět. Na počátku osvětlení fluorescence prudce stoupne do maxima, z něhož pak již pomaleji klesá. Tato křivka sleduje intenzitu fluorescence, kterou jste viděli na záznamu. a takto Kautsky zobrazil své pozorování v publikaci, kterou o tom napsal.           

Kautsky, jak to často ve vědě bývá netušil, že jeho pozorování je významným milníkem ve studiu fotosyntézy. Překvapivě mnoho základních poznatků o mechanismu i o fyziologii fotosyntézy se získalo analýzou takovýchto přechodných jevů ve fluorescenci na počátku osvětlení. Proto je dnes nazýváme často křivky Kautskyho nebo Kautskyho jev. O čem tedy vypovídají?

Účinné zachycování fotonů je ve fotosyntetické membráně zajištěno tzv. světlosběrnými komplexy čili anténami. (12()Ty obsahují přibližně 250 molekul chlorofylu na jedno reakční centrum. Proto naprostá většina fotonů je nejprve zachycena některou molekulou chlorofylu v anténě (13(). Ta přejde do excitovaného stavu a exciton se pak pohybuje náhodnými přeskoky z jedné molekuly na druhou. V průběhu tohoto putování může také navštívit reakční centrum a tento přechod má větší pravděpodobnost z energetických důvodů. Anténní komplexy tedy směrují excitony do reakčních center, kde mohou vyvolat fotochemické rozdělení nábojů.

  Přenos do reakčního centra a fotochemická přeměna excitonu na rozdělené náboje však nejsou (14() jediným možným zakončením existence excitonu ve fotosyntetické membráně. Zatímco se exciton pohybuje v anténě z jedné molekuly chlorofylu na druhou, může se na některé z nich jeho energie rozmělnit ve vibracích a rotacích molekuly, tedy proměnit se v teplo. A konečně excitovaný elektron může přeskočit zpět do svého základního orbitalu a rozdíl energie se vyzáří jako foton fluorescence. Každý z těchto přechodů má svoji vlastní pravděpodobnost a s ní svázanou hodnotu rychlostní konstanty. 

Tyto hodnoty se mohou měnit podle situace ve fotosyntetické membráně. Výrazný vliv na to má zejména stav reakčního centra. (15() To pracuje jako účinná past na excitony pokud je otevřené, tj. když může účinně stabilizovat rozdělení nábojů tím, že elektron přenese na primární akceptor QA. Je-li QA již redukováno [ještě od předchozího fotoaktu] pak ke stabilnímu rozdělení nábojů nemůže dojít a o takových reakčních centrech říkáme, že jsou zavřená. Exciton, který navštíví zavřené reakční centrum se s velkou pravděpodobností vrátí opět do antény a tam skončí buď termální disipací nebo fluorescencí. Již v šedesátých létech minulého století Duysens dokázal, že kvantový výtěžek fluorescence je úměrný podílu reakčních center, která jsou zavřená.

Abyste si to trochu mohli představit ukážu jednu animaci. (16() Na tomto schématu znázorňují kruhová pole molekuly chlorofylu v anténě a eliptická pole reakční centra, která jsou v tomto případě všechna otevřená. Fotochemický akt je znázorněn skončením excitonu v reakčním centru, tepelná disipace jeho skončením na dolní liště a fluorescence vlnovkou na pravé straně. Při slabé hustotě toku fotonů v dopadajícím záření je výtěžek fotochemie z daného počtu excitací antény mnohem větší než výtěžek fluorescence. (17(). Když hustota toku dopadajícího záření stoupne je již stále jistá část reakčních center zavřená a výtěžek se přesouvá směrem ke fluorescenci, pokud předpokládáme, že pravděpodobnost tepelné disipace je stále stejná.  (18() K ještě výraznější změně dojde při velmi silné ozářenosti, kdy jsou všechna centra téměř stále zavřená a jen občas se některé otevře, aby hned bylo uzavřeno.

Zde je matematika (19(), která ukazuje, jak lze ty výsledky, které jsme právě viděli exaktně vyjádřit s použitím rychlostních konstant jednotlivých deexcitačních pochodů. I když je to velmi důležité, nebudu vás tím zatěžovat. Musím se ale zmínit o tom, že se o tyto výpočty opírají tři (20() velmi významným hodnoty výtěžku fluorescence: Nejnižší výtěžek fluorescence, charakteristický pro stav, kdy všechna reakční centra jsou otevřena se nazývá minimální fluorescence a označuje 
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 Nejvyšší výtěžek, když jsou všechna reakční centra zavřená se nazývá maximální fluorescence a označuje se 
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 . Rozdíl mezi těmito dvěma krajními hodnotami se nazývá proměnlivá čili variabilní fluorescence a označuje 
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. Tato hodnota se obvykle udává normalizována k maximálnímu výtěžku fluorescence tedy jako poměr 
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Tento poměr je skutečně magickým poměrem pro všechny, kdož se kinetikou fluorescence zabývají a je pro to dobrý důvod. (21() Již před více než 40 lety bylo dokázáno, že hodnota tohoto poměru výtěžků fluorescence se číselně rovná hodnotě maximálního výtěžku fotochemie u téhož objektu. Exaktní důkaz je opět matematický a já zase nechci, utrácet váš čas tím, abyste si mohli ověřit, že toto odvození je skutečně správné. Ale je dobré si uvědomit, že o toto, zdánlivě velmi prosté zjištění se opírá vše čeho se v několika minulých dekádách dosáhlo pro lepší poznání fotosyntézy  použitím měření kinetiky fluorescence. A že tato měření vlastně v nejrůznějších variantách obměňovala původní pozorování Kautskyho, které jsme si tady oživili na začátku. Je to proto, že v přechodné křivce na počátku osvětlení jsou ty základní parametry obsaženy.

Toto (22() je příklad typického záznamu linetiky fluorescence na počátku ozáření, kdy se kromě zapnutí tzv. aktinického ozáření, které udržuje konstantní tok elektronů membránou, spouštějí také krátké pulzy o vysoce saturační hustotě toku fotonů, které na zlomek vteřiny zcela zaolní všechny přenašečš v membráně a vybudí onu maximální fluorescenci, která pak ve výpočtech hraje závažnou normalizační úlohu.
Je tedy vysoká fluorescence a nízká účinnost fotosyntézy tehdy, kdykoli nastane v membráně traffic jam a elektrony se neodvádějí. To může být např. tehdy, když se neotáčí dost rychle Calvinuv cyklus. Zpětnou vazbou se to pak přenese až k membránovým dějům tak, že CC neodebírá dosti rychle NADPH+H+ a ATP a tím se postupně zvýší stupeň redukovanosti QA a centra jsou zavřená. 

Je tu ještě jeden háček. Když stoupne gradient protonů na membráně je to pro membránu signálem, že vysoká účinnost fotochemické přeměny není potřebná a tento signál spustí regulační mechanismus, který přenos excitonů z antény do reakčních center učiní méně účinným. Sníží se pak souběžně jak intenzita fluorescence tak rychlost fotochemických reakcí a fotosyntéza se zpomalí.
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