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SEZNAM ZKRATEK

ADP adenosindifosfat

ATP adenosintrifostat

CAB protein vazajici chlorofyl a/b

Car karotenoidy

Fm maximalni intenzita chlorofylové fluorescence vzorku adaptovaného na tmu
FviFm maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II

Fo minimalni intenzita chlorofylové fluorescence vzorku adaptovaného na tmu
Chl a/b chlorofyl a/b

IDL individualné zatemnéné listy, (z angl. individually darkened leaves)

LHC svétlosbérny komplex, (z angl. light harvesting complex)

LHCII svétlosbérny komplex fotosystému 11, (z angl. light harvesting complex I1)

Lhcb protein svétlosbérny protein vazajici chlorofyl a/b, (z angl. light-harvesting
chlorophyll a/b-binding protein)

NADP oxidovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu

NADPH redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu

NoM koLhcb4.1koLhcb4.2koLhcb5, (z angl. no minor antennae mutant)
NPQ nefotochemické zhaseni, (z angl. non-photochemical quenching)
OEC komplex vyvijejici kyslik, (z angl. oxygen evolving complex)

Penta koLhcb3koLhcb6koLhcb4.1koLhcb4.2koLhch4.3

PhyB fytochrom B

PIFs faktory interagujici s fytochromem, (z angl. phytochrome interacting factors)
PQH: plastochinol

PSI fotosystém I

PSII fotosystém 11

Qa primarni chinonovy akceptor elektronti

Qs sekundéarni chinonovy akceptor elektronti

qE energetické zhaseni, (z angl. energy-dependent quenching)

ql fotoinhibi¢ni zhaseni, (z angl. photoinhibitory quenching)

qP fotochemické zhaseni, (z angl. photochemical quenching)

ROS reaktivni formy kysliku, (z angl. reactive oxygen species)

Rubisco ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylasa/oxygenasa

SAGs geny aktivované pii senescenci, (z angl. senescence associated genes)

SDGs geny utlumené pfi senescenci, (z angl. senescence down-regulated genes)



®p
Dnpg
®rp

Y (1)
Y(ND)

Y(NA)

WT
1-qgP

aktualni kvantovy vytézek fotochemie PSII vzorka adaptovanych na svétlo
kvantovy vytézek regulacniho nefotochemického zhéaseni

kvantovy vytézek konstitutivniho neregulacniho nefotochemického zhaseni
efektivni kvantovy vytézek fotochemie PSI

kvantovy vytézek nefotochemické disipace energie dany limitaci na donorové
strané PSI

kvantovy vytézek nefotochemické disipace energie dany limitaci na akceptorové
stran¢ PSI

standardni genotyp, (z angl. wild-type)

excitacni tlak na fotosystém II



1 UVOD A CILE PRACE

Senescence (starnuti) rostlin je striktné fizeny vyvojovy proces postupné degradace organel,
bunc¢k, tkani a organti vedouci k smrti celého organismu. Je fizena geneticky. Jeji pribeh vSak
muze ovliviiovat fada vnéjsich (napft. svétlo, teplota) a vnitinich (napf. fytohormony) faktori.
Senescence a nasledna bunécnd smrt mize zasahnout cely rostlinny organismus nebo pouze
jeho urcité ¢asti, napt. kvéty €i listy. Listova senescence je finalni fazi vyvoje listu doprovazena
piesunem zivin (dusik, fosfor, sira a dalS$i mineraly) ze senescentniho listu do jinych casti
rostliny (zpravidla do semen). Nasledkem rozpadu chloroplastti, chlorofylu a dalsich dulezitych
makromolekul (pigment-proteinovych komplexi véetné svétlosbérnych komplext (LHC),
enzymu Rubisco, membranovych lipida atd.) dochazi k inhibici fotosyntézy. Zmény
ve fotosyntéze indukované senescenci lze stanovit na zakladé zmén parametrii chlorofylové
fluorescence jako je napf. maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II (Fv/Fwm)
nebo parametry zhaseni fluorescence chlorofylu. Degradace chlorofylu se projevuje Zloutnutim
senescentnich listd. Mira a pofadi degradace jednotlivych LHC zavisi na podminkach
senescence 1 rostlinném druhu, pficemZz mechanismus této degradace neni objasnén. Je zndmo,
ze mutantni rostliny s deficienci nékterych LHC maji ovlivnénou organizaci, funkeci a stabilitu
fotosyntetického aparatu, nicméné jejich senescence dosud nebyla popsana.

