Fluorescencia chlorofylu a
Fluorescencia chlorofylu je opätovné vyžiarenie svetla z chlorofylu po predchádzajúcej absorpcii svetla z vonkajšieho zdroja (nedochádza k fotochemickým reakciám). Emitované žiarenie má väčšiu vlnovú dĺžku a nižšiu energiu než žiarenie excitačné. Po zachytení kvanta svetelného žiarenia molekulou chlorofylu môže vo všeobecnosti dôjsť k jednému z týchto pochodov (obr. 9):
1/ energia fotónov je využitá pre separáciu náboja a prenos elektrónu vo svetelnej fáze fotosyntézy (fotochemické využitie energie),
2/ energia fotónov je vyžiarená v podobe červeného žiarenia s vlnovou dĺžkou väčšou než 650 nm (fluorescencia),
3/ energia fotónov sa vyžiari vo forme tepla. 
Tieto tri procesy si navzájom konkurujú, pokles zastúpenia akéhokoľvek z týchto deexcitačných procesov sa prejaví nárastom zastúpenia iného. Vychádzame teda zo zjednodušeného predpokladu, že v prípade, že je intenzita fluorescencie nízka, účinnosť fotochemických reakcií primárnej fázy fotosyntézy je vysoká a naopak.
Len zhruba 3–5 % absorbovanej energie je vyžiarenej cez fluorescenciu, čo sa javí ako zanedbateľné množstvo. Napriek tomu však vďaka zmenám fluorescencie môžeme posudzovať zmeny účinnosti fotochemických reakcií primárnej fázy fotosyntézy a jej meranie je jednou z najčastejšie používaných metód hodnotenia fotochemických procesov. Keď sú na tmu adaptované fotosyntetizujúce bunky ožiarené súvislým svetlom, fluorescencia chlorofylu vykazuje charakteristický priebeh spojený s indukciou fotosyntetickej aktivity (Kautského krivka). Tento jav sa využíva ako základ analytických metód merania priebehu primárnych procesov fotosyntézy i keď obmien a protokolov používaných pri tejto metóde je veľké množstvo. 
Vo fotosyntetickom aparáte je energia fotónov absorbovaná v anténnych pigmentoch PS II a I a prenášaná do reakčných centier oboch fotosystémov. Väčšinu (cca 90 %) fluorescencie emituje chlorofyl a z reakčného centra PS II, zatiaľčo PS I vyžaruje len veľmi malý podiel fluorescenčného svetla. Je teda dôležité si uvedomiť, že informácie o zmenách vo fotochemickom využití žiarenia získané z meraní fluorescencie sa týkajú len PS II.
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Obr. 9: Schéma využitia svetelných kvánt zachytených molekulou chlorofylu (vľavo) a prístroj na meranie fluorescencie chlorofylu (vpravo) – fluorimeter (Handy PEA, Hansatech, GB)

Meranie fluorescencie na zatemnených listoch   
Fluorescencia chlorofylu nie je statická veličina, ale mení sa v čase. Keď rastlinu adaptovanú na tmu (všetky reakčné centrá PS II a prenášače elektrónov na akceptorovej strane PSII sú reoxidované) vystavíme svetlu, intenzita fluorescencie vykazuje charakteristické zmeny v čase. V tomto stave je možné zaznamenať tzv. minimálny výťažok fluorescencie (F0), ktorý je meraný na začiatku zapnutia sekundu trvajúceho tzv. nasycujúceho svetelného impulzu (v 50-tej µs). Tento spôsobí rýchle uzavretie všetkých aktívnych reakčných centier PS II, pretože dôjde k úplnej redukcii ich primárneho akceptora elektrónov (chinón QA). Vtedy je zaznamenaný tzv. maximálny výťažok fluorescencie (Fm). Rozdiel medzi Fm a F0 je označovaný ako variabilná fluorescencie v listu adaptovaného na tmu (Fv). Počítame ju podľa vzťahu:
Fv = Fm – F0
Z nej potom dopočítame maximálny kvantový výťažok (Fv/Fm):
Fv/Fm = (Fm – F0) / Fm

Meranie odozvy rýchlych fluorescenčných kriviek na stres z vysokej teploty
Listy buka vložíme do erlenmayerovej banky a umiestnime do vodných kúpeľov s rôznymi teplotami vody. Na kontrolné listy mimo vodného kúpeľa založíme zatemňovacie klapky a počkáme 30 minút. Teplota vzduchu v banke sa počas tejto doby vyrovná s teplotou vody vo vodnom kúpeli. Pri prenose listov z vodného kúpeľa pod klapku dbajte na to, aby na list dopadalo čo najmenej svetla. Počkajte 5 minút a zmerajte hodnoty fluorescencie chlorofylu. Stiahnite dáta z prístroja a porovnajte priebeh kriviek. Porovnajte tiež hodnoty F0 a PI (performance index).
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Obr.: Priebeh fluorescencie v čase; sekundu trvajúce ožiarenie pre nestresované (štvorce) a vysokou teplotou stresované (trojuholníky) listy

ÚLOHA:
1. Popíšte stručne použitú metódu, jej význam a postup merania. 
2. Vytvorte graf priebehu parametra F0 (nulová fluorescencia meraná v čase 50 µs) v závislosti od meniacej sa teploty.
3. Graficky znázornite zmenu indexu vitality (performance index PI).
4. Zistite kritickú teplotu pre pokles F0 (Tc).
5. Urobte ekologickú interpretáciu nameraných parametrov.
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