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Cile prace

Teoreticka ¢ast:

Vypracovat piehled problematiky zaméfeny na stavbu a funkcnost

fotosyntetického aparatu u mutanti je¢mene s nedostatkem chlorofylu b.

Prakticka éast:

Zvladnout metodiky izolace tylakoidnich membran a elektroforetickych
separaci pigment-proteinovych komplex.
Zvladnout metodiku méfeni redoxniho stavu P700 a plastocyaninu.
Naucit se metodiku relaxacni analyzy kvantovych vytézka fotochemickych
a nefotochemickych procest u fotosystému II.
Pomoci vyse uvedenych metod a pomoci metod zvladnutych jiz
pro bakalaiskou praci:

o velmi rychlé indukce chlorofylové fluorescence,

o zhaseci analyzy kvantovych vytézkl fotochemickych

a nefotochemickych procesii u fotosystému II a
o stanoveni obsahu chlorofyll 1 karotenoidii

provést méteni na rostlindch pfirozeného i mutovaného genotypu.



1 UVOD

Mutantni rostliny s absolutni nebo ¢aste¢nou blokaci v syntéze chlorofylu b jsou ¢astym
prostiedkem ve vyzkumu funkci a moznosti ovliviiovani fotosyntézy a jsou zdrojem pro
pochopeni a vyzkum fotosytetického aparatu a jevi na ném probihajicich. Mutanti
s nedostatkem chlorofylu b maji specificky fenotypovy projev, jejich listy mivaji
typickou Zluto-zelenou barvu. V diplomové praci bylo vyuzito rostlin pfirozeného
genotypu je¢mene (Hordeum vulgare L., cv. Bonus) a jeho mutantni formy chlorina f2,
tento mutant se vyznacuje absolutnim nedostatek chlorofylu b. Nedostatek chlorofylu b
Casto vede k defektiim ve fotosyntéze a v produktivite.

Porovnani ptirozeného genotypu jeCmene a jeho mutantni formy s nedostatkem
chlorofylu b je v této praci zalozeno na hodnoceni stavby a funkénosti fotosyntetického
aparatu. K tomuto ucelu byly vyuzity metody zaloZené na meéfeni fluorescence
chlorofylu a, pulzni amplitudovd modula¢ni technika a elektroforetické separace.
Na zakladé méteni fluorescencnich parametrii chlorofylu mizeme ziskat detailni nadhled
na aktivitu a stav jednotlivych komponent svételné faze fotosyntézy. Zjistujeme takto
napt. efektivitu fotochemie fotosystému II a taktéZ jaké procesy a jakou mirou se dale
ucastni zhaSeni excitaci zachycenych fotosystémem 1l, a tim studujeme i obranné
mechanismy rostliny. Zhaseni excitaci muze probihat bud'to formou fotochemického
zhéSeni, nebo neregulovatelnou (pasivni) disipaci (fluorescence a tepelna disipace)
a taktéz v podobé¢ regulovatelného nefotochemického zhaseni. Je zde moznost detailné
studovat, jakym zptisobem se energie disipuje, i na jakém misté se muze nachazet
ptipadné poskozeni fotosyntetického aparatu. Pii elektroforetické separaci pigment-
proteinovych komplexti nas zajima, jaké proteinové podjednotky se u WT jecmene
nachazi a u chloriny nikoli, popifipadé zména jejich zastoupeni. Zaméfujeme
se i na proteinové podjednotky, které se u chloriny vyskytuji, a tudiz mizeme zjistovat,
jak vyznamnou roli hraji ve fotosyntetickych procesech.

Mutantni typy rostlin s nedostatkem chlorofylu b nemaji typické vyuziti
v zemédéelstvi, avsak jejich studiem muzeme hloubéji zkoumat procesy svételné faze
fotosyntézy. Ugelem studia mutantnich rostlin, at’ uZ s poruchou biosyntézy chlorofylu b
nebo s jinymi zménami ¢i nedostatky, je detailn&jSi pochopeni dilezitosti chybé&jici
slozky, ktera se nachazi u pfirozeného genotypu rostlin. V piipadé¢ chloriny cilime na vliv
nedostatku chlorofylu b na strukturu a funkénost fotosyntetického aparatu a dalsi pochody

s fotosyntézou souvisejici. Muizeme tak odhalit vliv chlorofylu b na rizné aspekty Zivota



rostliny a zjistit tak, jaky ma chlorofyl b ucel v rostlinné populaci s pfirozenym

genotypem.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Fotosynteticky aparat

Listy jsou u vyssich rostlin hlavnim mistem prib¢hu fotosyntézy. Asimilaty fotosyntézy
jsou nezbytné pro zivot rostliny, rust listdi a dodavku zivin pro ostatni rostlinné organy.
Nejvétsi cast fotosyntetického aparatu se nachazi na tylakoidnich membranach
chloroplasta (Nath et al., 2013; Albanese et al., 2016). Dochazi zde k sérii
fotochemickych reakci, kdy se svételna energie absorbovana chlorofyly méni na energii

chemickou, ktera muze pohanét dalsi metabolické reakce (Nath et al., 2013; Su et al.,
2017).

2.1.1 Proteiny tylakoidni membrany

Tylakoidni membrany nachazejici se uvniti chloroplastii pfedstavuji membranovy systém
Sestavajici z granalnich a stromalnich tylakoidi. Pravé tato uskupeni jsou hlavni
strukturni komponentou umoziujici pritbéh svételné faze fotosyntézy u rostlin a fas.
V tylakoidnich membranach se nachéazi velké proteinové komplexy, které umoziuji
pfenos a vyuziti svételné energie pro oxygenni fotosyntézu. Tyto proteinové komplexy
jsou soucasti elektronového transportniho fetézce (Obr. 1). Patii mezi né fotosystémy I
a Il (PSI a PSII), transport elektrontt mezi nimi umoznuje cytochromovy komplex bsf.

Dalsimi proteinovymi komplexy, které se ucastni elektronového transportu, jsou NDH

Obr. 1 Strukturni model fotosyntetického elektronového transportniho fetézce rostlin. Cervené
Sipky ptredstavuji linearni elektronovy transportni fetézec a modré Sipky predstavuji cyklicky
transport. V reakénim centru fotosystému II (PSII) dochazi pfi absorpci kK ndbojové separaci.
Elektron (e”) se z PSII ptenasi pies plastochinon (PQ) na cytochrom bef (cyt bsf). Dale elektron
putuje pres plastocyanin (PC) k fotosystému I (PSI), kde je pro dalsi prenos elektroni opét
vyZzadovana absorpce svétla. V linearnim transportnim fetézci pak dojde k pfenosu elektronu
ptes ferredoxin (Fd) na ferredoxin-NADP* reduktasu (FNR), kde dochazi k redukci NADP".
Pfi cyklickém transportu se elektron z Fd presouva pres NADH dehydrogenasa-like komplex
(NDH, NADH dehydrogenase-like complex) nebo pres ferredoxin-plastochinon reduktasu
(FQR) zpét na PQ a cyt bef. Pi transportu elektronu dochazi rovnéz k presunu H* ze stromatu
do lumenu tylakoidu a tak se tvofi gradient pH potiebny pro syntézu ATP na ATP syntase.
Prevzato a upraveno dle McKenzie et al. (2020).
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komplex (NADH dehydrogenasa-like komplex) a ATP syntasa (Yadav et al., 2017;
Lambrev a Akhtar, 2019; McKenzie et al., 2020).

Z vy$e jmenovanych jsou PSI a PSII nejvice zastoupenymi pigment-proteinovymi
komplexy, které asociuji se specifickymi svétlosbérnymi komplexy (Nath et al., 2013).
Kli¢ovou roli u tvorby reakcnich center fotosystému i svétlosbérnych komplexi hraje
chlorofyl a, chlorofyl b je dilezitou komponentou svétlosbérnych komplexu (Liu et al.,
2004; Nath et al., 2013). U vyssich rostlin ptitomné PSII a PSI maji sva typicka absorp¢ni
maxima. PSII absorbuje maximum svételného zateni pii vinové délce 680 nm. U PSI
se absorpéni maximum nachazi u vinové délky 700 nm.

Nasledujici popis bude cilen pravé na PSI a PSII a S nimi asociujici svétlosbérné

komplexy, na které je tato prace zaméfena.

2.1.1.1 Fotosystém II a svétlosbérny komplex I1
Rostlinny PSII (Obr. 2) je pigment-proteinovy komplex tvofeny mnoha podjednotkami
a je aktivni ve své dimerni formé& (Nickelsen a Rengstl, 2013; Albanese et al., 2016).
Prednostné je lokalizovan v granalnich tylakoidnich membranach. Sestava z dimerického
jadra a rozsahlého periferniho systému antén. Svétlosbérny komplex Il (LHCII, light
harvesting complex II) zastupuje periferni anténni systém superkomplexu PSII (Su et al.,
2017; McKenzie et al., 2020). Dohromady tak tvoii superkomplex PSII-LHCII o velikosti
1,3 MDa (Albanese et al., 2016; Su et al., 2017; McKenzie et al., 2020). PSII-LHCII
se mohou lateralné spojovat a tvofit tak jesté rozmérngjsi PSII-LHCII megakomplexy,
jak bylo potvrzeno u hrachu tymem Albanese et al. (2016).

Periferni systém antén sbira svételnou energii a pfivadi ji K reakénimu centru v jadru.

Zde dochazi za ucasti kyslik vyvijejiciho centra k oxidaci vody za vzniku kysliku

Obr. 2 Slozeni superkomplexu fotosystému II a svétlosb&rného komplexu IT (LHCII). Sedé jsou
oznaceny nizkomolekularni podjednotky, fialovou barvu maji podjednotky kyslik vyvijejiciho
centra. Jednopismenné zkratky predstavuji Psb podjednotky fotosystému II. Prevzato a
upraveno dle Nickelsen a Rengstl (2013).
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auvolnéni 4 protont a kredukci plastochinonu, ktery ptendsi elektrony dale
do elektronového transportniho fetézce (McKenzie et al., 2020) (Obr. 1).

Slozeni a struktura PSII je ¢astym tématem védeckych experimentt. Albanese et al.
(2016) izolovali PSII-LHCII megakomplexy hrachu a charakterizovali je s pomoci
proteomické analyzy a elektronové mikroskopie. Pii experimentech izolovali
megakomplexy a ty rozdé€lili za pouziti modré nativni polyakrylamidové gelové
elektroforézy na gelech s velkymi pory (IpBN-PAGE) a také pomoci dvojrozmérné
polyakrylamidové gelové elektroforézy za pouziti dodecylsulfatu sodného (2D SDS-
PAGE). Spoty a pasy byly poté vyfezany a analyzovany systémem kapalinové
chromatografie s navazujici tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS).
Provedli rovnéz transmisni elektronovou mikroskopii megakomplext a zjistili, ze 2 PSII-
LHCII megakomplexy jsou umisténé vedle sebe v roviné membrany a interaguji s druhou
prevracenou dvojici stejného typu megakomplexti a vytvari tak sendvicovou strukturu.

McKenzie et al. (2020) zjistovali stechiometrii proteinovych komplext
ve fotosyntetickych membranach rostlin. Urcili poméry vSech hlavnich komplext
elektronového transportniho fetézce v tylakoidech u Arabidopsis pomoci techniky
zalozené na kvantitativni hmotnostni spektrometrii. Uréenim pomért obsaht
proteinovych komplexi se tak snazili docilit hlubSiho pochopeni svétlosbérného systému
fotosyntézy a jeho regulace. Dale také urcili podil elektronti nalezicich linearnimu, nebo
cyklickému elektronovému transportu. NiZe popsané sloZeni fotosystéml vychazi mimo
jiné i z vysledki experiment zminénych védeckych skupin.

Jaderny komplex PSII se u rostlin skldda z nejméné 20 podjednotek. VéEtSina patii
mezi membranové proteiny. Radi se sem mimo jiné i podjednotky reakéniho centra
(protein PsbA/D1 a PsbD/D2) a vnitini anténni proteiny PsbC/cp43 a PsbB/cp47, vyse
jmenované jsou 4 velké membranové podjednotky. Dale se Vjadru nachazi
nizkomolekularni podjednotky jako cytochrom bssg, ktery je heterodimerem skladajicim
se z PsbE/cyt bssg a, a PsbF/cyt bssg B a obsahuje molekulu hemu (Albanese et al., 2016;
Su et al., 2017; McKenzie et al., 2020). Dal§imi takovymi podjednotkami jsou PsbH,
Psbl, PshJ, PsbK, PsbL, PsbM, PsbTc, PsbW, PsbX a PsbZ (Wei et al., 2016). Jaderny
komplex sestava i z nékolika podjednotek nachazejicich se vné membrany na lumenalni
stran¢. Patfi mezi né i proteiny kyslik vyvijejiciho centra (PsbO/OEE-1, PsbP/OEE-2
a PsbQ-1 a PsbQ-2) a PsbTn (Wei et al., 2016; Su et al., 2017; McKenzie et al., 2020).

LHCII je tvofen proteiny, které u vyssich rostlin asociuji s 14 molekulami chlorofylu a

a 8 molekulami chlorofylu b (Liu et al., 2004). Proteinové podjednotky pigment-
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proteinovych komplext LHCII, které obklopuji reakéni centrum PSII jsou kodovany
Lhch genovou rodinou. Hlavni periferni mobilni ¢ast LHCII komplexu tvoti podjednotky
Lhcbl, Lhcb2 a Lheb3, jez se v komplexech vyskytuji ve formé homo- ¢i hetero-trimert.
Dalsi proteiny vyskytujici se v LHCII se objevuji ve formé monomerti a jsou to
podjednotky Lhcbh4/CP29, Lhch5/CP26 a Lhch6/CP24, které zajistuji specifickou
interakci mezi jadernou ¢asti PSII a trimernimi anténnimi proteiny (Pan et al., 2011;
Albanese et al., 2016; Tyutereva et al., 2018).

V zavislosti na svételnych podminkach se svétlosbérné komplexy ucastni bud’to
shromazd’'ovani svételné energie nebo maji fotoprotektivni Gcinky a disipuji pfijatou
prebytecnou energii ve formé tepla (Tyutereva et al., 2018). LHCII se mize i¢astnit tzv.
stavového piechodu, kdy se odpoji od PSII a ptejde k PSI. Stavovy ptechod je jednim
z mechanismu redistribuce energie svételného kvanta mezi fotosystémy. Pii osvétleni
svétlem, které excituje zejména PSII, dojde k fosforylaci vnéjsich proteint LHCII, ty
se od PSII odpoji a piejdou k asociaci s PSI a dochazi tak ke vzniku stavu 2 (Rochaix
etal., 2012). Pti nadbytku excitaci pfijatych PSII hrozi rostlin¢ oxidativni poskozeni.
Aby se poskozeni piedeslo, antény LHCII se od PSII odpoji, tim dojde k poklesu pfisunu
excitaci. Zaroven se zvysi pocet excitaci PSI a tim se budou vyssi mérou odcerpavat
elektrony z PSII. Naopak zastinéni nebo osvétleni svétlem o vinové délce, ktera excituje
prednostné PSI, vyusti v defosforylaci LHCII a jeho navrat k PSII (Vetoshkina et al.,
2019).

2.1.1.2 Fotosystém I a svétlosbérny komplex I
Pritomnost dvou fotosystémua u vysSich rostlin umoziluje mimo jiné i existenci dvou
modu elektronového transportu:
A) linearni elektronovy transport, jenz vyuziva oba fotosystémy a elektrony ziskané
z vody a prechazi na NADP* a vznika NADPH+H" a ATP;
B) cyklicky elektronovy transport, ktery vyuziva pouze PSI a vznika zde pouze ATP
(McKenzie et al., 2020).
a tim upravovat prib¢h fotosyntetickych reakci. Tohoto jevu se da dosdhnout zejména
diky navozeni cyklického elektronového transportu, nebo diky stavovému piechodu
LHCII mezi PSIl a PSI (Yang et al., 2015).
PSI je lokalizovan v membranach na okrajich gran a ve stromdlnich tylakoidnich

membranach. Reakéni centrum PSI je obklopeno LHCI proteiny kdédovanymi Lhca
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rodinou gent, které predstavuji periferni systém antén (Nath et al., 2013). Jadro PSI tvori
heterodimerni PsaA-PsaB proteiny. Dalsi podjednotky, které byvaji pfitomny v PSI, jsou
PsaC, PsaD, PsaE, PsaF, PsaG, PsaH, PsaK a PsaL (Koufil et al., 2014; Yadav et al.,
2017; McKenzie et al., 2020). LHCI je tvoifeno 6 podjednotkami Lhcal-6 (Neilson
a Durnford, 2010; Koufil et al., 2014).s

2.2 Deficit chlorofylu b

Absence chlorofylu b chloriny 2% (clo) je zptisobena mutaci v genu pro chlorofylid a
oxygenasu (EC 1.14.13.122), jez je enzymem, ktery katalyzuje zménu 7-methylové
skupiny chlorofylidu a na 7-formylovou skupinu chlorofylidu b (Mueller et al., 2012).