Cilem této diplomové prace je porovnat prubéh senescence (konkrétné rychlost
degradace chlorofylu a pokles fotosyntetické funkce) u vybranych mutantd Arabidopsis

thaliana a posoudit vliv deficience jednotlivych LHC a PsbS proteinu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Listova senescence

Senescence (starnuti) rostlin je striktné fizeny vyvojovy proces postupné degradace organel,
bunék, tkani a organti vedouci k smrti celého organismu (Noodén 1988). U rostlin je mozné
rozlisit dva typy senescence, a to mitotickou (replikativni, proliferativni) a postmitotickou.
Jako mitoticka senescence se oznacuje proces, kdy burka trvale ztrati schopnost mitoticky
se delit. Prikladem mitotické senescence miize byt zastaveni bunécného déleni v bunkach
apikalniho meristému nebo v plodech nachézejicich se v ¢asném vyvojovém stadiu (Gan 2007,
Hensel a kol. 1994, Tanksley 2004). Postmitoticka senescence je proces, kdy jiz mitoticky
neaktivni bunky podléhaji degenerativnim jeviim vedoucim az k buné&cné smrti (Gan 2007).
Senescence a naslednd bunécnd smrt mize zasdhnout cely organismus nebo pouze jeho
urcité ¢asti, u rostlin napt. kvéty ¢i listy (Noodén a kol. 1997). Listova senescence je finalni

fazi vyvoje listu.

.....

.....

Listova senescence je regulovana na nékolika urovnich. Regulace na urovni chromatinu
zahrnuje modifikace histonli a chromatinové ptestavby. Pii regulaci transkripce dochézi
ke zménam genové exprese, a to zejména ke zvysené expresi SAGS (Senescence associated
genes) kodujicich produkty podilejici se na degradaci bunécnych komponent, transportu zivin
nebo detoxifikaci oxidacnich metabolitl, a ksnizené expresi SDGs (senescence
down-regulated genes), jejichz produkty se i€astni fotosyntézy (napf. gen pro protein vazajici
chlorofyl a/b (CAB) nebo gen malé podjednotky enzymu Rubisco (SSU)). Ptiklady
senescenéné specifickych SAGs jsou SAG12 a SAGI13 u Arabidopsis thaliana nebo LSC54
u Brassica napus. Posttranskripéni regulaci zprostfedkovavaji miRNAs a tasiRNAs
(trans-acting small interference RNA). Transla¢ni a posttranslacni regulace spociva v tipravach
genovych produkti fosforylaci a ubikvitinaci (Gan a Amasino 1997, Woo a kol. 2013,
Kim a kol. 2018, Spundova 2019).

Béhem reorganizacni faze dochdzi k rozpadu chloroplasti doprovazenému
katabolismem chlorofylu, a tak inhibici fotosyntézy, a k degradaci dulezitych makromolekul
jako jsou proteiny, membranové lipidy nebo RNA (Gan a Amasino 1997). Nahromadéné
jednoduché ziviny (napft. dusik, fosfor, sira a dal$i mineraly) jsou pfesouvany ze senescentniho

listu do jinych &asti rostliny (Spundova 2019). U jednoletych rostlin jsou Ziviny transportovany
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do semen, u trvalych rostlin pak do stonkt ¢i kofeni, kde mohou byt vyuzity jako zdroj
pro vyvoj novych listl a kvétd (Woo a kol. 2019). Rozpad chlorofylu a remobilizace Zivin
se projevuje zloutnutim senescentnich listli. Béhem senescence jsou rozkladany vsechny
fotosyntetické pigmenty — chlorofyl a, chlorofyl b, karoteny i xantofyly. Obecné jsou
vSak rychleji degradovany chlorofyly nez karotenoidy, vysledkem cehoz je praveé zluté
zabarveni senescentnich listi (Biswal 1995). V pribéhu degradac¢ni faze zpravidla dochazi
ve zvétsené mite k tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS), které zodpovidaji za oxidacni
poskozeni DNA, proteint a lipidd membran. Lipidova peroxidace, jakozto piimy disledek
zvySené tvorby ROS, byva uvadéna jako jeden ztypickych piiznaki senescence.
Malondialdehyd (MDA), produkt lipidové peroxidace, pak patii mezi zakladni markery
pii studiu senescence (Mik a kol. 2011).

Termina¢ni faze zahrnuje programovanou bunéénou smrt, ktera je kontrolovana starim
bun¢k a ovliviiovdna vnitinimi a vnéj$imi (enviromentalnimi) faktory. Jako prvni zacinaji
odumirat buiiky mezofylu, nasledn¢ i dalsi typy buné€k, nejpozdéji pak odumiraji buiiky v okoli
cévnich svazku, které jsou dulezité pro pfesun Zivin ze senescentniho listu. Na listech
se zpocatku objevuji drobna lozZiska tvofena odumielymi bunikami, tyto oblasti se postupné
zvetSuji. Hynuti listu obvykle postupuje od Spicky ¢i okraje smérem ke stiedu (Gan a Amasino
1997, Lim a kol. 2007).

Senescence je ovlivilovana fadou vnitfnich  (autonomnich) a  vné&jsich
(environmentalnich) faktord. Mezi environmentalni faktory ovlivitujici senescenci patii vysoka
teplota, sucho, nedostatek vody a zivin, poranéni, nadmérné osvétleni, zastinéni ¢i napadeni
patogeny. Naopak vnitini faktory zahrnuji stafi rostliny (¢i organu), rostlinné hormony a ROS.
Ve vztahu K témto faktorim lze senescenci rozdélit na pfirozenou a indukovanou. Pfirozena
(vyvojova) senescence nastava bez pusobeni environmentalnich stresovych faktort, je fizena
vyvojové. Indukovanou senescenci naopak vyvolavaji stresové faktory. V laboratornich
podminkach byva v oddélenych rostlinnych organech, nejcastéji listech, indukovana plisobenim
néjakého stresu (zatemnéni, aplikace rustovych regulatorti) tzv.uméla senescence (Gan
a Amasino 1997). Pti studiu listové senescence se vyuziva n¢kolika piistupii jako napt. oddéleni
vybranych listl a jejich inkubace ve tm¢, zatemnéni individualnich listl na jinak osvétlované

rostlin€ nebo zatemnéni celé rostliny (Weaver a Amasino 2001) (Obr. 1).



A Vyvojova listova senescence

®
[ J

Individualné zatemnéné listy

Q~3

D Zatemnéni celé rostliny

Obr.1: Piiklady experimentalnich piistupii pii studiu listové senescence u Arabidopsis thaliana.
Na obrazku (A) je zndzornéna vyvojova listovd senescence (DLS, developmental leaf senescence),
obrazek (B) ukazuje oddélené listy umisténé ve vodé v Petriho misce inkubované ve tmé, na obrazku
(C) je na rostling jeden z listd zatemnén alobalem (IDL, individually darkened leaves) a na obrazku (D)
je zobrazeno zatemnéni celé rostliny (DP, darkened plant). Pfevzato a upraveno z Chrobok (2018).

2.1.1 Svétlo a senescence

Svétlo hraje zasadni roli béhem ristu a vyvoje rostlin. Je nezbytné pro fotosyntézu,
pro komunikaci s vnéjsim prostfedim a jako signal pro normalni vyvoj rostliny. Reakce rostliny
s prostiedim zprostiedkovavaji specifické pigmenty jako je fytochromovy (registruje cervenou
a dalece cervenou slozku svétla), kryptochromovy (registruje modrou slozku svétla)
nebo fototropinovy (registruje modrou slozku svétla) svételny receptor a jejich signalni
transduk¢ni drahy (Gan 2007). Arabidopsis thaliana reaguje na ¢ervenou a dalece ¢ervenou
slozku svétla prostiednictvim péti fytochromu (phyA-E) a na modrou slozku svétla pomoci
dvou kryptochromt (CRY1 a CRY?2) a fototropind. Fototropiny (photl a phot2) regulujici
fototropismus byly ptivodné identifikovany u mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana nphl
(non-phototropic hypocotyl 1) (Huala a kol. 1997, Briggs a Olney 2001). Fytochromy



(konkrétné phyB) maji schopnost inaktivovat tzv. PIFs (phytochrome interacting factors), coz
je rodina transkrip¢nich faktora ,,helix-loop-helix* (bHLH), které béhem tmy inhibuji reakce
zavislé na svétle a podili se (obzvlast PIF3, PIF4 a PIF5) naregulaci jak senescence indukované
zatemnénim, tak pfirozené senescence. PIFs jsou aktivovany béhem tmy (phyB je inaktivovan)
a podporuji senescenci indukovanou zatemnénim. Na svétle jsou PIFs vlivem interakce
s aktivnimi phyB degradovany, ¢imz je indukce senescence potlacena (Sakuraba a kol. 2014,
Song a kol. 2014).