Tyto mutantni rostliny se ¢asto vyznacuji snizenou funkcnosti fotosyntetického
aparatu (Stroch et al., 2004; He et al., 2015). Chlorina ma oproti WT rovnéZ niZ§i obsah
chlorofylu a a karotenoidii a chybi ji chlorofyl b (Stroch et al., 2008; Janeckova et al.,
2019). Rovnéz muzeme u chloriny pozorovat niz§i obsah xantofyld, pficemz pomér
xantofyl ku chlorofylim je u chloriny vyssi (Janeckova et al., 2019). Tomuto mutantu
Chybi svétlosbérné komplexy Lhca4, Lhcbl a Lhebb6, jelikoZ bez ptitomnosti chlorofylu
b, jsou tyto proteiny nestabilni. Také mnozstvi Lhch2, Lhch3 a Lhcb4 je snizené
(Bossmann et al., 1997). Fotochemické pochody jsou u chloriny na srovnatelné nebo
nepatrné niz$i Grovni oproti piirozenému genotypu jeémene (Stroch et al., 2008). Tento
trend se vSak pfi stresovych podminkach, jako je zvySena teplota a intenzita osvétlent,
meéni a efektivita fotosystému II (PSII) je v tomto piipadé u chloriny znatelné snizena
(Stroch et al., 2008; Tyutereva et al., 2017).

Nedostatek chlorofylu b vede mimo jiné k odlisnému uspofadani svétlosbérnych
komplext fotosystému. Chlorofyl b je jednim z hlavnich faktorti ovliviigjicich velikost
aslozeni fotosyntetickych antén, jejichZ omezend funkénost mize vést k neefektivni
fotoprotekci a vysoké senzitivité rostliny vii¢i svételnému stresu. Chloroplasty
takovychto rostlin maji casto maly pocet gran, a tak zména svétlosbérnych komplexti ma
vliv nejen na funkci fotosyntetickych komplexti ale 1 na organizaci membran chloroplastt
(Lin et al., 2009; Ramel et al., 2013). Tyutereva et al. (2017) zjistili, Ze schopnost difuze
pigment-proteinovych komplexti mutantni formy je¢mene (chlorina f2%%) je znaéné
sniZena a ty tak nemaji dostate¢nou lateralni mobilitu. Nedochazi zde tedy k efektivnimu
vyuziti svételné energie, coz vede k nedostatecnému linearnimu elektronovému
transportu. Taktéz mutze dochazet k poskozeni fotosystému Il (PSIl), které takto

mutované rostliny nestaci opravovat ve stejné mire jako WT. MenSi velikost a mnoZzstvi
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svétlosbérnych komplext vede k poklesu absorbovanych excitaci reakénimi centry
fotosystému a snizuje se tak i vytézek samotnych fotosyntetickych procest.

Lateralni mobilita pigment-proteinovych komplexti v grandlnich membranach
chloroplastii je klicova pro regulaci piijiméani svételné energie. Svétlosbérny komplex
fotosystému II (LHCII) se timto zptisobem piesouva mezi fotosystémem Il a I a je takto
zapojen V obrané rostlin pfed svételnym stresem, at’ uz se jednd o nadmérné nebo
nedostatecné osvétleni. Nadmérnym svételnym zatenim je ohrozen hlavné protein D1,
jenz je soucasti PSII. Opravné mechanismy poskozeni proteinu D1 jsou zavislé praveé
I od schopnosti lateralni mobility LHCII (Kirchhoff, 2014; Tyutereva et al., 2017).
Mutanti s nedostatkem chlorofylu b jsou takto znevyhodnéni, jelikoz opravné
mechanismy slouzi kudrZzeni efektivity fotosyntetického aparatu a k obrané
pied fotoinhibici.

Chlorina mutanti, i kdyz jsou znevyhodnéni z hlediska rustu a jsou v podstaté
nevyuzitelnymi v zemédélském primyslu, jsou dokonalym nastrojem pro zkoumani
fotosyntetického aparatu a obranych reakei rostlin na stres. Pomahaji ndm k pochopeni
ohromné flexibility a komplexnosti jednotlivych ¢asti fotosyntetického aparatu.
V experimentalnich studiich se Casto srovnavaji s pfirozenym genotypem rostlin a to
na zaklad¢ rozdilnosti ve fluorescencnich parametrech chlorofylu, jeho samotném
obsahu, obsahu dalSich ve fotosyntéze se ucastnicich barviv a jednotlivych pigment-
proteinovych komplexti (Krol et al., 2009; Bresti¢ et al., 2015; Wang et al., 2016;
Tyutereva et al., 2017; Janeckova et al., 2019). K jejich studiu se také vyuzivaji
mikroskopické techniky (Tyutereva et al., 2017).

U chlorina mutanti je¢mene bylo prokazano, ze nedostatek chlorofylu b vede
ke snizenému mnozstvi nebo i absenci nékterych podjednotek LHCI i LHCII (Bossmann
et al., 1997; Brestic et al., 2015; Tyutereva et al., 2017). Pficemz zalezi na typu mutace.
Bossmann et al. (1997) prokazali, Ze u chlorina f2? mutantnich rostlin chybi podjednotky
svétlosbérnych komplext Lhcad, Lhcbl a Lhcb6 a obsah Lheb2, Lheb3 a Lheb4 je u nich
snizen oproti jejich obsahu u WT. Podle Tyuterevy et al. (2017) je u chloriny 23613
zastoupeni vétSiny LHC proteintt snizené oproti pfirozenému genotypu jecmene.
Nejvyraznéjsi pokles byl pozorovan u Lhcb2, Lhcb4, Lheb6, Lheca2 a Lhea4 proteint.
Mnozstvi Lheal, Lhca3 a Lhebl bylo pouze lehce snizené oproti WT a mnoZstvi Lhcb3
a Lhcb5 nebylo u chloriny f2%61% zménéno. Dle Krol et al. (1995); Krol et al. (2009) je
chlorina f228% deficientni v Lhcb1, Lheb4 a Lheb6 podjednotkach LHCII a mé rovnéz
snizené mnozstvi Lhcb2, Lheb3 a Lhebb.
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Na zékladé uvedenych praci je evidentni, Ze chlorofyl b je nezbytnou soucasti
svétlosbérnych komplexii a bez néj jsou antény nestabilni a nekompletni. Tento tikaz vede
v mnohych piipadech k dysfunkci ve sbéru svételné energie, aktivit¢ fotosyntetického
aparatu a fotoprotekci s moznosti vyustit az v produkci reaktivnich kyslikovych radikala

anavozeni fotooxidacniho stresu rostliny (Tyutereva et al., 2017; Janeckova et al., 2019).

2.3 Fluorescence chlorofylu

Mg¢éfeni kinetiky fluorescence chlorofylu je rozsifenym nastrojem pro hodnoceni aktivity
fotosyntetického aparatu a jeho funkéniho stavu (Krause a Weis, 1991; Lazar, 2015).
Z jeho vysledkit miizeme Vvyvozovat i zavéry o celkovém stavu rostliny a jak urceny
jedinec prospiva. Pii realizaci méfeni se vyuziva indukce fluorescence chlorofylu.
Védecké vyuziti maji tyto metody na poli rostlinné fyziologie, fenotypizace, vyzkumu
fotosyntézy i v molekularni biologii (Lazar, 2015; Ikeuchi et al., 2016; Janeckova et al.,
2019). Vyhodou fluorescen¢nich méfeni je jejich neinvazivnost, mizeme méfit pfimo
na listech in vivo, a v ptipad¢ pfenosnych pfistroji je zde i moznost vyzkumu piimo
na misté rastu rostliny.

Vystupem experimentt je poté hladina fluorescence chlorofylu a, jenz je pfitomen
v reakénim centru fotosystému II (PSII). Pii pokojové teploté je uroven fluorescence
chlorofylu b zanedbatelna, tudiz vysledky poukazuji na stav PSII, jenz je timto zpisobem
hodnocen (Lazar, 2013). Fluorescence je definovana jako svitiva deaktivace molekuly
V excitovaném singletnim stavu do stavu zakladniho, tento proces je charakterizovan
Jablonského diagramem (Jablonski, 1933). Méfenim je mozné ziskat data, z nichZ dal§imi
vypocty ziskame jednotlivé fluorescencni parametry. Na zaklad¢ jejich hodnoceni poté
ziskavame piedstavu o stavu fotosyntézy, energetické disipace a souvisejicich déju
(Kalaji et al., 2014; Lazar, 2015; Stirbet et al., 2018).

Energetickd svételna kvanta pfijatd rostlinou nejsou zcela vyuzita pro procesy
fotosyntézy. Dochazi zde k rozdé€leni energie mezi rozli¢né procesy v rostlin¢ za Gcelem
zpracovani piebyte¢né energie a ochrany rostliny pfed poskozenim (Lazar, 2015; Stirbet
et al., 2018). Po ptijeti energie svételného kvanta se PSII dostava do excitovaného stavu,
ktery je nestabilni. Za Gc¢elem ptechodu zpét na zakladni energetickou hladinu je tieba
zbavit PSII piebyteéné energie, k cemuz dochazi skrze nékolik procest energetické
disipace (Obr. 3):

A) Mize dochazet k fotochemickym procestim, které jsou zakladem fotosyntézy.
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Fotochemie

Ptichozi svétlo (®r)

Fluorescence
(P1)

Svétlem indukovana
regulovana tepelna
disipace (®nra)

Fotosystém Il

Bazalni neregulovana
tepelna disipace (%)

Obr. 3 Zpracovani pfijaté svételné energie fotosystémem II (PSII). Excitace mohou byt
zpracovany procesy fotochemie (®p), energie je tak dale prenasena do fotosyntetickych
procesii. Dale mlze byt pfijatd svételna energie vyzafena fluorescenci (®s), nebo mize
dochazet k bazalni neregulované tepelné disipaci (®p), ¢i k svétlem indukované regulované

tepelné disipaci (®Onpg). Pfevzato a upraveno dle Lazara (2015).

B) Také muze byt emitovana fluorescence, kdy je energie vyzaiena ve formée svétla

vyssi vinové délky (Cervena oblast), nez jakou mélo svétlo pohlcené. A pravé

tohoto jevu vyuzivaji experimentalni metody zaloZené na fluorescenéni indukci

chlorofylu.

C) Dale se PSII zbavuje energie pomoci zakladni neregulovatelné tepelné disipace

a svétlem indukované regulovatelné tepelné disipace (Kalaji et al., 2014; Lazar,

2015).

Fluorescence, regulovatelnd a neregulovatelna tepelna disipace a procesy fotochemie jsou

vuci sobé ve vzajemné kompetici, a tak narist jedné slozky znamena pokles jiné.

Pii méfeni zaznamenavana hladina fluorescence chlorofylu a je velmi citliva na zmény

ve fotosyntéze a jejim zachycenim ziskdvame velké mnoZstvi dat vysoké kvality

a pfesnosti. Existuje mnoZstvi procest, které ovliviiuji vytézek fluorescence i jeji

intenzitu. Tyto procesy je mozné studovat na zakladé vyuziti riznych svételnych

protokolli, pfiCemz pravé pouzitim riznych typt svétel, ¢i jejich kombinaci,

zaznamenavame a hodnotime rozli¢né procesy (Kalaji et al., 2014; Lazar, 2015; Stirbet

et al., 2018). V meficich protokolech jsou zahrnuty kratké svételné zablesky (méfici

svétlo), intenzivni svételné pulzy (tzv. saturacni pulzy) a kontinudlni osvétleni (aktinické

svétlo simulujici péstebni podminky) (Kalaji et al., 2014).
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Typicky zdznam Casového pribchu fluorescence se méfi na listech adaptovanych
na tmu a pii osvétleni zac¢ina velmi rychlym nartstem fluorescence z minimalni hodnoty
na jeji maximum. Nasledné dochazi k poklesu fluorescence a poté ke stabilizovani hodnot

fluorescence v tzv. ustaleném stavu (Kalaji et al., 2014).

2.3.1 Vybrané fluorescen¢ni parametry

2.3.1.1 Velmi rychla fluorescenc¢ni indukce
Pii méfeni velmi rychlé fluorescen¢ni indukce zaznamenavame tzv. O-J-I1-P kiivku.
V pribéhu dochazi k postupnému nartstu fluorescence a jednotlivé faze kiivky
odpovidaji postupnému zapliovani elektronovych akceptorti a jejich redukei v ramci
elektronového transportniho fetézce (Kalaji et al., 2014). Zmény fluorescence jsou
zaznamenavany s milisekundovym rozliSenim, proto v logaritmickém métitku mizeme
vidét typicky kaskadovity prubéh kiivek. V bod¢ O jsou reakéni centra PSII oteviena
a Qa je v oxidovaném stavu a zaznamenavame zde hodnotu minimalni fluorescence Fo.
Pii spusténi svételného zdroje dochazi k absorpci svételné energie molekulami chlorofylu
anténnich komplexii, energie se vSak jes$t¢ nedostala k reakénim centrim PSII. Poté
vevin¢ J dochdzi kredukci priméarniho chinonového akceptoru Qa. Pfi vIné I
se akumuluji chininové akceptory v podob& QaQs® a pii vIné P se hromadi Qa QgH>
(Kalaji et al., 2014; Stirbet et al., 2018). Kdyz kiivka dosahne maxima, detekujeme
maximalni fluorescenci chlorofylu a (Fm). V tomto bod¢ jsou v§echna reakéni centra PSII
uzaviena a Qa je vV redukovaném stavu.

Tabulka nize popisuje vybrané dulezité parametry velmi rychlé fluorescenéni indukce

chlorofylu a (Tab. 1).

2.3.1.2 Pomala fluorescenc¢ni indukce

Pi1 méteni pomalé fluorescencni indukce miiZzeme kromé naristu fluorescence pozorovat
1jeji pokles a aplikovat 1 ptistup zhaSeci a relaxacni analyzy. Z nich poté ziskavame dalsi
parametry, které mohou charakterizovat jednotlivé typy zhaSeni fluorescence, G¢innost
fotochemie a stav jednotlivych soucasti fotosyntetického aparatu. Muzeme popsat
a identifikovat i fotoprotektivni mechanismy rostliny a nastup Kalvinova cyklu (Kalaji
et al.,2014; Lazar, 2015; Vetoshkina et al., 2019; Janeckova et al., 2019). Mé&feni probiha
casto v pribéhu nékolika desitek minut tak, aby se vzorky po aplikaci aktinického svétla
dostaly do ustaleného stavu.

Parametry ziskané z méteni pomalé fluorescenéni indukce se vyuZzivaji pro hodnoceni
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Tab. 1 Parametry velmi rychlé fluorescenéni indukce chlorofylu. Parametry jsou uvedeny
v podobé, ve které jsou vyuzity v této praci, spolu s jejich vypoctem a stru¢nym popisem.
Pfevzato a upraveno dle Stirbet et al. (2018).

Parametr Popis parametru
Fy Minimalni fluorescence ve stavu
adaptovaném na tmu

E, Maximalni fluorescence ve stavu
adaptovaném na tmu

V; Relativni vyska viny |
E,/E, = Fn—Fo Maximalni kvantovy vytézek fotochemie
veem Fm PSII ve stavu adaptovaném na tmu
dv /dt, = F3oous—Fo 1 Relativni rychlost fotochemie
0 FmM-Fy 025
_Fi~k Relativni vyska viny J
J o Fu—F
ABS/RC = (My/V;)/((Fn — Fo)/Fn) Mnozstvi absorbované energie aktivnimi
reak¢nimi centry
RE,/ABS = @R, = Fm—Fo 1-Vv) Kvantovy vytézek elektronového transportu
Fim Z Qa” k finalnimu akceptoru PSI

vyuziti energie piijatych svételnych kvant fotosystémem II. Pii zhaSeci analyze
pozorujeme postupnou adaptaci listd rostliny na aplikované aktinické svétlo a saturacni
pulzy. Stav rostliny poté hodnotime na zakladé vypocitanych fluorescen¢nich parametri
(Tab. 2). Po vypnuti aktinického svétla se rostlina znovu adaptuje na tmu a pii aplikaci
satura¢nich pulzt tak métime parametry relaxa¢ni analyzy (Tab. 2).

Pti relaxacni analyze muzeme stanovit kvantové vytézky jednotlivych slozek
regulovatelného nefotochemického zhaseni. Nejprve relaxuje gE (energeticky zavislé
nefotochemické zhaseni fluorescence chlorofylu) s polo¢asem relaxace 30 saz 1 min,
byva zde ur¢ovan kvantovy vytézek nefotochemického zhaseni zavislého na gradientu
pH pfes tylakoidni membranu (®qe) (Tab. 2). Poté dochazi k relaxaci slozky qT
(nefotochemické zhaSeni fluorescence chlorofylu zavislé na stavovych piechodech)
s polocasem relaxace 5-8 min. Stavovy piechod je dusledkem fosforylace svétlosbérnych
komplexii asociovanych s PSll, které ve své fosforylované podobé ptechazi k PSI.
Rovnéz zde hodnotime kvantovy vytéZzek nefotochemického zhaSeni souvisejiciho
se stavovymi piechody (®qr). Fotoinhibi¢ni nefotochemické zhaseni fluorescence ql
relaxuje s polocasem 20-40 min a vice. ql vznika v disledku fotoinhibice fotochemie

PSII. Pii analyze opét hodnotime kvantovy vytéZzek fotoinhibi¢niho nefotochemického
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Tab. 2 Parametry zhaseci a relaxa¢ni analyzy hodnocené pfi méfeni pomalé fluorescencni
indukce. VypocCty a popisky byly pievzaty a upraveny dle Lazar (2015).