Rostliny dokaZzou zaznamenévat intenzitu, kvalitu, smér a periodicitu dopadajiciho
svétla a vyuzivat tyto informace k optimalizaci ristu a vyvoje v souladu S ménicim se
prostiedim (Gan 2007). Svétlo ma schopnost zpomalit i urychlit senescenci. Senescenci dokaze
zpomalit napf. svétlo stiedni intenzity (piiblizné do 100 umol fotonti m? s1). Napt. Kar a kol.
(1993) pozorovali u primarnich listi sazenic zita (Secale cereale L.) vystavenych mirnému
svétlu o intenzité 90 umol fotont m? s? ve srovndni se zatemnénymi listy zpomaleni ubytku
enzymu katalazy (jeden z enzymu chranicich buniku pied poskozenim volnymi radikaly)
a chlorofylu. Spundova a kol. (2003) pozorovali u listovych segmenti p3enice (Triticum
aestivum L.) inkubovanych na kontinualnim svétle intenzity 90 umol fotont m2 s podobnou
rychlost poklesu obsahu chlorofylu jako u zatemnénych listli. Nesoulad mezi ziskanymi
vysledky a vysledky jinych autori (napf. Kar a kol. 1993) mohl byt dan riznymi svételnymi
podminkami béhem péstovani rostlin a béhem experimentu. Rostliny byly v ramci tohoto
experimentu péstovany v periodickém svételném rezimu (8h tma/16 h svétlo) a nasledné byly
oddélené listové segmenty vystaveny na nékolik dni kontinudlnimu svétlu stalé intenzity.
Zména svételnych podminek mohla pfedstavovat narist absorbované svételné energie tkanémi
listovych segmentd, pii¢emz v této situaci se zvysuje riziko fotooxida¢niho poskozeni véetné
destrukce pigmentovych molekul. V ptipadé vyssich davek svétla totiz v odd€lenych listech
nastava prevaha tvorby asimilatd nad jejich spotiebou a dochazi ke zpé&tnovazebné inhibici
fotosyntézy, kterd mize vést k nadmérné excitaci fotosyntetického aparatu, akumulaci ROS
a oxidaénimu poskozeni, &imZ se senescence urychluje (Spundova 2019). V n&kterych
piipadech tedy oSetieni svétlem nedokaze zpomalit listovou senescenci.

Naopak vystaveni listd svétlu vysoké intenzity nebo jejich zatemnéni po delsi ¢asovy
usek jsou jednim z hlavnich spoustéct listové senescence. Svétlo o vysoké intenzité zplsobuje
preexcitovani fotosyntetického aparatu, coz vede kprodukci ROS a naslednému
fotooxidativnimu poskozeni fotosyntetického aparatu a peroxidaci lipida (VIckova a kol. 2006).
Vystaveni rostliny kontinudlnimu a silnému svétlu vyvolava ubytek chlorofylu, snizeni

ucinnosti fotosyntézy (snizeni parametru Fv/Fm) a akumulaci Skrobovych zrn a antokyant



(Prochazkova a Wilhelmova 2004, VI¢kova a kol. 2006, Elgimabi 2017).
Nahromadéni 8krobovych zrn je pravdépodobné zptisobeno oddélenim listi, kdy je zabranéno
presunu asimilati do ostatnich casti rostliny, a nepfetrzitym vystavenim svételnému zafeni
bez zatemnéni (Spundova a kol. 2003). Antokyany maji zfejmé ulohu optického filtru
a zabranuji tak fotooxida¢nimu poskozeni bunék listt (Elgimabi 2017).

Listovd senescence zatemnénych oddélenych listi je obecné charakterizovana
degradaci fotosyntetickych pigmentd, pigment-proteinovych komplexi a sniZzenim
fotosyntetické aktivity (Spundové a kol. 2003, VIckova a kol. 2006, Janekové a kol. 2018).
Vickova a kol. (2006) navic pozorovali u listi pSenice (Triticum aestivum L.) inkubovanych
4 dny ve tm¢ zménu tvaru chloroplasti z elipsoidnich na sférické, shlukovéni plastida,
dezorganizaci tylakoidnich membran a akumulaci plastoglobuli, coz jsou typické strukturni
zmény doprovazejici listovou senescenci.

Pusobeni svétla na senescenci je ovliviiovano také celistvosti rostliny. Je znamo,
ze U individualné zatemnénych listli a odd€lenych listi inkubovanych ve tmé dochazi k indukci
senescence rychleji nez u celistvych rostlin umisténych do tmy. U celistvych rostlin umisténych
do tmy nedochazi k vyraznému ubytku proteini a chlorofylu, je zachovana fotosynteticka
kapacita a nenastava exprese SAGS. U individualné zatemnénych a oddélenych listt klesa pocet
a velikost chloroplastil, snizuje se obsah chlorofylu, fotosynteticka funkce je zhorSena a dochézi
k omezeni exprese genu kodujicich fotosyntetické proteiny (Weaver a Amasino 2001, Keech
a kol. 2007). Dle Keech a kol. (2007) dochazi v listech celistvych rostlin umisténych do tmy
k pfepnuti do ,,pohotovostniho rezimu®, aby byla funkce fotosyntetického aparatu zachovana
co nejdéle, zatimco u individualné zatemnénych listd je senescence urychlena a energie
Zz mitochondrii je aktivné vyuZivana k degradaci bunéfnych sloZek, kdy jsou ziskané
jednoduché ziviny pfemistovany ze zatemnénych listi do ostatnich ¢asti rostliny. Pti zakryti
urcitych listi na rostliné dochézi k senescenci jen u téchto individualné zatemnénych lista,

nikoli u celé rostliny.



2.2 Zmény struktury a funkce fotosyntetického aparatu béhem listové senescence

2.2.1 Fotosyntéza

Pfevazna vétsina rostlin patii mezi fotoautotrofni organismy, které vyuzivaji svételnou energii
k pfeméné oxidu uhli¢itého a vody na sacharidy za souc¢asného uvolnéni molekularniho kysliku
V procesu zvaném oxygenni fotosyntéza.

Hlavnimi organy rostlin zajistujicimi fotosyntézu jsou listy. Listy byly vyvojové
uzplsobeny k maximalni absorpci slunecniho zareni. Oxid uhli€ity pfijimaji skrze praduchy
(dve specializované svéraci buiiky, mezi nimiz je Stérbina). Samotna fotosyntéza pak probiha
uvnitf listd v builkdch listového mezofylu ve funkéné specializovanych organelach —
chloroplastech (Prochazka a kol. 1998).

Chloroplasty obaluje vnéjsi a vnitini membrana, pod kterou je tzv. stroma. Ve stromatu
se nachézi tylakoidy tvofici vnitini membranovy systém sloZzeny ze zplostélych méchyik,
které byvaji seskupeny v sloupcovité Utvary zvané grana. Granalni tylakoidy mohou byt
stésnané, kdy na sebe membrany navzajem naléhaji, nebo nestésnang, které jsou svymi vnéj$imi
sténami ve styku se stromatem. Spojovaci lamely mezi grany jsou oznaCovany jako stromalni
tylakoidy (Prochazka a kol. 1998).

V membranach tylakoidii jsou zakotveny komplexy, ve kterych probihd primarni (jinak
fotochemicka ¢i svételna) faze fotosyntézy. Jedna se o fotosystém II (PSII), cytochrom besf,
fotosystém I (PSI) a ATP-syntasu, pficemz struktury PSII a LHCII se naché4zi v membranach
stésnanych grandlnich tylakoidd, PSI s ATP-syntasou V membranach stromatalnich
anestésnanych granalnich tylakoidi a komplex cytochrom bef v membranach obou typu
tylakoidu (Dekker a Boekema 2005). V primarni fazi fotosyntézy dochazi k ptenosu elektronti
z vody na NADP za vzniku redukované formy NADPH. Zaroven jsou do lumenu tylakoidi
presouvany vodikové kationty, které jsou vyuzivany ATP-syntasou pii fosforylaci ADP
na ATP. V této fazi dochazi také k uvolnéni molekularniho kysliku. NADPH a ATP jsou
nasledné vyuzity béhem sekundarni (syntetické, temnostni) faze fotosyntézy odehravajici se

ve stromatu k syntéze sacharidd a dalsich latek (Johnson 2016).



2.2.2 Fotosystém II (PSII)

Fotosystém II je slozity proteinovy komplex zabudovany v membrané tylakoidii obsahujici
jadro (core) a svétlosbérny systém (LHCII).

Jaderny komplex fotosystému II (Obr. 2) se sklada ze 4 velkych vnitinich podjednotek
(PsbA (D1), PsbB (CP47), PsbC (CP43) a PsbD (D2)), 12 malych podjednotek (PsbE, PsbF,
PsbH, Psbl, PsbJ, PsbK, PsbL, PsbM, PsbTc, PsbW, PsbX a PsbZ) a 4 vnéjsich podjednotek
vystavenych do lumenu tylakoidt (PsbO, PsbP, PsbQ a PsbTn) (Wei a kol. 2016).

Centralni ¢ast jaderného komplexu fotosystému II pfedstavuje heterodimer, ktery je
tvofen proteiny DI (PsbA) a D2 (PsbD). Kazdy =z téchto proteini se sklada
z 5 transmembranovych helixi a vaze 6 molekul chlorofylu a a 2 molekuly feofytinu (barvivo
podobné chlorofylu bez atomu hot¢iku podilejici se na pienosu elektronu z chl a na chinony).
Obsahuji reakéni centrum P680 a vazou komponenty (kofaktory) dilezité pro separaci naboje
a pro elektronovy transportni fetézec. Pfipojuji se k nim vnitini svétlosbérné antény CP43
(PsbC) a CP47 (PsbB) slozené z 6 transmembranovych helixt a nesouci 14 (respektive 16)
molekul chlorofylu a a 5 molekul B-karotenu (Caffari a kol. 2009, Nelson a Ben-Shem 2004).
Funkci CP43 a CP47 je pienos excitacni energie z vnéjSich svétlosbérnych komplext do
reakéniho centra (Amerongen a Croce 2013).

Kolem centra jaderného komplexu se shromazd'uji malé podjednotky, které nevazou
zadné pigmenty a slouzi pevazné ke stabilizaci a regulaci aktivity PSII (Huang a kol. 2013,
Wei a kol. 2016).