Parametr Popis parametru
Fly= Fo Minimalni fluorescence pii adaptaci na svétlo
((Fm—Fo)/Fm)+(Fo/F'm)
F., Maximalni fluorescence pti adaptaci na
svétlo
F(t) Aktuélni hodnota fluorescence Vv Case t
qP = Fm—F(t) Fotochemické zhaSeni (odrazi zastoupeni
F'm—Fo otevienych reak¢nich center)
F, _F, . I3 ’ I3 r ANV .
pgy = F'yJF,, = r0 Maximalni kvve.tntovy Vytezek t:otocherme
F'm PSII pfi adaptaci na svétlo
— _ Fm—F(®) Aktualni kvantovy vytézek fotochemie PSII
‘pP—qP"pPsu—";,,— ntovy vyt 9
m pii adaptaci na svétlo
@ _F® _F@® Kvantovy vytéZzek regulovatelného svétlem
NPQ ™ Fin Fm indukovaného nefotochemického zhaseni
o, = LD Kvantovy vytézek konstitutivni
fD — g oy
m neregulovatelné disipace
F“y Maximalni fluorescence pii temnostni

o __ n n —_
F‘U_F m_F 0~

F// _ FO
" ((Fm_FO)/Fm)+(FO/F”m)
B _ 1 3 FIIV/FIIm
(Fm - FO)/Fm
F,'%”
FT%H

B —F'y F(t)

[0)) =
qE F,m Fricl”
o B —EF©
qT F%H Frazlll
o B EEF(O)
ql F‘r%ll Fm

relaxaci

Variabilni fluorescence pii temnostni
relaxaci

Mira fotoinaktivovanych center (kvantovy
vytézek energie disipované témito centry)

Maximalni fluorescence pti temnostni
relaxaci v Case, kdy je qE kompletné
relaxovano

Maximalni fluorescence pti temnostni
relaxaci v Case, kdy je qE i qT kompletné
relaxovano

Kvantovy vytézek nefotochemického zhaseni
zavislého na gradientu pH pies tylakoidni
membranu

Kvantovy vytézek nefotochemického zhdseni
souvisejiciho se stavovymi piechody

Kvantovy vytézek fotoinhibi¢niho
nefotochemického zhaseni
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zhaseni (Ogq) (Tab. 2). Souctem kvantovych vytézki ®ge + Oqr + Og pak ziskame

kvantovy vytézek nefotochemického zhaseni ®npq (Govindjee, 1995; Lazar, 2015).

2.3.1.3 Pulzni amplitudova modulac¢ni technika

Pro urceni svétlem indukované oxidace primarniho elektronového donoru PSI se vyuziva
pulzni amplitudova modula¢ni technika (PAM). Tato technika vyuziva k popisu déja
na PSI signal Ig20. Ten je urcen jako rozdil transmitance pti 875 nm a 830 nm. Pti zméné
oxida¢niho stavu P700 dochazi ke zméné absorpce aplikovaného svétla. Miazeme tak
urc¢ovat ucinnost fotochemie a jaky podil nefotochemického zhaSeni se prisuzuje limitaci

na donorové a akceptorové stran¢ (Lazar, 2013) (Tab. 3).

2.3.2 Fluorescen¢ni parametry u chloriny

Navzdory zna¢nému nedostatku chlorofylli oproti pfirozenému genotypu jeC¢mene
vykazuje chlorina f2 pouze mirné snizeni maximéalniho kvantového vytézku fotochemie
PSll ato

jak ve stavu adaptovaném na tmu (Fv/Fm) tak i ve stavu adaptovaném na svétlo (Fy‘/Fm°).
Miizeme pozorovat i snizeni aktualniho kvantového vytézku fotochemie PSII (®p)
azvySeni kvantového vytézku konstitutivnich neregulovatelnych disipacnich procest
(®1,p) a kvantového vytézku regulovatelného nefotochemického zhaseni (®npg). Z téchto
poznatki je zfejmé, Ze mensi mnozstvi piijaté svételné energie bylo vyuzito na procesy
fotochemie a vétsi Cast byla piidélena nefotochemickym procesim. Z pribéhu
normalizovanych O-J-1-P kiivek byl zjistén pomalejsi nartst vin J a I, coz souvisi
s pomalejsi redukci Qa a Qg kvili mensim rozmértim antén u clo (Janeckova et al., 2019).

Tab. 3 Parametry hodnocené pii méfeni pulzni amplitudovou modulaéni technikou Dual-PAM.
Je dano, ze Y(I) + Y(ND) + Y(NA) = 1. A vyjadiuje soubor vSech efektivnich elektronovych
akceptort PSI. Vypocty a popisky byly piejaty a upraveny dle Lazar (2013); Janeckova et al
(2019).

Parametr Popis parametru
Y(I) = Kvantovy vytézek fotochemie PSI
P700A4/(P700*A + P700A4 + P700A7) =
(Pn — P)/(Pn — Po)

Y(ND) = Kvantovy vytézek nefotochemické disipace
P700%A/(P700*A + P700A4 + P70047) = PSI kvuli limitaci na donorové strané
(P = Po)/(Pn — Po)
Y(NA) = Kvantovy vytézek nefotochemické disipace
P700A~/(P700"A + P700A + P70047) = PSI kvili limitaci na akceptorové strané

(Pm _Pml)/(Pm _PO)
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U chloriny f2 se rovnéz vyskytuje nizsi pomér ABS/RC, jenz souvisi s nedostatkem
LHCII proteint (Stirbet et al., 2018; Janeckova et al., 2019). Naopak pomér REo/ABS je
u chloriny vyssi nez u WT, coz odrazi stav, pii kterém vidime, Ze elektronovy transport
na strané¢ PSI je plné¢ funkc¢ni a elektronovy transportni fet€ézec ma snahu elektrony
od PSII odcerpavat rychleji a tim vynahrazovat ztraty zplisobené mensimi anténami
a niz8i uc¢innosti PSII (Stirbet et al., 2018; Janeckova et al., 2019).

U mutantniho typu jeémene chlorina f104, ktery se vyznaCuje pouze sniZzenym
obsahem chlorofylu b, pozorujeme, Ze kvantovy vytézek fotochemie PSII je na podobné
urovni jako u WT. Totéz plati pro hodnotu fotochemického i nefotochemického zhaseni
(Bresti¢ et al., 2015). Z vysledki vidime, Ze fotochemické procesy nejsou zdaleka tolik
ovlivnéné jako v ptipadé chloriny s absenci chlorofylu b. Po ozafeni silnym svétlem
(1200 umol-m2.s, 60 min; predchozi péstebni intenzita byla 250 umol-m2-s1) dochazi
u chloriny 104 i u pfirozeného genotypu je¢mene k fotoinhibici, ktera je vSak u chloriny
niz8i nez u WT (Brestic¢ et al., 2015). Mé&feni odhalila, Ze vystaveni osvétleni 0 vysoké
intenzité¢ muze snizit kvantovy vytéZek fotochemie PSI 1 elektronovy transportni fetézec
PSI a to skrze limitaci na donorové i akceptorové strané. AvSak pii porovnani ptirozeného
genotypu jeCmene s chlorinou mezi nimi nebyl pozorovan signifikantni rozdil. Tudiz
fotochemie PSI nebyla snizenym mnozstvim chlorofylu u chloriny vyznamné ovlivnéna
(Bresti¢ et al., 2015). Tento tym rovnéz zjistil, ze po vystaveni listd vysoké intenzité
svétla (1200 umol-m2-st, 60 min), dochazi k fotoinhibici nékterych reakénich center a ta
jsou tak inaktivni. Pocet téchto inaktivnich center byl vyssi u WT nez u chloriny. Rovnéz
doslo ke sniZeni elektronové transportni kapacity reakénich center po vystaveni listl
svétlu o vysoké intenzité. Opét byl jeCmen piirozeného genotypu vice ovlivnén nez
chlorina f104.

Krol et al. (2009) srovnavali WT je¢mene s chlorinou f228%°°. Hodnotili citlivost listi
vuci fotoinhibici monitorovanim kvantového vytézku fotochemie PSII. U chloriny
po aplikaci svétla o vysoké intenzité (1200 umol-m?-s?) zaznamenali vyraznéjsi pokles
mnozstvi proteinu D1 neZ u pfirozeného genotypu je¢mene. Cim vyssi byl pokles, tim
niz§i byla Uc¢innost fotochemie PSII. Pfi osvétleni pouze nizkou intenzitou svétla
(20 pmol'm2s?) doslo u piirozeného genotypu jedmene k navraceni k ptivodnim
hodnotam tucinnosti fotochemie PSII po 1 hoding, avSak u chloriny nebylo ptuvodnich
hodnot dosahnuto ani po 4 hodinach. U chloriny f228% jiz chybi hlavni Lhcb svétlosbérmné
podjednotky byla jeji reakéni centra citlivéjsi Kk fotoinhibici pfi vystaveni osvétleni
0 vysoké intenzité.
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Tyutereva et al. (2017) zkoumali u chloriny 2262 vliv absence chlorofylu b na lateralni
mobilitu fotosyntetickych komplexii v granalnich membranach. Pomoci fluorescenéni
zobrazovaci metody FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) zjistili, ze
fluorescence chlorofylu byla u je¢mene ptirozeného genotypu regenerovana rychleji nez
u chloriny. Tudiz podil mobilni frakce pigment-proteinovych komplext je u chloriny
mensi nez u piirozeného genotypu. U chloriny f22%13 bylo prokazano sniZeni minimalni
I maximalni fluorescence (Fo a Fm) a to kvuli snizenému obsahu chlorofylti a mensim
svétlosbérnym komplexiim. AvSak maximalni efektivita fotochemie PSII (Fv/Fm) byla
u chloriny srovnatelnda s WT. Mnozstvi absorbované energie nareakéni centrum
(ABS/RC) bylo signifikantn¢ snizeno u chloriny, tato data poukazuji na fakt, Ze
k reakénimu centru PSII se u chloriny dostane méné energie nez u WT, a to pravé kvili

mensim svétlosbérnym komplextim.

24



3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a metody

3.1.1 Pouzité chemikalie

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES; Sigma-Aldrich,
Némecko); aceton (VWR chemicals, USA); akrylamid (Bio-Rad, USA);
aminokapronova kyselina (Fluka, Némecko); askorbat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko);
Bis-Tris (Sigma-Aldrich, USA); Coomasie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad, USA);
deoxycholat sodny (Sigma-Aldrich, USA); dihydrogenfosfore¢nan amonny (Lachema,
CR); dithiotreitol (DTT; Bio-Rad, USA); dodecylsulfat sodny (SDS; Bio-Rad, USA);
dusi¢nan draseny (Lachema, CR); dusi$nan vapenaty (PENTA, CR); glycerol (Lach-ner,
CR); glycin (Sigma-Aldrich, Némecko); heptahydrat siranu hofe¢natého (Lachema, CR);
heptahydrat siranu zine¢natého (Lachema, CR); heptahydrat siranu Zeleznatého
(Lachema, CR); hexahydrat chloridu hofeénatého (Lach-ner, CR); hovézi sérovy albumin
(BSA; Sigma-Aldrich, USA); chlorid sodny (Lach-ner, CR); kyselina borita (Lach-ner,
CR); kyselina chlorovodikovd (PENTA, CR); kyselina octova (Sigma-Aldrich,
Némecko); kyselina sirova (Lach-ner, CR); methanol (MERC, USA); mo¢ovina (Fluka,
Némecko); monohydrat siranu manganatého (Sigma-Aldrich, USA); n-dodecyl-p-D-
maltosid (Sigma-Aldrich, USA); N,N‘-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, USA);
N,N,N*,N*-tetramethylethylendiamin (TEMED; Bio-Rad, USA); pentahydrat siranu
méd’natého (Lachema, CR); peroxodisiran amonny (APS; Bio-Rad, USA); Precision Plus
Protein ™ Dual Xtra Prestained Protein standards (Bio-Rad, USA); sacharosa (Lach-ner,
CR); sodna stil kyseliny ethylendiamintetraoctové (Na2EDTA; Sigma-Aldrich, USA);
tetrahydrat molybdenanu amonného (Lachema, CR); Tricin (Bio-Rad, USA); Tris
(Trizma base; Sigma-Aldrich, USA); uhli¢itan hofe¢naty (Sigma-Aldrich, USA).

3.1.2 Pouzité pristroje a pomicky

Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5430R (Eppendorf, CR); centrifuga Sigma 3-30 K
(Sartorius, Némecko); dvoupaprskovy spektrometr Unicam UVS550 (Unicam, UK);
elektroforeticka komora Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad, USA); fluorescenéni
a absorp¢ni systém Dual-PAM-100 (Walz, Némecko); fluorimetr FluorCam (Photon
Systems Instruments, CR); fluorimetr PEA (Plant Efficiency Analyser; Hansatech, UK);
fytokomora Microclima MC 1750 (Snijders Scientific, USA); homogenizator IKA
Labortechnik T25 basic (IKA, USA); papirek GE healthcare paper Wicks (Sigma-
Aldrich, USA); peristalticka pumpa s komorou pro nalévani gradientovych gelt PCD 21
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(¢erpadla Koutil, CR); pH metr WTW inoLab 7110 (WTW, CR); skener Umax U9908-
HARO (Amersham Biosvience Corp, USA); tifepacka Infors Wavetec (Infors AG,
Svycarsko); vahy (Sartorius, Némecko); vortex MS2 Minishaker (IKA, USA); zdroj pro
elektroforézu POWERPAC 1000 (Bio-Rad, USA); zobrazovaci systém Amersham
Imager 600 (Cytiva, USA).

3.1.3 Rostlinny material a podminky péstovani

Byla pouzita semena piirozeného genotypu jeémene setého (Hordeum vulgare L.,
cv. Bonus; WT) a semena jeémene mutantniho typu chlorina 2% (clo). Semena byla
zaseta do kvétinacu s perlitem a byla zalévana Hoaglandovym roztokem (Tab. 4) po celou
dobu ristu. Kvétinace byly umistény do fytokomory do kontrolovaného prostiedi s 16 h

svétla (150 pmol-m2-s?); 8 h tmy; 22/20 °C na 8 dni.

3.1.4 Pouzité metody

3.1.4.1 Stanoveni obsahu chlorofyli a karotenoidi

Pro stanoveni obsahu chlorofyli a karotenoidti byly pouzity osmidenni rostliny
ptirozené¢ho genotypu je¢mene setého a jeho mutantni formy clo. Za péstebni intenzity
osvétleni byly z primarnich listl oddéleny Scm segmenty, které byly posléze obkresleny
na pruhlednou

folii pro zaznamenani jejich plochy. Tyto vzorky byly nasledné ulozeny
do mikrozkumavek a zamrazeny v tekutém dusiku. Pro nasledné experimenty byly
uchovany v mrazaku pii -80 °C. Folie s obkreslenymi segmenty byla naskenovéana
a pomoci programu Image J byly zjistény velikosti ploch jednotlivych vzork.

Tab. 4 Navod na pfipravu Hoaglandova roztoku.

Chemikalie Pouzité mnozstvi [mg-1?]
Makroprvky
Ca(NOs), 940
MgSQO4-7H,0 520
KNOs 660
NHsH2PO4 120
Mikroprvky
H3BOs 2,80
MnSQO4-H20 3,40
CuS0O4-5H,0 0,10
ZnS047H0 0,22
(NH4)6MO7024‘4H20 0,10
Na:EDTA 37
FeSO47H,0 27
Pouzité mnozstvi [ul-17]
H2S04 (koncentrovana) 25
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Zamrazené segmenty byly pii zeleném svétle homogenizovany tlouckem ve treci
misce. Ke vzorku ve tfeci misce byla pridana spetka MgCOs a 450 pl vychlazeného 80%
(v/v) roztoku acetonu. Listy byly rozmélnény do homogenni podoby. Vzorek byl poté
kvantitativné pfenesen do 2ml mikrozkumavky za pouziti dalSiho acetonu k ziskani
veskerého vzorku z tfeci misky i tloucku.

Vzorky byly poté centrifugovany pti 4600g po dobu 10 min v centrifuze vychlazené
na 4 °C. Supernatant byl posléze kvantitativné pieveden do Cisté kalibrované 2ml
mikrozkumavky a byl zaznamendn jeho objem. V tomto acetonovém extraktu byly
nasledné spektrofotometricky stanoveny obsahy rostlinnych barviv. Byla méfena jejich
absorbance piti vinové délce 470 (As70); 646,8 (Asssg); 663,2 (Asss2) @ 750 nm (Azso). Byl
pouzit dvoupaprskovy spektrometr Unicam UV550 a sklenéné 1em kyvety. Jako blank
slouzil 80% (v/v) roztok acetonu. Vzorek byl dale ziedén 80% (v/v) acetonem tak, aby
vysledna absorbance pii 663,2 nm byla v rozmezi 0,4-0,8.

K vypoctu vysledného obsahu chlorofylu a, b a karotenoidi bylo vyuzito
Lichtenthalerovych rovnic (Lichtenthaler, 1987) uvedenych nize.