U vyssich rostlin na lumenalni strané tylakoidni membrany formuji podjednotky PshO,
PsbP a PsbQ tzv. komplex vyvijejici kyslik (OEC), ktery se podili na stabilizaci Mn klastru
potiebného pro oxidaci vody za Gcelem ziskani elektronti (Huang a kol. 2013). Funkce PsbTn

prozatim nebyla objasnéna (Shi a Schroder 2014).
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Obr. 2: Schéma jadra fotosystému IT (PSII) znazorfiujici jeho polypeptidové sloZeni a transport elektronti
ptes PSIL. Pohlcenim svétla se reakéni centrum P680 excituje na P680*. Excitovany elektron pfechézi
pies feofytin (Pheo) na menachinon Qa. K redukci ubichinonu Qg jsou potieba 2 elektrony, tedy
2 excitacni cykly, spolu se 2 protony pochazejicimi ze stromatu chloroplastu. Na pfenosu elektront
mezi Qa a Qg se podili i atom Zeleza. Plastochinol PQH; vznika ptenosem 2 elektront z Qg a 2 protont
ze stromatu na plastochinon PQ. PQH: se nasledné pohybuje tylakoidni membranou k cytochromu bef,
kde ptedava své elektrony, které jsou dale pievadény az do fotosystému I. Oxidovany P680* ziska
elektron nazpét z komplexu vyvijejiciho kyslik (OEC) rozkladem vody. Rozklad vody se da vysvétlit
na tzv. S-modelu. V OEC se nachazi klastr 4 vazanych atom Mn a vyvoj kysliku oxidaci vody je zde
realizovan postupnym prechodem ze stavu Sp pites S1, Sz, Sz d0 Sa. Pi rozstépeni molekuly vody redukuji
uvolnéné elektrony nejprve Mn klastr, poté tyrozin v pozici 161 (Yz) a nakonec P680* (Prochazka a kol.
1998). Pievzato a upraveno z Sane a kol. (2012).

Jadro je obklopeno perifernim (vnéjsim) svétlosbérnym systémem (LHCII). Hlavnimi
funkcemi periferniho svétlosbérného systému je absorpce svétla, prenos excitani energie
do reak¢niho centra a regulace fotosyntézy prostiednictvim fotoprotektivnich mechanismu
(pfeména piebytené energie v teplo — tzv. nefotochemické zhaseni). Na Lhcb proteiny (light-
harvesting chlorophyll a/b-binding proteins) se vazou pigmenty chlorofyl a, chlorofyl b, -
karoten a xantofyly, jeZ jsou zodpoveédné za absorpci svétla (Amerongen a Croce 2013).
Periferni svétlosbérny systém se dale déli na minoritni a majoritni. Majoritni svétlosbérny
systém se sklada z heterotrimerti Lheb1, Lheb2 a Lheb3. Minoritni svétlosbérny systém tvoii
monomery CP24 (Lhcb6), CP26 (Lhcb5) a CP29 (Lhch4) (Caffari a kol. 2009). Nedavno byly
objeveny podjednotky Lhcb7 a Lhch8. Protein Lhcb7 se strukturné podoba podjednotce Lhch5
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a jako Lhcbh8 se oznacuje podjednotka Lhcb4.3, coz je izoforma CP29 (Lhcb4) (Klimmek a kol.
2006).

Specialni podskupinou LHC proteinti jsou proteiny podobné LHC (LHC-like proteins),
kam se fadi i PSbS protein. PsbS je tvofen 4 helixy, vaze fotosyntetické pigmenty, ale na rozdil
od jinych proteint vazajicich chlorofyl a/b (CAB) se neucastni procesu absorpce svétla. Vazba
zeaxantinu (typ xantofylu) na PsbS protein vSak hraje kliCovou roli v procesu
nefotochemického zhaseni chlorofylové fluorescence (NPQ) slouziciho k disipaci piebyteéné
svételné energie absorbované svétlosbérnym systémem. Jednou z vlastnosti PsbS proteinu je
volny pohyb v tylakoidni membrané. Dokaze fidit makro-organizaci granalnich ¢asti
tylakoidnich membran v chloroplastech vyssich rostlin, kdy se u€astni napf. reorganizace PSII
pii vysokém osvétleni. Ukazalo se, Ze asociuje jak s LHCII trimery, tak s jadernym komplexem
PSII. Regulace téchto interakci pak pravdépodobné probihd skrze konformacni zmény
indukované zménou pH (Pagliano a Saracco 2013).

2.2.2.1 Superkomplex LHCII-PSII

Strukturni analyza fotosystému II prokazala, Ze svétlosbérny systém a dimer reakéniho centra
utvarti superkomplex LHCII-PSII. Tzv. minimalni superkomplex LHCII-PSII (C.S>) se sklada
z dimerniho RC (C2), které se prostiednictvim monomerd CP26 (Lhcb5) a CP29 (Lhcb4)
ptipojuje ke dvéma silné (,,strongly*) vazanym LHCII trimerdm (S2). Trimery S jsou tvotreny
majoritnimi anténami Lhcbl a/nebo Lhcb2. Pavodné u Spenatu (Spinacia oleracea)
a Arabidopsis thaliana byl objeven superkomplex C>S:M., kde jsou dva stfedné silné
(,,moderate*) vazané trimery LHCII (M2) propojeny pfes monomery CP24 (Lhch6) a CP29
(Lhcb4) se superkomplexem C,S,. Trimery M obsahuji majoritni antény Lhcbl, Lhcb2
a Lhcb3. Nejvétsi superkomplex C2S2MzLi2 byl nalezen u Spenatu (Spinacia oleracea),
kde superkomplex C>S:M> obsahuje navic jeden nebo dva volné (,,loosely*) vazané trimery
LHCII (L1-2) (Obr. 3) (Huang a kol. 2013, Boekema a Semchonok 2019).

Superkomplexy LHCII-PSII  jsou Vv granech vétSinou uspofadany nahodné,
ale za urcitych podminek spolu mohou interagovat za vzniku dvoudimenzionalnich krystalti

nebo megakomplex.
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Obr. 3: Schéma uspoiadani C,S;M; superkomplexu, ktery se typicky vyskytuje u Arabidopsis thaliana
a dalSich krytosemennych rostlin. Lhebl, Lheb2 a Lheb3 se ndhodné kombinuji za vzniku LHCII-
trimeru: LHCII-trimer S — silné vazany a LHCII-trimer M — stfedné silné vazany. S-trimer asociuje
s monomerem Lhcb5, ktery se vaze k podjednotce jadra (PSII core) CP43. M-trimer je ptipojen
k monomerim Lhcb4 a Lhcb6. Lheb4 se vaze k podjednotce jadra CP47. Pievzato a upraveno
z Ballottari a kol. (2012).

2.2.2.1.1 Dvoudimenzionalni krystaly

Krystalové struktury mohou vytvaret 3 typy superkomplext (C2Sz, C2S2M, C2S2My>) a vznikaji
za predpokladu separace od ostatnich membranovych proteint (Koutil a kol. 2016) (Obr. 4).
Na jejich tvorbé se podileji rlizné faktory jako je snizend teplota, nizka intenzita osvétlent,
nedostatek PsbS proteinu a nékterych Lhcb proteinii nebo vysoka koncentrace cukri
a specifické pH pufru. Dle Kirchhoffa a kol. (2013) je organizace do semikrystalickych domén
strategii k pfekonani problému pieplnéné tylakoidni membrany pii nizkém osvétleni.
Pii nizkém osvétleni rostliny dochazi ke zvySeni poctu svétlosbérnych komplext (LHCII)
a zaroven ke sniZeni obsahu PSII a komplexu cytochrom bsf, naopak za vyssiho osvétleni se
snizuje pocet LHCII a zvySuje pocet PSII a komplexu cytochrom bef. U rostlin vystavenych
osvétleni vyssi intenzity byl pozorovan ubytek krystalickych domén (Kirchhoff a kol. 2007,
Kirchhoff a kol. 2013). Zvysena tvorba krystalickych domén byla pozorovana pii nedostatku
¢i Vv nepiitomnosti proteina PsbS, Lhcbh5 a Lhcb6. Pii absenci Lheb4 proteinu vykazoval PSIT
superkomplex jiné uspotfadani. Pii nedostatku Lhcb1 a Lheb2 bylo uspotadéani PSII komplexti
podobné jako u kontrolniho vzorku (Goral a kol. 2012, Tlikova a kol. 2021).
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Obr. 4: Priklady elektronovych mikrosnimkil negativné obarvenych granalnich membran izolovanych
z Arabidopsis thaliana znazornujici nahodnou (a) a uspofadanou (b) organizaci PSII komplexa. Bilé
Sipky ukazuji na jaderné komplexy PSII. Obrazek (c) ziskany obrazovou analyzou zobrazuje podoblast
uspotadanych domén superkomplexti PSII vybranou z elektronového snimku. Prevzato z Koufil a kol.
(2013).

2.2.2.1.2 Megakomplexy

LHCII-PSII superkomplexy se mohou spojovat a vytvaiet megakomplexy jako napiiklad CsS4
slozeny ze dvou C2S; superkomplexti nebo C4S4Maz-4 slozeny ze dvou C2S2M ) superkomplext
(Huang a kol. 2013). Nosek (2017) pozoroval u Arabidopsis thaliana fadu megakomplext
slozenych ze dvou PSII superkomplexi paralelné¢ propojenych pres jaderné komplexy,
M trimery, Lhcb5 a Lhcb6 proteiny. Jako prvnimu se mu podafilo detekovat
také megakomplexy s neparalelné orientovanymi superkomplexy (Obr. 5). Pro formaci obou
typi megakomplexi se zdd byt nejpodstatn€jsi Lhcb5 protein. Dynamicka
formace/dezintegrace megakomplexd ziejm¢ fidi vyuziti absorbované energie PSII
superkomplexy.