Rovnice pro obsah chlorofylu a

(12125'(14663,2 —A750)—2,79(Asa6,8 —A750))'V
S

chlorofylu b

(2 1,5:(A646,8—A750)~51(A663,2 —A750))'V
S

a karotenoidu

((1000-(A470—A750)—1,82-(Chl a)-85,02(Chl b))/198)-v
< .

Pficemz A prezentuje absorbanci vzorku pii uvedenych vinovych délkach (470; 646.,8;
663,2 a 750 nm) oproti 80% (v/v) roztoku acetonu jako blanku. V zastupuje objem
acetonového extraktu v ml a S je plocha listového segmentu v cm?, Ziskame tak obsah

pigmentl v pg-cm,

3.1.4.2 Velmi rychla fluorescenéni indukce

Tato metoda byla realizovana méfenim pomoci fluorimetru PEA (Plant Efficiency
Analyser) pii okolnim slabém zeleném svétle a pii laboratorni teploté in vivo na intaktnich
listech po 25 minutach zatemnéni. Fluorescence byla méfena vzdy na adaxialni strané

listu, pfiblizné€ 3 cm od jeho Spicky. Doba méteni byla 3 s pii intenzité excitaéniho svétla
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270 a 440 umol'm™2-s?. Pfi intenzité 1110; 1670; 1720 a 2050 pmol-m™2-s™ byla doba

m¢éfeni zkracena na 2 s (Tab. 5).

3.1.4.3 Pomala fluorescencni indukce

Ptistrojem FluorCam byly méfeny zhaseci a relaxacni parametry fluorescence chlorofylu
listl je¢mene. Listy byly zatemnény po dobu 25 minut. Tato metodika opét probihala pfi
slabém zeleném svétle a za laboratorni teploty. Intaktni rostliny je¢mene byly umistény
na podlozku adaxidlni stranou listii nahoru pod kameru pfistroje. Pied zacatkem méteni
bylo provedeno zaostfeni kamery a listy byly srovnany a vycentrovany do stiedu zorného
pole snimaci kamery. Piistroj poskytuje 3 typy svétla (méfici, aktinické a saturaéni pulzy)
a kamera, ktera je soucasti pfistroje, snima fluorescenci vyzafovanou vzorkem.

Relaxacni a zhdSeci analyza byla métfena pfi riiznych intenzitdch aplikovaného
aktinického svétla. A to pii 50; 100 a 250 umol~m'2-s'1. Meéfici a aktinické svétlo
a saturaéni pulzy byly aplikovany dle nasledujiciho méticiho protokolu.

Na zacatku méfeni byla urcena hodnota Fo (minimdlni fluorescence ve stavu
adaptovaném na tmu) za spusténi zableskl ¢erveného méficiho svétla, které je dostateéné
slabé, aby nedochazelo k uzavirani reakénich center PSII. Délka méticich pulzi je 10 ps,
téchto pulzt bylo na zacatku aplikovano 10 v rozmezi 3 s. Poté nasledoval saturacni pulz
o trvani 800 ms, V jehoz prubéhu byla ur¢ena hodnota Fm (maximalni fluorescence
ve stavu adaptovaném na tmu). Déle nasledoval casovy usek 90 s, kdy dochézelo
Kk relaxaci ve tm¢. Nasledné v Case 93,8 s po zacatku méficiho protokolu byly vzorky
vystaveny aktinickému svétlu na 25 min, v jehoz pribéhu byly méfeny zhaseci parametry.
Abychom byli schopni ur¢it hodnotu Fn’ (maximalni fluorescence ve stavu adaptovaném
na svétlo), byly béhem spusténého aktinického svétla rovnéz aplikovany saturacni pulzy.

Tab. 5 Specifika méfeni velmi rychlé fluorescenéni indukce chlorofylu s pomoci fluorimetru
PEA. Nastaveni intenzity a doby trvani excita¢niho svétla.

% vykonu pFistroje Intenzita svétla Doba méreni [s]
[umol-m2s!]
10 270 3
20 440 3
40 1110 2
55 1670 2
70 1790 2
80 2050 2
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Saturacnich pulzti bylo 32. Prvni se spustil 9 s po spusténi aktinického svétla, dalSich
9 pulza bylo aplikovano v 20s intervalech. A nasledujicich 22 pulzi bylo spusténo vzdy
po 59 s od zacatku ptredchoziho pulzu.

Poté nasledovala cast relaxacni analyzy trvajici opét 25 min. 10 s po vypnuti
aktinického svétla byl opét aplikovan 800 ms saturacni pulz. Po ném vzdy v 59s
intervalech néasledovalo dalSich 25 satura¢nich pulzi. Saturacni pulzy byly pouzity
pro ziskani hodnot Fn’’ (maximalni fluorescence béhem temnostni relaxace

po ptedchozim osvétleni).

3.1.4.4 Méreni redoxniho stavu PSI a plastocyaninu

K méfeni byl pouzit piistroj Dual-PAM-100 (Pulse Amplitude Modulation; Walz,
Némecko). Osmidenni rostliny byly na 25 min zatemnény. Poté byly utiznuty primarni
listy a ty byly vlozeny do kadinky s destilovanou vodou a umistény do svorky pfistroje
adaxialni stranou smérem ke zdroji svétla. Byl spustén métici protokol. Méfeni probihalo
za okolniho slabého zeleného svétla.

Pii méfeni se pouzivaji riizné typy svétel. Patfi mezi né¢ méfici svétlo, svétlo
ze vzdalené Cervené oblasti (far-red), saturacni pulzy a aktinické svétlo. Pricemz Po je
urceno pfi zapnutém méticim svétle po temnostni adaptaci listu. Pm se urcuje po aplikaci
far-red svétla, pfi jeho vypnuti se ihned aplikuje saturacni pulz, pfi¢emz Pm se urcuje
vV dobé& vypnuti far-red svétla a spusténi satura¢niho pulzu pfi zapnutém méticim svétle.
P se zaznamendvd pii spusSténém aktinickém a méficim svétle. A Pm® je urceno
pii zapnutém méficim, aktinickém svétle a saturaénim pulzu.

Meéfici protokol byl nésledujici. Po dobu prvnich 9 s svitilo pouze méfici svétlo. Poté
byl aplikovan bily saturaéni pulz trvajici 1 s. V ¢ase 20 s bylo zapnuto aktinické svétlo
(150 umol-m2-s1), které svitilo po dobu 10 min. V &ase 43 s byl aplikovan dalsi saturaéni
pulz, po némz nasledovala série pulzii vzdy po 20 s az do €asu 623 s (do vypnuti
aktinického svétla). Poté byly aplikovany dalsi saturaéni pulzy pro zjisténi temnostni

relaxace (v Casech 643, 687, 715, 748, 787, 813 a 888 s).

3.1.4.5 lIzolace tylakoidnich membran
- Pufr A, pH 7,2: 34,2 g sacharosy; 2,1 g HEPES; 5,84 g NaCl; 0,2 g MgCl,-6H0;
0,25 g askorbatu sodného a 1 g BSA bylo rozpusténo v destilované vode bylo

upraveno pH a roztok byl doplnén destilovanou vodou do 250 ml.
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- Pufr B, pH 7,5: 0,6 g HEPES; 0,88 g NaCl; 0,16 g MgCl,-6H.0O a 0,037 g
Na;EDTA bylo rozpusténo v destilované vodé, bylo upraveno pH a roztok byl
doplnén destilovanou vodou do 100 ml.

- Pufr C, pH 7,2: 13,7 g sacharosy; 1,2 g HEPES; 0,09 g NaCl a 0,1 g MgCl»-6H20
bylo rozpusténo v destilované vod¢, bylo upraveno pH a roztok byl doplnén
destilovanou vodou do 100 ml.

Pied izolaci byly pfipraveny pufry A, B a C a byly vychlazeny na 0-4 °C. Kvétinace

s osmidennimi rostlinami jeémene setého (WT) a chloriny (clo) byly na 20 minut
umistény do tmy. Nasledné kroky probihaly pii okolnim slabém zeleném svétle a vzorky
byly pfti zpracovani uchovavany na ledu. Po temnostni adaptaci byly odstfizeny horni
zelené Casti listi, ty byly pfeneseny do kadinky s pfiblizn€ 200 ml pufru A. Pro snadnégjsi
homogenizaci byly listy v pufru rozstiihany na mensi segmenty. Nasledné byly
rozstiihané listy homogenizovany v pufru A s pomoci ty¢ového homogenizatoru pii
13000 rpm. Pii¢emz kadinka shomogenizovanou smési byla umisténa na ledu
a homogenizace probéhla v 5 az 10 desetisekundovych intervalech, mezi nimiz byly
vloZeny asi patnactisekundové pauzy.

Homogenat byl poté prefiltrovan pies 2 vrstvy nylonové sitky do Cisté kadinky
umisténé na ledu. Filtrat byl posléze rovnomérmné rozdélen do ¢tyi 50ml cetrifugacnich
kyvet a zcentrifugovan pii 5000g a 4 °C po dobu 6 minut. Supernatant byl odstranén
a pelet byl pomoci stétce resuspendovan v pufru B, pfi¢emz vzdy 2 a 2 suspenze byly
spojeny a pielity do 1 centrifugacni kyvety a doplnény pufrem B do pfiblizné¢ 40 ml.
Vysledkem byly ziskany 2 centrifugacni kyvety se suspenzemi vzorku v pufru B, které
byly nasledné centrifugovany pii 5000g a 4 °C po dobu 10 minut.

Po centrifugaci byly znovu odlity supernatanty a pelety byly resuspendovany tentokrat
v pufru C. Ziskané 2 suspenze byly spojeny a byla tak ziskana 1 centrifuga¢ni zkumavka
se suspenzi vzorku. Nasledovala centrifugace vzorkt (5000g, 4 °C, 10 min). Supernatant
byl opét oddélen a pelet byl resuspendovan s pomoci pipety v 0,5 ml pufru C. Vysledna
suspenze tylakoidnich membran byla zabalena do alobalu a ponechéna v nadob¢ s ledem,
dokud nebyl zjistén obsah chlorofyli v suspenzi a vzorek nebyl rozdélen na alikvoty
s obsahem chlorofylt 100 pg-mi™.

Obsah chlorofyli byl zjiStén spektrofotometricky pomoci dvoupaprskového
spektrometru Unicam UV550 a sklenénych 1cm kyvet a to nésledujicim postupem.

Do 2ml mikrozkumavek byly napipetovany 2 ml 80% (v/v) roztoku acetonu

vychlazeného na 4 °C, do néhoZ bylo pfidano 10 pl suspenze tylakoidnich membran.
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Obsah mikrozkumavek byl promichan na vortexu a zcentrifugovan (10000g, 4 °C,
10 min). Pro méfeni obsahu chlorofyl byl odebran supernatant.

Byla zméfena absorbance supernatantu pii vinovych délkach 450; 646,2; 663,2
a 750 nm oproti blanku (80% (v/v) vychlazeny roztok acetonu). Obsah chlorofylt a+b
byl zvyslednych absorbanci vypocten spomoci Lichtenthalerovych rovnic
(Lichtenthaler, 1987).

Obsah chlorofylt:

7,15+ (A663,2 - A750) + 18,71 - (Ag46,8 — A750),

kde A piedstavuje absorbanci vzorku pii danych vinovych délkach (646,8; 663,2
a 750 nm). Pro zjisténi vysledné koncentrace chlorofyld v pug/ml u tylakoidnich suspenzi
byl tento vysledek nasledn€ vynasoben fedicim koeficientem 200 (suspenze tylakoidnich
membran byla v acetonovém extraktu 200x ziedéna).

Suspenze tylakoidnich membran, ktera byla uchovavana v alobalu na ledu, byla
nasledné rozdélena do alikvoti. Suspenze byly rozpipetovany do 0,5ml mikrozkumavek
a kazdy vzorek obsahoval 100 pg chlorofyli. Tyto vzorky byly zmrazeny v tekutém

dusiku a nasledné uchovavany v mrazaku pii -80 °C pro dalsi méteni.

3.1.4.6 Elektroforeticka separace proteinii tylakoidni membrany

Proteinové komplexy vyizolovanych tylakoidnich membran byly rozdéleny s pomoci
nativni gelové polyakrylamidové elektroforézy (CN-PAGE, clear native polyacrylamide
gel electrophoresis) a nasledné bylo vyuzito i dvojrozmérné polyakrylamidové gelové
elektroforézy (2D SDS-PAGE). Pti 2D elektroforéze byly proteiny v prvnim rozméru
rozdéleny pomoci CN-PAGE a pfi druhém rozméru bylo provedeno rozdéleni s pomoci
polyakrylamidové gelové elektroforézy za pouziti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE,
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). V prvnim rozméru dochazi
K rozd€leni jednotlivych proteinovych komplexti a v druhém se uz déli samotné

podjednotky komplexi.

3.1.4.6.1 Nativni elektroforéza proteini tylakoidni membrany
- Roztok akrylamidu/bisakrylamidu (AA/BIS; 50% T/2,6% C): 122 g

akrylamidu a 3,3 g N,N’'-methylenbisakrylamidu bylo doplnéno destilovanou
vodou do 250 ml a rozpusténo.

- 4% zasobni roztok AA/BIS (50 ml): bylo smichano 8,33 ml zfedéného gelového
pufru (gelovy pufr 6x koncentrovany, pH 7,0); 37,67 ml destilované vody a 4 ml
roztoku AA/BIS 50% T/2,6% C.
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8% zasobni roztok AA/BIS (50 ml): bylo smichano 10 ml glycerolu; 8,33 ml
ziedéného gelového pufru (gelovy pufr 6x koncentrovany, pH 7,0); 23,67 ml
destilované vody a 8 ml roztoku AA/BIS 50% T/2,6% C.

Gelovy pufr 6x koncentrovany, pH 7,0 (3 mol-I* aminokapronova kyselina;
0,3 mol-I! Bis-Tris/HCI): 39,4 g aminokapronové kyseliny a 6,3 g Bis-Tris bylo
doplnéno destilovanou vodou do 100 ml a rozpusténo. Poté bylo upraveno pH
chlorovodikovou kyselinou.

Zasobni katodovy (horni) pufr 10x Kkoncentrovany (0,5 moll? tricin;
0,15 mol-1* Bis-Tris/HCI): 22,4 g tricinu a 7,8 g Bis-Tris bylo doplnéno do 250 m
destilovanou vodou a rozpusténo.

Katodovy (horni) pufr pro CN-PAGE, pH 7,0: bylo smichano 150 ml
ziedéného zasobniho katodového pufru s43 mg n-dodecyl-B-D-maltosidu
a 86 mg deoxycholatu sodného. Po rozpusténi bylo ptfidano 48 pl 35% (w/w)
kyseliny chlorovodikové pro upravu pH.

Anodovy (dolni) pufr pro CN-PAGE 1x koncentrovany, pH 7,0 (50 mmol-1*
Bis-Tris/HCI): 20,9 g Bis/Tris bylo doplnéno destilovanou vodou do 2 I.
Po rozpusténi bylo upraveno pH chlorovodikovou kyselinou.

C pufr pro elektroforézu, pH 7,2 (0,4 moll?! sacharosa; 5 mmol-1?
MgCl2-6H20; 50 mmol-1* HEPES/NaOH; 15 mmol1* NaCl; 10% glycerol):
pro ptipravu 20 ml roztoku bylo pouzito 2,7 g sacharosy; 20 mg MgCl.-6H.0;
240 mg HEPES a 20 mg NaCl, vSe bylo rozpusténo v destilované vod¢. Bylo
upraveno pH a roztok byl doplnén 2 ml glycerolu do 20 ml celkového objemu

roztoku.

Gradientovy gel pro nativni elektroforézu se naléval do Imm skel (9 x 5,5 cm). Déleni

proteinii probihalo bez pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS, sodium dodecyl

sulfate) za pouziti SetrnéjSich detergentli f-dodecylmaltosidu a deoxycholatu sodného.

B-dodecylmaltosid se vyuZziva pro Setrnou solubilizaci membranovych komplexii, je vSak

bez néaboje. Zaporny naboj dodava deoxycholat sodny, ktery se vmezefuje mezi

detergenty micel (membranové komplexy obalené B-dodecylmaltosidem) a umoznuje tak

pohyb komplexti v elektrickém poli.

Na zacatku byla Imm skla umisténa do stojanku pro pfipravu geld. Komirky

pro piipravu gradientovych gelii byla umisténa na michacku a pfipojena na peristaltickou

pumpu. Komponenty pro 4% AA/BIS gel byly napipetovany do L komory (vzdalengjsi

od vyusténi) a roztoky pottebné pro 8% AA/BIS gel byly pfiddny do H komory (blizsi
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k visténi). Do kazdé komurky byly napipetovany 3 ml 4% roztoku AA/BIS respektive
8% roztoku AA/BIS. Poté byla zapnuta michacka na 200 rpm a do kazdé komurky bylo
pfidano 5 pul TEMEDu. Posledni pfidavanou komponentou byl peroxodisiran amonny
(APS), které startuje polymerizaci gelu. Do kazdé komirky bylo v rychlém sledu
napipetovano 20 pl 10% (w/w) roztoku APS. Byl otevien ventilek komurky, byla
provedena kontrola, zda je komirka prichozi a byla zapnuta peristaltickd pumpa
na 250 rpm. Takto byl nalit gradientovy gel do skel asi 1 mm pod okraj a mezi skla byl
vloZen hiebinek. Stojan se skly byl poté zabalen do igelitové folie spolu s navlhéenym
ubrouskem a gely se nechaly polymerizovat ptes noc v lednici pfi - 4°C.

Ptiprava vzorkti pro CN-PAGE probihala za okolniho slabého zeleného svétla
a vzorky byly uchovavéany na ledu. Vzorky byly pfipraveny do 0,5ml mikrozkumavek.
Do kazdé mikrozkumavky byl napipetovan C pufr pro elektroforézu, 5% roztok
B-dodecylmaltosidu a vzorek vyizolovanych tylakoidnich membran dle Tab. 6. MnozZstvi
vyizolovanych tykaloidnich membran ve vzorku bylo voleno tak, aby v kazdé jamce bylo
mnozstvi odpovidajici 10 pg chlorofyli. Poté byly vzorky 10 min inkubovany pii 4 °C
za obc¢asného promichavani. Po inkubaci byly zcentrifugovany (10 min, 4 °C, 20000 g).

Mezitim byla nachystana elektroforetickd komurka spolu s pufry a gely. Byl namichan
a vychlazen katodovy (horni) pufr pro CN-PAGE a anodovy (dolni) pufr pro CN-PAGE.

Skla s gely byla vyjmuta ze stojanku a byla sestavena elektroforeticka komora. Z gelt
byly vyjmuty hiebinky a mezi skla s gely byl nalit katodovy (horni) pufr po zkontrolovani
tésnosti skel ve stojanu. Do nadoby elektroforetické komory byl nalit anodovy (dolni)
pufr. Celd komora byla umisténa do nddoby se smé&si ledu a destilované vody.

Po centrifugaci byly supernatanty solubilizovanych vzorkli napipetovany do jamek
gelt (30 ul vzorku) a byla spusténa elektroforéza. Pti pouziti 2 gelti byl na zdroji nastaven
program, kdy 15 min byl proud udrzovan na 7 mA apoté elektroforéza bézela 1 hod

Tab. 6 Rozpis pipetovani chemikalii do mikrozkumavek a potadi pro nanaSeni vzorkd na gel.
Vzorky obsahuji vyizolované tylakoidni membrany je¢mene setého (WT) a jeho mutantni
formy chlorina 2 (clo). Pouzitym detergentem je n-dodecyl-p-D-maltosid.

Jamky 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vzorek WT WT clo WT clo WT clo WT clo clo
C pufr 23 23 21,3 21 19,3 19 17,3 17 153 15,3

iy

5% 1 1 1 3 3 5 5 7 7 7
detergent

[ul]
Vzorek 6 6 1,7 6 1,7 6 1,7 6 1,7 1,7

(]
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pti 15 mA. Po dob&hnuti programu byly gely vyjmuty z aparatury a ze skel, oplachnuty
destilovanou vodou a vlozeny do hladké eurofdlie. Gely byly skenovany ve 2 modech
na skeneru. Bylo vyuzito kolorimetrického a fluorescen¢niho modu. Gely ve folii byly
umistény do pfistroje na odpovidajici podlozky pro jednotlivé médy. Pii fluorescencnim
skenovani byla vybrana vinova délka excitacniho svétla odpovidajici modré oblasti pro
fluorescenci chlorofylu a o vinové délce 420-450 nm. Chlorofyl a vyzatuje fluorescenci
Vv Cervené oblasti, proto bylo nastaveno pouziti filtru CY5 a byla detekovana fluorescence
o vlnové délce 690 nm.

Gely byly pro pfipadné dalsi pouziti zamrazeny a uchovany v -20°C.
3.1.4.6.2Dvojrozmérna elektroforéza proteini tylakoidni membrany

- Roztok akrylamidu/bisakrylamidu (AA/BIS; 50% T/2,6% C): 122 g
akrylamidu a 3,3 g N,N’'-methylenbisakrylamidu bylo doplnéno destilovanou
vodou do 250 ml a rozpusténo.

- Gelovy pufr 4x koncentrovany, pH 8,6 (2,8 mol-1* Tris/HCI): 33,9 g Tris bylo
doplnéno do 100 ml destilovanou vodou.

- Katodovy (horni) pufr 10x koncentrovany (0,25 mol-1? Tris; 1,92 mol-I*
glycin; 35 mmol1* SDS): 30,3 g Tris; 144,2 g glycinu a 10 g SDS bylo rozpusténo
V destilované vodé a doplnéno do 1 1.

- Anodovy (dolni) pufr 20x koncentrovany (0,5 mol-1* Tris/HCI): 61 g Tris bylo
rozpusténo v destilované vode¢ a doplnéno do 1 1.

- SDS denaturaéni pufr, pH 7,5 (25 mmol-1* Tris/HCI; 35 mmol-1"t SDS): 300 mg
Tris bylo rozpusténo v destilované vodé, bylo upraveno pH a ptidan 1 g SDS,
roztok byl doplnén do 100 ml destilovanou vodou. Pfed pouzitim bylo ptidano
30 mmol-1"t DTT (45 mg na 10 ml pufru).

Na zacatku byl pfipraven gradientovy denaturacni gel do 1,5mm skel. Ten se sklada
z gelu separacniho a zaostfovaciho. Na zacatku byla skla umisténa do stojanku a byla
oznacena 1 cm od horni hrany mensiho sklicka a 1,5 cm od horni hrany.

Poté byl namichan 12% a 19,5% separacni a 5% zaostiovaci roztok dle Tab. 7. Pficemz
mocovina piidavana do roztoku se pomalu rozpousti, proto byla rozpusténa na teplé vodni
lazni, po jejim rozpusténi byl roztok opét vychlazen. Gradient byl pfipraven s pomoci
gradientové komurky a peristaltické pumpy. Do L komirky bylo vpraveno 4,65 mi
ptipraveného 12% roztoku a do H komurky 4,65 ml 19,5% roztoku. Bylo spusténo
michani pti 200 rpm. Do obou komurek bylo napipetovano 5 ul TEMEDu a 25 pl 10%
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Tab. 7 Rozpis chemikalii pro namichani separacnich a zaostfovacich roztokt pro pfipravu
gradientového denaturaéniho gelu. AA/BIS je roztok akrylamidu/bisakrylamidu
(50% T/2,6% C).

12% separacni roztok 19,5% separacni 5% zaostiovaci
roztok roztok
Sacharosa [g] - 1,8 -
Mocovina [g] 1,7 17,7 -
Gelovy pufr [ml] 4,2 4,2 1,2
Voda [ml] 3,9 - 3,25
AA/BIS 4,45 7,2 0,5

APS. Po ptfidani APS byl otevien ventilek a po zkontrolovani prutoku byla zapnuta
peristalticka pumpa na 300 rpm. Skla byla naplnéna po nizsi znacku. Tuhnouci gel byl
prevrstven destilovanou vodou a 45 min byl ponechan polymerizovat za laboratorni
teploty. Po ukonceni polymerizace bylo k pfipravenému 5% zaostiovacimu roztoku
za stalého michani ptidano 5 ul TEMEDu a 25 pl 10% roztoku APS. Po promichani byl
roztok napipetovan na separacni gel do urovné horni znacky. Gel byl opét prevrstven
vodou a ponechan ztuhnout. Stojan s gely byl spolu s vlhkym ubrouskem zabalen
do igelitové folie a ponechan pies noc v 4 °C.

Po probéhnuti CN-PAGE byl z gelu vyfezan pas, ten byl umistén do denatura¢niho
SDS pufru v Petriho misce, kde byl inkubovan za mirného ttepani po dobu 30 min. Byl
namichan katodovy (horni) a anodovy (spodni) pufr. Gely ve sklech byly uchyceny
do aparatury a po kontrole tésnéni skel byl na zaostfovaci gel vpraven vyfezany pas gelu
z 1. rozméru. Vedle pasu gelu byl umistén ustiizek papirku GE healthcare paper Wicks,
jehoz okraj byl napusten 5 pl markeru. Mezi skla s gely byl nalit katodovy (horni) pufr
a do nadoby elektroforetické komory byl nalit anodovy (dolni) puft.

Poté byla spusténa elektroforéza. Na zdroji byl nastaven program, kdy na zacatku
bézela elektroforéza 30 min pii proudu 10 mA a poté dalsi 4,5 hod pii 20 mA.
Po probéhnuti elektroforézy byly proteiny v gelu obarveny za pouziti koloidniho roztoku
barviva Coomassie Brilliant Blue G-250. Bylo pfipraveno 50 ml barviciho roztoku
smichanim 40 ml zasobniho roztoku barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 s 10 ml
methanolu.

Gel byl oplachnut v Petriho misce s destilovanou vodou. Po sliti vody byl ke gelu
pfidan barvici roztok. Gel byl za stdlého michani inkubovén v barvicim roztoku pies noc.
Po ukonceni inkubace byl barvici roztok z Petriho misky odstranén. Ke gelu byla pfidana
destilovana voda. Po 5 min tfepani s vodou byla voda odlita. Poté bylo do Petriho misky
s gelem piidano 50 ml 5% (v/v) kyseliny octové. Gel byl v kyseliné octové za stalého

michani na tiepac¢ce odbarvovan 30 min. Poté byl roztok kyselin vyménén za Cerstvy
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a postup byl opakovan, dokud nebylo pozadi gelu odbarveno a na gelu byly viditelné
pouze modré proteinové spoty. Gel byl poté oplachnuty destilovanou vodou

a oskenovany.

3.1.5 Pouzité programové vybaveni

Amersham Imager 600 software (Cytiva, USA); Biolyzer 2.0 (Hansatech, UK);
FluorCam 5.1 (Photon Systems Instruments, CR); ImageJ 1.x (vytvofené pfispévateli po
celém svéte); ImageMaster (GE Healthcare, USA); OriginPro 9.0 (OriginLab
Corporation, USA); Software Dual-PAM-Instruments (Walz, Némecko); VisionPro
(Fisher, USA).

3.1.6 Statisticka analyza dat
U vSech vysledkut byla nejdtive data testovana na normalitu (Kolmogorov-Smirnov test).
Data vyhovujici normalnimu rozdéleni byla porovnana Studentovym t-testem. Soubory

dat s nenormalnim rozdélenim byla porovnana s pomoci Mann-Whitney testu.
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4 VYSLEDKY

U osmidennich rostlin pfirozeného genotypu je¢mene setého (Hordeum vulgare L.,
cv. Bonus; WT) a jeémene mutantniho typu chlorina f27 (clo) byla provedena fada
experimentt za G¢elem prozkoumani jejich rozdild ve stavbé a funkénosti

fotosyntetického aparatu.

4.1 Obsah chlorofyli a karotenoidii

Celkovy obsah chlorofylti u chloriny byl oproti WT o vice nez 50 % mensi (Tab. 8).
Pficemz obsah chlorofylu a byl u clo snizeny pfiblizn¢ 0 34 %, v piipadé chlorofylu b
bylo snizeni mnohem markantné&jsi, a to o vice nez 97 %. U chloriny f2 byla o¢ekavana
uplna absence chlorofylu b (Janeckova et al., 2019). Vysledné hodnoty poméru obsahu
chlorofylu a/b byly vzhledem k pfedchozim vysledktim nékolikanasobné vyssi u chloriny
nez u WT. Obsah karotenoidi byl u clo 0 40 % mensi nezu WT. Rozdil v poméru obsahu

chlorofyli/karotenoidiim nebyl mezi obéma variantami statisticky vyznamny.

4.2 Velmi rychla fluorescenéni indukce
Pribéh fluorescence chlorofylu a (Obr. 4) a parametry velmi rychlé fluorescenéni indukce
(Obr. 5, Obr. 6) byly u WT i chloriny hodnoceny pii pouziti excitatniho svétla
0 intenzitich 270, 440, 1110 a 1670 pmol-m2-s. Méfeni bylo realizovéano i pfi vyssich
intenzitach (1790 a 2050 pmol-m2-s), avsak pii takovém osvétleni byly vysledky hodnot
fluorescence ziskany pouze pro chlorinu, jelikoz pti aplikaci svétla tak vysokych intenzit
byla fluorescence chlorofylu a u WT tak vysoka, Ze pfistroj ji nebyl schopen vyhodnotit.
Kdezto u chloriny, ktera ma nizsi obsah chlorofyld (Tab. 8), fluorescence zaznamenana
byla a mohly tak byt vyhodnoceny jeji parametry (Obr. 5, Obr. 6).

Z ¢asového prabéhu prvnich 2 s fluorescenéni indukce muzeme hodnotit rychlost
redukce jednotlivych elektronovych akceptord PSII. U clo i WT maji fluorescencni

Tab. 8 Vysledné obsahy pigment v osmidennich listech je¢mene setého (Hordeum vulgare L.,
cv. Bonus; WT) a jeho mutantni formy chlorina f2% (clo). Uvedeny jsou vysledné praméry
a SD, pocet vzorkti n=6. Hvézdicka znaci statisticky vyznamny rozdil (* pro P<0,05; **
pro P<0,01; *** pro P<0,001).

Pigmenty WT clo
Chl a [mg-m?] 102+ 19 67 +£20 *
Chl b [mg:-m™] 37 +5 0,9 £0,5 **
Chl a+b [mg'm?] 139422 68 £ 21 **
Chl a/b 2,7+0,5 90 £ 53 **
Car [mg'm?] 30 +3 18 + 3 **
Chl/car 4,7+0,8 3,8 +£0,9
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Obr. 4 Ktivky ¢asového prubéhu relativni intenzity fluorescence (O-J-1-P kiivky) osmidennich
listl je¢mene setého (Hordeum vulgare L., cv. Bonus; WT) a jeho mutantni formy chlorina
f22 (clo) pii riiznych svételnych intenzitich. V hlavnich grafech jsou zaznamenany mediany a
kfivky jsou normovany na vychozi hodnotu a hodnotu maximalni fluorescence Fm.
V nahledech se nachazi O-J-1-P ktivky intenzity fluorescence (FL[a. j.]), jsou zde uvedeny
mediany spolu s hornimi a dolnimi kvartily. Pocet vzorka n=13-14.

kiivky typicky pribéh, avsak u chloriny vidime niz$i hodnoty fluorescence a pomalejsi
narust kiivky v prvnich 50 ms (Obr. 4). U clo pozorujeme, Ze viny J a I, vedle toho ze
jsou niz§i, dosahuji svého maxima pozdé¢ji nez u WT. Tento vysledek znamend, zZe
u chloriny se chinonové akceptory elektroni Qa a Qg redukuji pomaleji nez u WT
(Schansker et al., 2005; Kalaji et al., 2014). Tento fakt odpovida signifikantné snizené
hodnoté dV/dto, ktera odrazi rychlost akumulace Qa  (Schansker etal., 2005).
Z pomalejsiho nartstu viny J mizeme soudit, Ze piisun excitaci do reakénich center je
u clo pomalejsi nez u WT. Uvedena skutecnost naznacuje, ze relativni zastoupeni antén
je u chloriny nizsi. Tento fakt potvrzuje i parametr ABS/RC (Obr.6), ktery urcuje
mnozstvi absorbované energie vztazené na aktivni reakéni centra, jelikoz hodnota
ABS/RC byla u chloriny nizsi nez u WT (Obr. 6). AvSak pii nizkych svételnych
intenzitich tomu bylo naopak. Nizsi hodnota ABS/RC odrazi mensi mnozstvi
absorbované energie pfipadajici na reakéni centrum, a tak se nepfimo vztahuje
i na velikost antén reakénich center. U clo proto pfi nizSich intenzitach patrné dochazi

k uc¢inngj$imu pienosu excitaéni energie k reakénim centrim.
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Obr. 5 Vybrané parametry velmi rychlé fluorescen¢ni indukce osmidennich listd jeémene setého
(Hordeum vulgare L., cv. Bonus; WT) a jeho mutantni formy chlorina f2% (clo) pii rtiznych
svételnych intenzitach. Fo pfedstavuje hodnotu minimalni fluorescence, Fm maximalni
fluorescence, Fu/Fm je maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII ve stavu adaptovaném
na tmu, dV/dty uréuje zménu intenzity fluorescence s ¢asem na pocatku indukéniho jevu, V;
reprezentuje relativni vysku viny J. Body grafu predstavuji hodnoty mediant, chybové tsecky
jsou horni a dolni kvartily, poc¢et vzorkti n= 13-14. Hvézdicka znadi statisticky vyznamny
rozdil (* pro P<0,05; ** pro P<0,01; *** pro P<0,001).

Mizeme také vidét, Zze chlorina ma plossi vinu I (Obr. 4), coz souvisi S pomalejsi
redukci rychle se redukujicich plastochinonti (Qa). Tento efekt neni pozorovan u pomalu
se redukujicich plastochinont (Qg), jelikoz vina P u chloriny neni plocha a objevuje
se ve stejném Case jako u WT (Stirbet et al., 2018).

Vyssi hodnota REo/ABS (Obr. 6) u clo ndim naznacuje, Ze pienos elektrond z PSII

k PSI je u chloriny uc¢innéjsi nez u piirozeného genotypu jeCmene. Z tohoto vysledku
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Obr. 6 Vybrané parametry velmi rychlé fluorescen¢ni indukce osmidennich listd jeémene setého
(Hordeum vulgare L., cv. Bonus; WT) a jeho mutantni formy chlorina f2% (clo) pii rtiznych
svételnych intenzitaich. ABS/RC predstavuje mnozstvi absorbované energie vztahnuté
na aktivni reak¢ni centra REo/ABS prezentuje kvantovy vytézek elektronového transportu
Z Qa k findlnimu akceptoru PSI. Body grafu pfedstavuji hodnoty mediand, chybové tsecky
jsou horni a dolni kvartily, poc¢et vzorki n= 13-14. Hvézdicka znadi statisticky vyznamny
rozdil (* pro P<0,05; ** pro P<0,01; *** pro P<0,001).

usuzujeme, ze Gc¢innost fotochemie ptres PSI je u clo redukovana méné nez u PSII
a fotosynteticky aparat clo tak od¢erpava elektrony z PSII u¢innéji nez u WT.

Hodnoty minimalni fluorescence Fo (Obr. 5) jsou u clo i WT srovnatelné. U obou
jedinct byla reakéni centra po 25 min adaptace na tmu pfipravena pfijmout excitace.
U maximalni fluorescence Fm (Obr. 5) uz mizeme pozorovat rozdily mezi WT a clo.
Uclo jsme pozorovali snizeni maximalni fluorescence oproti WT. Tento rozdil
se prohlubuje spolu s naristajici intenzitou aplikovaného svétla. P¥i 1670 umol-m?2-s? je
parametr Fm u clo snizen o vice nez 20 %. Z téchto vysledkii mizeme usuzovat, ze
chlorina me¢la zménénou spise maximalni G¢innost reakénich center nez jejich relativni
zastoupeni, protoZze maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII ve stavu adaptovaném
na tmu (Fv/Fm) je u chloriny sniZeny, a to jak pfi nizSich, tak i vy$sich intenzitach svétla

(Obr. 5). SniZeni u¢innosti fotochemie u clo je cca 7-8% oproti WT.

4.3 Pomala fluorescen¢éni indukce

4.3.1 Zhaseci analyza
U zhaSeci analyzy pozorujeme velmi zajimavou kinetiku slozek zhaSeni fluorescence
chlorofylu u chloriny odlisnou nez byla u WT (Obr. 7, Obr. 8, Obr. 9).

Parametr Fy‘/Fm‘ odrazejici maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII v pribéhu
adaptace na svétlo vykazuje pfi spusténém aktinickém svétle o intenzité 50 pmol-m2.st
podobnou kinetiku u clo a WT, avSak u clo je tento parametr po celou dobu méfeni

udrzovan na niz§ich  hodnotach  (Obr.7). AvSak u intenzit vysSich
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Obr. 7 Maximalni (F’v/F’m) a aktualni (®p) kvantovy vytézek fotochemie PSII v pribéhu adaptace

na ruzné svételné intenzity. Zhaseci analyzy fluorescence chlorofylu byly provedeny na
osmidennich listech je¢mene setého (Hordeum vulgare L., cv. Bonus; WT) a jeho mutantni
formy chlorina 2% (clo) v priibéhu adaptace na riizné svételné intenzity. Body grafu
predstavuji hodnoty medianti, chybové usecky jsou horni a dolni kvartily, pocet vzorka n= 5-
7. Hvézdicka znadi statisticky vyznamny rozdil v hodnotach parametru mezi chlorinou a WT
(* pro P<0,05; ** pro P<0,01; *** pro P<0,001).

(100 a 250 pmol-m2-s1) uz je i kinetika u clo a WT odligna. U chloriny je mezi 2. a 4. min
aklimace na aktinické svétlo patrny vyraznéj$i pokles F’v/F’m, ktery si clo zachovala
i pii zvySeni intenzity aktinického svétla z 50 na 100 a 250 umol-m2-s, pii¢emz u WT
byl tento pokles pozorovan pouze u 50 pmol-m2.s, U 100 a 250 umol-m2-s byl patrny

mnohem méng. Pfi aktinickém svétle o intenzité 250 umol-m2.st byl uWT v 2. az 3. min

zaznamenam velmi vyrazny nartst F’v/F’m, od 5. min se hodnota F’\/F’m drZela vice méné

na ustalené hodnoté (v na svétlo adaptovaném stavu). Tato hodnota byla s rostouci
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Obr. 8 Kvantovy vytézek regulovatelného svétlem indukovaného nefotochemického zhaseni
(Dnpro) a kvantovy vytézek konstitutivni neregulovatelné disipace (®r,p, fluorescence a tepelna
disipace). Zhaseci analyzy fluorescence chlorofylu byly provedeny na osmidennich listech
je¢mene setého (Hordeum vulgare L., cv. Bonus; WT) a jeho mutantni formy chlorina 2%
(clo) v prubéhu adaptace na rizné svételné intenzity. Body grafu piedstavuji hodnoty mediand,
chybové usecky jsou horni a dolni kvartily, pocet vzorkd n= 5-7. Hvézdicka znaci statisticky
vyznamny rozdil v hodnotach parametru mezi chlorinou a WT (* pro P<0,05; ** pro P<0,01;
*** pro P<0,001).

ocekavani niz$i nez u WT vzhledem Kk niz§imu obsahu chlorofylti v listech clo.
U aktudlniho kvantového vytézku fotochemie Vv pribéhu adaptace na svétlo (Dp)
pozorujeme u chloriny oproti WT pii 50 pmol-m2-s? intenzité aktinického svétla pokles
fotochemie mezi 2. a 4. min (Obr. 7). Tento pokles vsak je pii 100 a 250 umol-m2-s?
intenzitach aktinického svétla méné strmy. Pokles ucinnosti fotochemie u chloriny mezi

druhou a ¢tvrtou minutou odrazi narast regulovatelnych nefotochemickych procest ®npq
(Obr. 8).
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U WT dochézi pfi aktinickém svétle o intenzité¢ 100 a 250 umol-m2s? v prvnich
2 minutach k vyrazngjsimu naraistu ®neg nez u chloriny. Pfi 50 pmol-m2-s? je po¢ateéni
kinetika u clo a WT podobna. Okolo 2. min dochazi u clo pii v§ech pouzitych intenzitach
aktinického svétla k prudkému vzristu regulovaného nefotochemického zhaseni, ktery
nevidime u WT. Toto zjisténi ukazuje na jinou Kinetiku nefotochemického zhaseni
u chloriny. Hodnoty fluorescence a tepelné disipace ®@¢p (Obr. 8) jsou u clo na pocatku
zhéaseci analyzy niz$i u vSech pouzitych intenzit osvétleni, av§ak poté je klesani hodnot
pomalejsi u clo pii 50 a 100 pmol-m2s? a v ustaleném stavu ma chlorina v téchto
ptipadech vyssi podil fluorescence a tepelné diSipace nez WT. Pii pouziti aktinického
svétla o intenzité¢ 250 pmol-m?-s? byla hodnota ®rp nakonci relaxacni analyzy
prekvapivé podobna u clo jako u WT.

Co se poctu otevienych reakénich center (qP) tyka, rozdily u clo a WT nejsou tolik

vyrazné (Obr. 9). Hodnoty parametru qP jsou u nich na podobné urovni. U intenzity
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Obr. 9 Fotochemické zhaseni fluorescence chlorofylu (gP) osmidennich listi je¢mene setého
(Hordeum vulgare L., cv. Bonus; WT) a jeho mutantni formy chlorina f2% (clo) v priibéhu
adaptace na rizné svételné intenzity. Body grafu predstavuji hodnoty medianii, chybové
use¢ky jsou horni a dolni kvartily, pocet vzorkti n= 5-7. Hvézdicka znaci statisticky vyznamny
rozdil v hodnotach parametru mezi chlorinou a WT (* pro P<0,05; ** pro P<0,01; *** pro
P<0,001).
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50 a 100 umol-m2-s! opét mizeme pozorovat odlisnou kinetiku parametru u chloriny,

pti¢emz v ¢asech okolo 2 min se u clo vyskytuje pik, ktery nepozorujeme u WT.

4.3.2 Relaxaéni analyza

Hodnoty maximalni fluorescence ve tmé po piredchozim osvétleni (Fm‘) byly v prub&hu
celé relaxa¢ni analyzy u clo mutantnich rostlin niZ§i nez u pfirozeného genotypu je¢mene
(Obr. 10). Po piedchozim vystaveni vys$§im intenzitdm svétla tento rozdil neni tak

vyrazny jako po 50 pmol'm?-s?. Pocet fotoinaktivovanych reakénich center (B) je
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Obr. 10 Maximalni fluorescence Vv pribéhu adaptace na tmu po predchozim osvétleni (F*‘m)
0 uvedenych intenzitach a kvantovy vytézek energie disipované fotoinaktivovanymi centry
(B). Relaxa¢ni analyzy fluorescence chlorofylu byly realizovany na osmidennich listech
je¢mene setého (Hordeum vulgare L., cv. Bonus; WT) a jeho mutantni formy chlorina 2
(clo). Body grafu ptedstavuji hodnoty mediand, chybové tse¢ky jsou horni a dolni kvartily,
pocet vzorki n= 5-7. Hvézdicka znadi statisticky vyznamny rozdil mezi chlorinou a WT
(* pro P<0,05; ** pro P<0,01; *** pro P<0,001).
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na pocatku temnostni relaxace u chloriny vyssi u vsech intenzit pouzitého aktinického
svétla. To se vSak v piipadech prechoziho osvétleni o intenzitach 50 a 100 pmol-m2-s?
Vv pribéhu temnostni relaxace méni a chlorina ma na konci méfeni nizsi pocet
fotoinaktivovanych center nez WT. Mlizeme tak usuzovat vyssi miru fotoinhibice u WT.
Tento trend se viak nevyskytuje pii pfedchozim osvétleni o intenzité¢ 250 pmol-m=2-s,
kdy je na konci méfeni hodnota B na srovnatelné tirovni u clo i WT.

Kineticky pribéh parametrt relaxaéni analyzy je u chloriny odlisny oproti WT. Rtizné
kinetiky naznacuji, ze u clo se slozky zhaseni uplatiuji v odlisné mife i v odliSnych
¢asech. Pravdépodobné u chloriny pozorujeme slozku zhaseni, ktera neni u WT patrna.

Z Kkinetik relaxace Fm‘* (Obr. 10) mizeme vyhodnotit zastoupeni jednotlivych slozek
svétlem indukovaného nefotochemického zhaseni. Na grafech (Obr. 11) uz mizeme vidét
jednotlivé slozky regulovaného nefotochemického zhaseni (NPQ) u WT a chloriny. Tyto
parametry byly hodnoceny pfi temnostni relaxaci po osviceni listii aktinickym svétlem
o0 riznych intenzitach (50, 100 a 250 umol-m?2-s1). Pro vypocéet hodnot kvantovych
vytézki téchto slozek bylo z kinetik relaxace Fm** tieba nejprve stanovit &asy FX,”" a FY "’
(Tab. 2), kdy exponencialni pribéh jedné slozky piechazi v druhou. Za rozbor prubéhu
relaxaci Fm‘“ a stanoveni FX," a F)," dle vypoéti publikované prace (Rohagek, 2010)
dékujeme Doc. Lazarovi z katedry biofyziky.

Kdyz se zaméfime na parametr ®qe (Obr. 11), ktery odpovida kvantovému vytézku
nefotochemického zhaseni zavislého na gradientu pH, muzeme vidét, ze statisticky
vyznamny rozdil mezi chlorinou a WT se nachazi pouze v pfipadé piedeslé aplikace
aktinického svétla o intenzité 250 umol-m-s™. Hodnota ®qe je pfi této intenzits osvétleni
u chloriny vyssi nez u WT. U kvantového vytéZzku nefotochemického zhaseni
souvisejiciho se stavovymi ptechody (®qr) nepozorujeme statisticky vyznamné rozdily
mezi chlorinou a WT. U chloriny pfi ptedeslé aplikaci aktinického svétla o intenzité
502100 pmol-m?s! byl zaznamenan niz§i kvantovy vytézek fotoinhibi¢niho

nefotochemického zhaseni (®g) nez u WT.

4.4 Redoxni stav PSI a plastocyaninu

Pii méfeni pulzni amplitudové modulace mély listy clo v 1. pulzu po piechodu ze stavu
adaptovaného na tmu ucinnéjsi fotochemii PSI (Y(I)) a nizsi limitaci fotochemie PSI
na donorové stran¢ (Y(ND) nez pfirozeny genotyp je¢mene (Obr. 12). Tento vysledek
koresponduje s vysledky parametru REo/ABS naméfenymi pii analyze velmi rychlé

indukce fluorescence chlorofylu (Obr. 6). U chloriny byla oproti WT zaznamenana vyssi
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Obr. 11 Jednotlivé slozky nefotochemického zhaseni listii jeémene setého (Hordeum vulgare L.,
cv. Bonus; WT) a jeho mutantni formy chlorina f2% (clo) p#i temnostni relaxaci po pfedchozi
aplikaci aktinického svétla o uvedenych intenzitdch. ®q odpovidd kvantovému vytézku
nefotochemického zhaseni zavislého na gradientu pH pfes tylakoidni membranu, ®qr je
kvantovy vytézek nefotochemického zhaseni souvisejiciho se stavovymi prechody a @y
predstavuje kvantovy vytézek fotoinhibicniho nefotochemického zhaSeni. Okraje boxt
odpovidaji hornimu a dolnimu kvartilu, vnitfni ¢ary v boxech jsou hodnoty mediant. Chybové
useCky prezentuji hodnoty SD, ¢tvere¢ky uvnitf boxd jsou pruméry a kiizky odpovidaji
minimalni a maximalni hodnot€ parametru souboru dat. Pocet vzorkii n=5-7. Hvézdicka znaci
statisticky vyznamny rozdil mezi chlorinou a WT (* pro P<0,05; ** pro P<0,01; *** pro
P<0,001).

J 4

hodnota REo/ABS, jez odrazi kvantovy vytézek elektronového transportu z Qa
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Obr. 12 Casovy pribéh hodnot parametrii pulzni amplitudové modulaéni techniky
osmidennich list je¢mene setého (Hordeum vulgare L., cv. Bonus; WT) a jeho
mutantni formy chlorina 22 (clo). Parametr Y(I) popisuje kvantovy vytézek
fotochemie PSI, Y(ND) piedstavuje kvantovy vytézek nefotochemické disipace PSI
kvili limitaci na donorové strané a Y(NA) je kvantovy vytézek nefotochemické
disipace PSI kvili limitaci na akceptorové strané. Body grafu pfedstavuji hodnoty
mediant, chybové usecky jsou horni a dolni kvartily, pocet vzorkii n= 5-6. Hvézdicka
znaci statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotou parametru u chloriny a WT

cas [s]

(* pro P<0,05; ** pro P<0,01; *** pro P<0,001).

k finalnimu akceptoru PSI. Vysledky nezavislych analyz Y(I) a REoJ/ABS se tedy
navzajem podporuji. V pribéhu adaptace na svétlo se vsak fotochemie PSI u chloriny
podobn¢ jako u WT snizila a pti nasledném nartstu uz pak hodnoty Y(I) u clo zistavaly
vyznamné pod Grovni hodnot fotochemie PSI naméfenych u WT (Obr. 12). Kvantovy

vytézek nefotochemické disipace v PSI kviili limitaci na donorové strané (Y (ND)) pak
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byl u clo vyrazn¢ vyssi nez u WT. Avsak nefotochemické procesy, které¢ vznikly
v disledku limitace na akceptorové strané (Y(NA)) jsou u chloriny a WT
na srovnatelnych hodnotach. Z téchto vysledku plyne, Ze nedostatek chlorofylu b
uchlorina mutanta ovliviiuje podstatné vice donorovou stranu elektronového
transportniho fetézce PSI, u akceptorové strany nebyla zaznamenana rozdilna inhibice
oproti WT. Snizené hodnoty fotochemie PSI tedy souvisely s tokem elektrond ze sméru
od PSII. PSIl pravdépodobné nestihd dodavat elektrony, aby mohl byt vyuzit plny
potencial PSI. PSI a plastocyanin nebyly nedostatkem chlorofylu b tak vyrazn¢ ovlivnény

na efektivité jako PSII.

4.5 Nativni gelova elektroforéza

Na elektroferogramech (Obr. 13) mizeme vidét pigment-proteinové komplexy a jejich
podjednotky. Rozdil mezi kolorimetrickym (¢ast A) a fluorescencnim (Cast B)
zobrazenim spociva v tom, ze za laboratorni teploty fluoreskuje prevazné chlorofyl a,
ktery je soucasti PSII. Ve fluorescenénim zobrazeni tedy chybi pasy, které nalezi PSI.

Rozdélené pigment-proteinové komplexy WT a clo jsou na prvni pohled rozdilné. U obou
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WT clo WT o0 WT llo WT clo | WT clo WT clo. WT clo WT clo
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PSI-NDH
PSII sc. |>
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Obr. 13 Elektroferogramy pigment-proteinovych komplexi tylakoidnich membran osmidennich
listd je¢mene setého (Hordeum vulgare L., cv. Bonus; WT) a jeho mutantni formy chlorina
f2” (clo). Pigment-proteinové komplexy byly rozdéleny spomoci nativni gelové
polyakrylamidové elektroforézy (CN-PAGE), jako detergent (D) byl pouzit B-
dodecylmaltosid v uvedenych koncentracich v zahlavi obrazku. Obrazek A piedstavuje
kolorimetrické zobrazeni gelu a B fluorescencni. PSI 0. jsou oligomery fotosystému I, PSI-
NDH predstavuje spojeny komplex fotosystému I s NADH dehydrogenasa-like komplexem,
PSII sc. jsou superkomplexy fotosystému II, PSI sc. znazoriuje superkomplex fotosystému I,
PSI je fotosystém 1 a PSII je fotosystém II. LHC o. predstavuji oligomerni svétlosbérné
komplexy a volné LHC jsou volné svétlosbérné komplexy.
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vzorkd mizeme tésné pod jamkami gelu pozorovat pas membranovych fragmentd. U WT
se pod timto pasem nachazi dalsi 2, které patii oligomertiim PSI a komplexu PSI-NDH.
Ty u chloriny nebyly viditelné, chlorofyl b, ktery je u ni v nedostatku, ma pravdépodobné
vliv na usporadani téchto komplexi a u chloriny se tudiz v této podob¢ nenachazi. Dale
se v draze proteinti u WT nachazi superkomplexy PSII. Jsou to PSII s navazanymi LHCII
anténami v riiznych podobach. Leh¢i superkomplexy doputovaly v draze dal, na obrazku
gelu se vyskytuji nize, maji na sobé navazan mens$i podil LHCII antén. Tyto PSII
superkomplexy nejsou u chloriny pozorovany, ¢imz potvrzujeme, ze chlorofyl b je
stézejni pro uspotradani superkomplexi PSII-LHCII (Wang a Grimm, 2016).

Pod PSII superkomplexy se v elektroforetické draze u WT nachazi superkomplex PSI.
Pruh nalezici PSI se u chloriny nachéazi na gelu niz. Z této skute¢nosti usuzujeme, ze
LHCI antény, které jsou u WT navazany na PSI, se u chloriny vyskytuji v niz§im
mnozstvim nebo nejsou navazany vibec. Proto ma pas prislusici PSI u chloriny nizsi
molekulovou hmotnost a doputoval na gelu dal. Nemtzeme si vSak byt jisti, zda se jedna
o Cisty jaderny komplex PSI, nebo na ném jsou navazany né&jaké ptidavné antény. Spolu
s vyssi koncentraci B-dodecylmaltosidu (0,83% a 1,17%) ve vzorcich se u chloriny
nad pasem nalezicim PSI objevuji dal§i 2 pruhy. Z vysledkd nasledné SDS-PAGE
v druhém rozméru lze usoudit, ze tyto pasy pravdépodobné nalezi dimeru PSII
a komplexu PSI-LHCI.

U chloriny se tésné pod PSI nachazi pruh odpovidajici jaderné ¢asti PSII. V dolni ¢asti
elektroferogramti se poté nachazi svétlosbérné komplexy, a to v podobé& oligomeru, ¢i
jako volné LHC. U chloriny se nachazi mensi mnozstvi LHC, jelikoZ pruhy jim naleZici
maji u chloriny znatelné nizsi denzitu.

Z prezentovanych vysledkti mizeme tedy vyvozovat, ze chlorina ma mensi mnozstvi
antén a tyto antény jsou také v menSim mife vazadny na fotosystémy. Celkové
se uchloriny nachazi pigment-proteinové komplexy sniz§imi molekulovymi
u jeCmene piirozeného genotypu. U chloriny nejsou fotosystémy asociovany
se svétlosbérnymi komplexy takovou mérou jako u WT. Tento jev ziejmé souvisi

S mensim mnozstvim svétlosbérnych komplexu chloriny.

4.6 Dvojrozmérna gelova elektroforéza
Pro druhy rozmér elektroforézy byly vybrany drahy se vzorky s 0,83% obsahem

detergentu. Pfi tomto obsahu detergentu jsou na gelu nativni elektroforetické separace
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pigment-proteinovych komplex nejlépe viditelné analyzované pasy (Obr. 13). Vysledky
separace podjednotek pigment-proteinovych komplexti byly hodnoceny na zakladé
specifického vzoru rozmisténi spotlh na SDS gelu, dle jiz dfive publikovanych praci
(Caffarri et al., 2009; Jarvi et al., 2011; Wang a Grimm, 2016; Grebe et al., 2019).

Na elektroferogramu nalezicimu WT (Obr. 14) mlzeme vidét, ze pruhy
superkomplexid PSII se rozdé€lili na odpovidajici podjednotky jaderné casti PSII
a svétlosbérné komplexy. Identifikovali jsme jaderné podjednotky cp47, cp43, D2 a D1

PSI-NDH
PSII sc
volné LHC

PSIo.
— PSIsc
| LHCo.

<

250 kDa ---- |
150 kDa ----
100 kDa ----

75 kDa ----

50 kDa ----
37 kDa ----

25kDa ----
20 kDa ----
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5 kDa ----
2 kDa ----
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Obr. 14 Vysledna separace podjednotek pigment-proteinovych komplexi tylakoidnich membran
osmidennich listt je¢mene setého (Hordeum vulgare L., cv. Bonus; WT). Pigment-proteinové
komplexy byly rozdéleny s pomoci dvojrozmérné gelové polyakrylamidové elektroforézy,
prvnim rozmérem byla nativni gelovd polyakrylamidova elektroforetickd separace (CN-
PAGE) a druhym rozmérem byla denaturac¢ni polyakrylamidova gelova elektroforéza za
pouziti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE), jako detergent (D) byl pouzit B-
dodecylmaltosid (0,83% koncentrace detergentu ve vzorku). M je hmotnostni marker. PSI o.
jsou oligomery fotosystému I, PSI-NDH ptedstavuje spojeny komplex fotosystému I s NADH
dehydrogenasa-like komplexem, PSII sc. jsou superkomplexy fotosystému II, PSI sc.
znazornuje superkomplex fotosystému I, LHC o. pfedstavuji oligomerni svétlosbérné
komplexy a volné¢ LHC jsou volné svétlosbérné komplexy. PsaA + PsaB jsou proteinové
podjednotky jaderné ¢asti fotosystému I, ATP a, f a ATP y jsou podjednotky ATP syntasy.
Cp 47 a cp43 predstavuji vnitini anténni podjednotky jaderné ¢asti fotosystému II, D1 a D2
jsou podjednotky jaderného komplexu fotosystému II. LHCI a LHCII prezentuji svétlosbérné
komplexy fotosystému I a II. PSI cc. podjednotky jsou proteinové podjednotky jaderné ¢asti
fotosystému 1.
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a rovnéz y-podjednotku ATP syntasy. V superkomplexu PSI se u WT nachazi hlavni
podjednotky jaderného komplexu PSI PsaA a PsaB, dale se zde nachazi o a f podjednotka
ATP syntasy. Jednoznacné¢ muzeme fici, Zze na PSI jsou U WT navazany LHCI antény,
pod nimi jsou na elektroferogramu ptitomny dalsi podjednotky jaderného komplexu PSI.
V sekci volnych svétlosbérnych komplexti miizeme vidét jak antény LHCII, tak LHCI.
Na prvni pohled je ziejmé, Ze elektroferogramy podjednotek pigment-proteinovych
komplexu tylakoidnich membran WT (Obr. 14) a chloriny (Obr. 15) jsou rozdilné.

_ PSI-LHC
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— PSII
— LHC o

“— volné LHC
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; ! podjednotky
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Obr. 15 Vysledna separace podjednotek pigment-proteinovych komplext tylakoidnich membran
osmidennich list mutantni formy je¢mene chlorina f2% (clo). Pigment-proteinové komplexy
byly rozd€leny s pomoci dvojrozmérné gelové polyakrylamidové elektroforézy, prvnim
rozmérem byla nativni gelova polyakrylamidova elektroforeticka separace (CN-PAGE)
a druhym rozmérem byla denaturacni polyakrylamidova gelova elektroforéza za pouziti
dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE), jako detergent (D) byl pouzit B-dodecylmaltosid
(0,83% koncentrace detergentu ve vzorku). M je hmotnostni marker. PSII dimer je dimerni
podoba fotosystému II, PSI-LHC piedstavuje fotosystém I s navazanymi svétlosbérnymi
komplexy. PSI a PSI jsou fotosystémy I a II, LHC o. pfedstavuji oligomerni svétlosbérné
komplexy a volné LHC jsou volné svétlosbérné komplexy. PsaA + PsaB jsou proteinové
podjednotky jaderné ¢asti fotosystému I, ATP a, f a ATP vy jsou podjednotky ATP syntasy.
Cp 47 a cp43 predstavuji vnitini anténni podjednotky jaderné ¢asti fotosystému II, D1 a D2
jsou podjednotky jaderného komplexu fotosystému II. LHCI a LHCII prezentuji svétlosbérné
komplexy fotosystému I a II. PSI cc. podjednotky jsou proteinové podjednotky jaderné ¢asti
fotosystému I.
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Pigment-proteinové komplexy chloriny jsou totiz odlisné, netvoii se zde tak rozmérné
struktury.

U chloriny v dimeru PSII (Obr. 15) byly nalezeny jeho jaderné podjednotky cp47,
cp43, D2 a DI, nevidime v8ak zadné svétlosbérné komplexy, ty u chloriny nejsou
asociovany s komplexem PSII, jako jsme mohli vidét u WT (Obr. 14). Identifikovali jsme
zde vSak o, B i y podjednotky ATP syntasy. U PSI komplexu chloriny (Obr. 15) vidime,
ze jsme zde byli schopni zaznamenat proteinové podjednotky jaderného komplexu (PsaA,
PsaB a dalsi PSI cc. podjednotky) PSI, ptficemz podil LHCI antén navazanych
v komplexu s PSI je u clo nizsi nez u WT (Obr. 14). Avsak volné LHCI a LHCII antény
se nachazi jak u WT (Obr. 14), tak i u clo (Obr. 15).

Pro jednozna¢néjsi identifikaci a popis podjednotek pigment-proteinovych komplext
byly béhem experimentalni ¢asti diplomové prace rovnéz vyiezany peptidové pasy z gell
a byly pfipraveny vzorky pro analyzu hmotnostnim spektrometrem. Nedoslo vSak uz

K jejich zpracovani.
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5 DISKUSE

Snizené mnozstvi chlorofylu b nema vliv pouze na organizaci fotosyntetizujicich
komplexii, ale rovnéz na jejich mobilitu v tylakoidni membrané (Tyutereva et al., 2017).
U ¢ajovniku bylo zjisténo, ze v disledku nedostatku chlorofylu b se méni nejen sloZeni
pigment-proteinovych komplexii, ale dochazi zde i k abnormalnimu vyvoji chloroplastt
a odlisné expresi genu a proteind souvisejicich s fotosyntézou, metabolickymi drahami
biosyntézy glutathionu, fenylpropanoidli, fenylalaninu a flavonoidi. Zmény exprese
téchto genli tedy u mutanta ¢ajovniku vedly ke zvyseni obsahu aminokyselin a snizeni
obsahu chlorofylu a flavonoida (Wang et al., 2016).

V nasi praci jsme se zaméfili na vliv nedostatku chlorofylu b na efektivitu a strukturu
fotosyntetického aparatu. U rostlin jeémene setého a jeho mutantni formy chlorina f2%
byl zjistovan obsah pigmenti, na listech byly provedeny analyzy velmi rychlé a pomalé
fluorescenéni indukce chlorofylu. Dale byl zjistovan redoxni stav PSI a plastocyaninu
a elektroforeticky byly analyzovany pigment-proteinové komplexy tylakoidnich

membran WT a chloriny.

5.1 Obsah pigmenti

U mutantniho typu je¢mene chlorina 2 byl namé&fen snizeny obsah chlorofylu b i a
arovnéz byl zaznamenan sniZeny obsah karotenoidi (Tab. 8). Byla o¢ekavana absence
chlorofylu b vzhledem k typu mutace v genu pro chlorofylid a oxygenasu (Mueller et al.,
2012). Snizeny obsah chlorofylu b byl pak znovu potvrzen pii nezavislém opakovani
testu. Janeckova et al. (2019) rovnéz u tohoto mutanta zaznamenali statisticky vyznamny
pokles obsahu chlorofylu a a karotenoidu. Avsak chlorofyl b v jejich vzorcich nebyl
detekovan viibec. Stroch et al. (2004) dosli k podobnym vysledkiim jako Jane¢kova et al.
(2019), Nezval et al. (2017) detekovali vyrazné¢ snizené mnozstvi chlorofylu b u clo.
Navzdory stejnému typu mutace byly naSe vysledky rozdilné. U semen pouzZitych
pti diplomové praci tedy pravdépodobné nebyla biosyntéza chlorofylu b kompletné
zastavena a nedostatek chlorofylu b tak byl pouze ¢aste¢ny, obsah chlorofylu b byl
u chloriny nizs$i o vice nez 97 % oproti WT. SniZzeny obsah chlorofylu a i b byl
zaznamenan i u mutanta chlorina f1%4 (Bresti¢ et al., 2015). Podobny trend byl pozorovan
I U mutantnich typt pSenice (ANK-32A a ANK-32B), které maji nedostate¢nou syntézu
chlorofylu b (Bresti¢ et al., 2016). Rovnéz zde byl zaznamenan vliv i na obsah
karotenoidd, ktery byl u mutantnich rostlin snizeny. Snizeni obsahu chlorofylti a i b bylo

rovnéZz zaznamenano u dalSich mutantnich typt rostlin se snizenou biosyntézou
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chlorofylu b, a to napt. u s6ji (Du et al., 2018), psenice (Kunderlikova et al., 2016; Zivéak
et al., 2019), ryze (Yamazaki, 2010) a sladkych brambor (Weng et al., 2011).

5.2 Svétlosbérné komplexy

Kromé snizené¢ho obsahu fotosyntetickych pigmentt, dochazi u chloriny i ke zméné
funkénosti fotosyntetického aparatu. Nedostatek chlorofylu b mad mimo jiné vliv
na mnozstvi a velikost svétlosbérnych komplext a tim na dalsi aspekty fotosyntézy (Krol
et al., 2009; Du et al., 2018). Dochazi zpravidla k poklesu efektivity fotochemie PSII
a dalimu vyuzZiti absorbované svételné energie zhasecimi procesy (Stroch et al., 2004;
Tyutereva et al., 2017; Janeckova et al., 2019).

Krivky velmi rychlé indukce fluorescence chlorofylu mély u clo (oproti WT) nizsi
vySku a pozdéjsi vyskyt vin J a | (Obr. 4). Tuto skute¢nost zaznamenali u chloriny
i Janeckova et al. (2019), zaznamenané vysledky si vysvétluji pomalejsi redukci
chinonovych akceptori Qa a Qg U chloriny. Moznym vysvétlenim by mohl byt pomalejsi
prisun excitaci do reak¢nich center PSII, a tedy mensi relativni zastoupeni svétlosbérnych
komplext dodavajicich excitace do reakénich center PSII. A skute¢né, v pracich Krol
etal. (2009) a Tyutereva et al. (2017) bylo prezentovano snizené mnozstvi i rozméry
svétlosbérnych komplext v dusledku nedostatku chlorofylu b.

V této praci zaznamenané snizeni relativni vysky viny J (Vj) a snizena relativni
rychlost fotochemie PSII (dV/dto) (Obr. 5) u clo odrazi mensi miru a rychlost akumulace
redukovaného chinonového akceptoru Qa’, a tak i nizsi pfisun excitaci (Stirbet et al.,
2018). Zcehoz usuzujeme men$i relativni zastoupeni svétlosbérnych komplexta
u chloriny. Rovnéz byla zjisténa nizsi hodnota parametru ABS/RC u clo (Obr. 6).
ABS/RC uréuje mnozstvi absorbované energie pripadajici na aktivni reakéni centra
(Stirbet et al., 2018). Tato skutecnost souhlasi s vysledky pfedchozich parametrii (Vj
a dV/dtp) a mizeme tedy fict, ze chlorina méla pomalejsi pfisun excitaci k reakénim
vyzkumech chloriny (Tyutereva et al., 2017; Janeckova et al., 2019).

Vysledky elektroforéz pigment-proteinovych komplexti a jejich podjednotek
u chloriny a WT (Obr. 13, Obr. 14, Obr. 15) nas vedou k potvrzeni, ze u chloriny vede
nedostatek chlorofylu b kodlisnému usporadani fotosyntetizujicich komplext
(Bossmann et al., 1997; Krol et al., 2009; Tyutereva et al., 2017). U chloriny jsme
zaznamenali mens§i mnoZstvi svétlosbérnych komplexti (Obr. 13). Chlorina 2 ma dle

literatury snizené mnozstvi Lhcb2, Lheb3 a Lheb4 a také nedisponuje proteiny Lhca4,
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Lhcbl a Lhch6 (Bossmann et al., 1997). Snizené mnozstvi vSech podjednotek LHCI
i LHCII bylo zaznamenano i u chloriny 221 (Tyutereva et al., 2017). U chloriny f228%
bylo zaznamenano snizené mnozstvi Lhcb2, Lhcb3 a Lhcb4 a nepfitomnost Lhcbl
aLhch6 (Krol et al., 1995; Krol et al., 2009). Bylo zjiténo, ze u chloriny f23¢*3 vede
nedostatek chlorofylu b v kone¢ném disledku i ke zménam v kontrole otevirani a zavirani
stomat. Byla nalezena souvislost mezi snizenym mnozstvim proteinu Lhcb6 a ztratou
kontroly zavirani stomat (Tyutereva et al., 2018).

Nedostatek ¢i absence podjednotek svétlosbérnych komplexi mé vliv na organizaci
fotosyntetizujicich komplexti do supramolekularnich struktur (Bossmann et al., 1997
Pan et al., 2011; Grebe et al., 2019; Wang a Grimm, 2016). Tato skute¢nost byla

potvrzena i pii nativni gelové elektroforéze pigment-proteinovych komplexi (Obr. 13).

5.3 Fotosystém Il

Chlorina mutanti je¢mene maji typicky snizeny vytézek fotochemie PSII ve stavu
adaptovaném na tmu (gtroch et al., 2004; Bresti¢ et al., 2015; Tyutereva et al., 2017,
Janeckova et al., 2019), coz bylo potvrzeno i v nasem piipadé (Obr. 5). Tento trend byl
pozorovan i u mutantli pSenice a Arabidopsis s nedostate¢nou biosyntézou chlorofylu b
(Kunderlikova et al., 2016; Tyutereva et al., 2017; Wang et al., 2018; Zivéak et al., 2019).
Rovnéz maximalni a aktualni kvantovy vytézek fotochemie PSII ve stavu adaptovaném
na svétlo (F’v/F’m a ®p) (Obr. 7) jsme u clo zaznamenali niz8$i nez u WT. Mirné sniZeni
efektivity fotochemie PSII ve stavu adaptovaném na svétlo bylo zaznamenano i pfi
nékterych predeslych vyzkumech, a to u chloriny f104 a 22 (Bresti¢ et al., 2015;
Janeckova et al., 2019).

Piijata svételnd energie, kterd neni vyuZita fotochemickymi procesy, byvé disipovana
procesy regulovatelného svétlem indukovaného a neregulovatelného nefotochemického
zhaseni (®npg a Ofp). Kvantovy vytézek regulovatelného nefotochemického zhaseni je
zvySovan pii nadmérném osvétleni rostlin, timto zplsobem je energie ze systému
odvadéna. Rostlina je tak chranéna proti akumulaci piebyte¢né energie a tvorbé
reaktivnich kyslikovych radikald (Lazar, 2015). V prubé¢hu méfeni parametrii zhaseci
analyzy jsme pozorovali odliSnou kinetiku zhasecich procest u clo a WT (Obr. 7, Obr. 8,
Obr. 9). Tento rozdil by mohl byt projevem jiné slozky nefotochemického zhaseni, ktera
se u WT neprojevuje tak vyrazné jako u chloriny. Mohlo by se jednat o u¢innéji vyvinuty
obranny proces proti fotoinhibici u chloriny. Spolu s mirnym snizenim fotochemie PSII

(Dp) (Obr. 7) jsme dle ocekavani u clo zaznamenali mirné zvyseni nefotochemickych
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prosesi (Onpg a Ofp) (Obr. 8). Nartust neregulovatelnych 1 regulovatelnych
nefotochemickych procest byl u clo potvrzen jiz diive (Bresti¢ et al., 2015; Janeckova
etal.,, 2019). Zvyseni regulovatelného nefotochemického zhaseni bylo zaznamenano
i u mutantnt pSenice s nedostatkem chlorofylu b (Zivéak et al., 2019).

Pii relaxa¢ni analyze jsme u chloriny f2 zaznamenali mensi miru fotoinhibice nez
chlorofylu b oproti WT (Dai et al., 2003). Avsak u sladkych brambor a ¢inského zeli
s nedostatkem chlorofylt nebyla fotoinhibice snizena oproti pfirozenym genotypim
téchto rostlin (Weng et al., 2011). Kdyz byly tyto zluto-zelené kultivary vystaveny
osvétleni o vysoké intenzité (1000 umol'-m?s?) doslo u nich k vyrazné fotoinhibici,
po noc¢ni period¢ se rostliny zotavily. Vzhledem k zaznamenanym vysledkiim temnostni
relaxace (Obr.10) a niz§i mife fotoinhibice u chloriny (Obr. 11) bychom mohli usuzovat,
ze kinetika relaxace je u chloriny odlisna. Vzhledem Kk vyraznéjsimu poklesu B (mira
fotoinaktivovanych center) (Obr. 10) u chloriny bychom mohli fict, Ze chlorina relaxuje
rychleji nez WT. A jelikoz jsme u ni nezaznamenali svétlosbérné komplexy navazané
na fotosystém Il (Obr. 14; Obr. 15), tak tato rychlejsi relaxace pravdépodobné nesouvisi
se stavovymi piechody. Teoreticky bychom tedy mohli u chloriny o¢ekavat jinou slozku
zhéSeni, jeZz neni u WT viditelna a ktera by méla na svédomi tuto rychlejsi relaxaci
a odlisnou kinetiku fluorescen¢nich parametri chloriny. Avsak je to pouze hypotéza,
na jejimz potvrzeni, ¢i vyvraceni jesté bude tieba pracovat.

Hodnocenim elektroferogramt jsme odhalili rozdilnou velikost komplexi PSII
uchloriny 2% a je¢mene piirozeného genotypu. Supramolekularni uspofadani
a organizace fotosyntetizujicich komplexti tylakoidnich membran ma vliv na dilezité
procesy fotosyntézy. Jako napt. na transfer elektronl i energie a rovnéz na opravné
procesy po fotoinhibici (Krol et al., 2009; Kirchhoff, 2014). U pfirozeného genotypu
je¢mene jsme zaznamenali pfitomnost superkomplexti PSI-LHCI i PSII-LHCII (Obr. 14).
U chloriny se vsak organizace superkomplexi PSII-LHCII nepotvrdila (Obr. 15),
svétlosbérné komplexy nebyly s fotosystémem asociovany stejnym zpisobem jako u WT.

U clo se vsechny LHCII antény vyskytovaly voln¢ a nebyly asociovany s fotosystémy.

5.4 Fotosystém I
Navzdory mensim svétlosbérnym komplexim chloriny se ucinnost fotochemie PSI
ve stavu adaptovaném na tmu nezmensSila oproti WT (Y(I); Obr. 12). Mensi limitace

fotochemie PSI na donorové stran¢ (Y(ND)) (Obr. 12) u clo odpovida vyssi acinnosti
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prenosu elektronti z PSII k PSI (REo/ABS) (Obr. 6). U¢inngjsi elektronovy pienos k PSI
zjistili u chloriny rovnéz Janeckova et al. (2019). Podobny kvantovy vytézek fotochemie
PSI, jako u piirozeného genotypu jeémene, byl zaznamenan rovnéz u chloriny f1%
(Bresti¢ et al., 2015).

Elektroforetickymi separacemi jsme odhalili rozdilnou velikost komplexu PSI
u chloriny 2 a jeémene piirozeného genotypu (Obr. 13). U mutanti Arabidopsis
s Caste¢né porusenou biosyntézou chlorofylu b (ch1-2 mutant) byla potvrzena piitomnost
stabilnich LHCI komplexti a PSI-LHCI superkomplex, které byly podobné jako u WT.
Avsak obsah LHCII komplext zde byl zna¢né snizen (Wang a Grimm, 2016). Kdezto
v pfipadé chlorina f2? mutanta je¢mene jsme sice zaznamenali pfitomnost LHCI
navazanych na PSI, avSak mnozstvi svétlosbérnych komplext navazanych na PSI bylo
velmi malé a tento komplex mél odlisné slozeni nez u WT (Obr. 14, Obr. 15). Komplex
PSI-LHCI u clo mél i odlisnou elektroforetickou mobilitu nez superkoplex PSI-LHCI
u WT (Obr. 13).

Snizené mnozstvi svétlosbérnych komplexi v disledku nedostatku chlorofylu b ma

tedy dalekosahlé nasledky na cely rostlinny organismus a jeho fungovani.

57



6 ZAVER

V diplomové praci byl zkouman vliv nedostatku chlorofylu b u mutantniho genotypu
je¢mene chlorina f2 na strukturu a funk&nost fotosyntetického aparatu. Vysledky byly
porovnavany sjeémenem setym (Hordeum vulgare L., cv. Bonus) s pifirozenym
genotypem.

Na zaklad¢ analyzy pigmenti jsme potvrdili, Ze chlorina ma sniZzeny obsah chlorofyli
a karotenoidu oproti je¢meni piirozeného genotypu. U chloriny byla o¢ekavana absence
chlorofylu b, v nasem pfipad¢, pti uvedenych podminkach péstovani, jsme navzdory
o¢ekavanim byli schopni zaznamenat nikoli absenci, ale vyrazné¢ snizené mnozstvi
chlorofylu b u chloriny (mén¢ nez 3% obsah v porovnani s WT).

Analyzou parametrd velmi rychlé fluorescenéni indukce chlorofylu byla u chloriny
zjisténa sniZzena Gc¢innost fotochemie PSII ve stavu adaptovaném na tmu. Data ziskana
méfenim parametrt pulzni amplitudové modulacni techniky ukazala, ze ve stavu
adaptovaném na tmu ma chlorina vyssi u¢innost fotochemie PSI neZ je¢men pfirozeného
genotypu. V prub¢hu adaptace na svétlo ptrevladla limitace na donorové strané PSI, ktera
byla zpisobena niz§im kvantovym vytézkem fotochemie PSII, a u¢innost fotochemie PSI
u chloriny oproti WT signifikantné klesla. Vysledky méfeni dale prokazaly, ze limitace
Vv ucinnosti elektronového transportu nebyla na akceptorové strané PSI.

U parametrii zhaseci a relaxaéni analyzy byla u chloriny f2% odhalena jejich odlisna
Kinetika, pfi¢emz aplikace aktinického osvétleni riznych intenzit (50, 100 a
250 pmol-m2-s1) méla na priibéh hodnot parametri rozdilny vliv. Zajimavou skute¢nosti
je jina kinetika nefotochemického zhaseni u chloriny, neobvykly pribéh hodnot
parametri relaxacni analyzy a nizsi podil fotoinhibice u chloriny (v ptipadé pfedchazejici
aplikace aktinického svétla o intenzité 50 a 100 umol-m=2-s). Zjisténé skutecnosti by
mohly znamenat pfitomnost jiného typu zhaSeni u chloriny, ktery neni u jeCmene
ptirozeného genotypu pozorovatelny. Tuto hypotézu mame v planu prozkoumat
pti dalsich experimentech.

Vysledky elektroforetické separace pigment-proteinovych komplexti a jejich
podjednotek odhalily odlisné slozeni téchto komplext u chloriny a jeémene ptirozeného
genotypu. Bylo zaznamenano, Ze u chloriny svétlosbérné komplexy LHCII neasociuji
s fotosystémy. Neni zde tudiz ptitomen superkomplex PSII-LHCII. Pii elektroforetickych
analyzach bylo rovnéz potvrzeno, ze chlorina ma mensi mnozstvi svétlosbérnych

komplexd nez je¢men piirozeného genotypu. Tento fakt podporuji i vysledky analyzy
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parametrii velmi rychlé fluorescenéni indukce, kdy u chloriny 22 byla potvrzena
ptitomnost svétlosbérnych komplexi mensich rozmérd, nez je tomu u WT.

Béhem experimentalni ¢asti diplomové prace byly rovnéz peptidové pasy z gelu
vyfezany a byly pfipraveny vzorky pro analyzu hmotnostnim spektrometrem. Nedoslo
vsak uz k jejich zpracovani, je v planu se tomuto tématu dale vénovat a v experimentech
pokracovat.

Chlorina f2? je G¢innym nastrojem vyzkumu fotosyntetického aparatu a miizeme Fici,
ze odhaluje dulezitost chlorofylu b pro efektivni rostlinny rist a vyvoj. Zjisténé rozdily
v Kinetice parametrti zhaseci a relaxa¢ni analyzy jsou pohnutkou k dalsimu vyzkumu

mutantnich rostlin s nedostatkem chlorofylu b.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

2D SDS-PAGE

AA/BIS
ABS/RC
APS
ATP q, B
ATPy

B

BSA

car

clo
CN-PAGE
cv.

cyt bssg
cyt bef
chl

D

DTT
dV/dto
Fo

F

Fd
Fm

FNR

dvojrozmérna polyakrylamidova gelova elektroforéza za pouziti
dodecylsulfatu sodného

roztok akrylamidu a bisakrylamidu

mnozstvi absorbované energie aktivnimi reakénimi centry
peroxodisiran amonny

a a B podjednotky ATP syntasy

v podjednotka ATP syntasy

kvantovy vytézek energie disipované fotoinaktivovanymi centry
hovézi sérovy albumin

karotenoidy

chlorina

nativni gelova polyakrylamidova elektroforéza

kultivar

cytochrom bssg

cytochrom bef

chlorofyl

detergent

dithiotreitol

relativni rychlost fotochemie fotosystému I1

minimalni hodnota fluorescence chlorofylu a ve stavu
adaptovaném na tmu

minimalni fluorescence chlorofylu pfi adaptaci na svétlo
ferredoxin

maximalni hodnota fluorescence chlorofylu a ve stavu
adaptovaném na tmu

maximalni fluorescence chlorofylu pfi adaptaci na svétlo
maximalni fluorescence chlorofylu pii temnostni relaxaci
maximalni fluorescence chlorofylu pii temnostni relaxaci v Case,
kdy je qE kompletné relaxovano

maximalni fluorescence chlorofylu pii temnostni relaxaci v Case,
kdy je qE i qT kompletné relaxovano

ferredoxin-NADP* reduktasa
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FQR
F(©)
Fey
Fu/Fm

Of
®tp
Dnpq

Dp

Dpsii = F'v/F'm

(DqT

HEPES
Lhca*

Lhcb*

LHCI
LHCII
LHC o.
IPBN-PAGE

NDH
PQ
Psa*

Psb*

ferredoxin-plastochinon reduktasa

aktudlni fluorescence chlorofylu v Case t

variabilni fluorescence chlorofylu pfi temnostni relaxaci
maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II ve stavu
adaptovaném na tmu

kvantovy vytézek bazalni neregulovatelné tepelné disipace
kvantovy vytézek fluorescence

kvantovy vytézek konstitutivni neregulovatelné disipace
kvantovy vytézek regulovatelné¢ho svétlem indukovaného
nefotochemického zhaseni

aktudlni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II pti adaptaci
na svétlo

maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II pfti
adaptaci na svétlo

kvantovy vytézek nefotochemického zhaSeni zavislého na
gradientu pH pfes tylakoidni membranu

kvantovy vytézek fotoinhibi¢niho nefotochemického zhaseni
fluorescence

kvantovy vytézek nefotochemického zhaSeni fluorescence
souvisejiciho se stavovymi prechody
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
piislusné proteinové podjednotky svétlosbérného komplexu |
vazajici chlorofyl aa b

piislusné proteinové podjednotky svétlosbérného komplexu 11
vazajici chlorofyl aa b

svétlosbérny komplex 1

svétlosbérny komplex 11

oligomery svétlosbérnych komplext

modré nativni polyakrylamidové gelova elektroforéza na gelech
s velkymi pory

NADH dehydrogenasa-like komplex

plastochinon

ptislusné proteinové podjednotky fotosystému I

piislusné proteinové podjednotky fotosystému II
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PSI fotosystém I

PSII fotosystém 11

PSII-LHCII komplex fotosystému II a svétlosbérného komplexu I1

PSII sc. superkomplex fotosystému Il

PSI cc. jaderné podjednotky fotosystému I

PSI-LHCI komplex fotosystému I a svétlosbérnych komplexii I

PSI-NDH komplex fotosystému I a NADH dehydrogenasa-like komplexu

PSI o. oligomerni PSI

PSI sc. superkomplex fotosystému I

Qa primarni chinonovy elektronovy akceptor

Qs sekundarni chinonovy elektronovy akceptor

SDS dodecylsulfat sodny

qE energeticky zavislé nefotochemické zhaseni fluorescence
chlorofylu

ql fotoinhibi¢ni nefotochemické zhaseni fluorescence chlorofylu

gP fotochemické zhaseni odraZejici zastoupeni otevienych reakénich
center

qT nefotochemické zhaseni fluorescence chlorofylu zavislé na

stavovych piechodech
REo/ABS kvantovy vytézek elektronového transportu z Qa™ K finalnimu
akceptoru fotosystému I

TEMED N,N,N‘,N*-tetramethylethylendiamin

Vi relativni vyska viny I

Vj relativni vyska viny J

WT wild type, pfirozeny genotyp

Y(I) kvantovy vytézek fotochemie fotosystému I

Y(NA) Kvantovy vytézek nefotochemické disipace fotosystému I kviili

limitaci na akceptorové strané
Y(ND) kvantovy vytézek nefotochemické disipace fotosystému I kvii

limitaci na donorové strané
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