Huang a kol. (2013) zjistili, ze protein THF1 (thylakoid formation 1) objeveny
u A. thaliana interaguje sSLHCII a hraje podstatnou roli pii degradaci LHCII-PSII
megakomplext béhem senescence indukované tmou. U mutanti A. thaliana s deficienci THF1
(thfl) byla ibéhem indukované senescence detekovana pfitomnost LHCII-PSII
megakomplextd, pficemZ soufasné byl opozdén rozpad chlorofylu. Ztoho se usuzuje,
ze degradace chlorofylu vyzaduje ptedchozi rozklad PSII-LHCII komplexi.

Schwarz a kol. (2018) prokazali existenci komplexi PSI-LHCII ve stromalnich
lamelach. Bylo objeveno, Ze se tyto komplexy tvoii v reakci na vysokou intenzitu svétla
a béhem starnuti. Autofi zjistili, ze rychla a dynamické reorganizace komplexti PSI-LHCII
Vv reakci na ménici se intenzitu svétla zavisi na fosforylaci PSII a zda se, ze zahrnuje tvorbu
komplext PSI-PSII-LHCII.

Mechanismus degradace megakomplexii a superkomplext je doposud neznamy.
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Obr. 5: Strukturalni modely PSIT megakomplexti u Arabidopsis thaliana. Na obrazcich (a—f) jsou
znazornény megakomplexy se dvéma paralelné orientovanymi PSII superkomplexy, zatimco
na obrazcich (g—m) jsou megakomplexy se dvéma neparalelné orientovanymi PSII superkomplexy.
Pievzato z Nosek (2017).

2.2.3 Fotosynteticky aparat a listova senescence

Listova senescence je degenerativni proces, béhem kterého se rozpadaji bunécné organely
a makromolekuly (proteiny, nukleové kyseliny, lipidy). Vzniklé katabolity jsou pak z listl
remobilizovany do jinych tkani, nejéastéji reprodukénich organt a novych listi (Guo a kol.
2021). Prvnimi degradovanymi organelami béhem senescence jsou chloroplasty obsahujici
az 70 % veskerych listovych proteint. Jejich degradace je zapocata zménou struktury a obsahu
gran a formaci tzv. plastoglobuli (lipoproteinové ¢astice). V ramci protein tylakoidni
membrany dochazi nejprve k rozpadu komplext cytochrom bef, poté i obou fotosystému (PSI,
PSII), svétlosbérnych komplexti, a nakonec ATP-syntasy (Noodén a kol. 1997). Nejdéle

neporusené zustavaji struktury jadra a mitochondrii.
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Degradaci chloroplasti doprovazi degradace chlorofylu a dalSich proteinti nachézejicich
se v chloroplastech jako napf. ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa (enzym Rubisco)
nebo protein vazajici chlorofyl a/b (CAB) (Lim a kol. 2007).

Degradace chlorofylu zadina pfeménou chlorofylu b na chlorofyl a
béhem dvoustupniové reakce katalyzované chlorofyl b reduktasami NYC1 (non-yellow coloring
1) aNOL (NYCI1-LIKE) za vzniku 7-hydroxymethyl chlorofylu a, ktery je v dal$§im kroku
preménén pomoci enzymu hydroxymethyl Chl a reduktasy (HCAR) na chlorofyl a. Enzym
NYE (non-yellowing) (jinak stay-green, SGR) s Mg-dechelatasovou aktivitou degraduje
chlorofyl a na feofytin a. V dalsim kroku (tzv. defytylaci) vznika z feofytinu a za katalyzy
feofytinasou (PPH) feoforbid a (Pheide a). Feoforbid a se spomoci enzymu Pheide a
oxygenasy (PAO) méni na tzv. Cerveny chlorofylovy katabolit (RCC; red chlorophyll
catabolite), ktery se vlivem RCC-reduktasy (RCCR) ptevadi na primarni fluorescencni
chlorofylovy katabolit (pFCC; primary fluorescent chlorophyll catabolite). Fluorescen¢ni
fylobiliny (pFCC a hydroxyl-pFCC) jsou transportovany do cytosolu, kde podléhaji riznym
upravam — U Arabidopsis thaliana napt. probiha demethylace pFCC katalyzovana
methylesterasou 16 (MES16), nebo deformylace pFCC na pFDCC pomoci CYP89A9.
Modifikované FCCs nasledné vstupuji do vakuoly, kde jsou v disledku kyselého pH pfemény
na nefluorescenéni chlorofylové katabolity (NCCs), popi. nefluorescencni chlorofylové
katabolity dioxobilanového typu (DNCCs) (Obr. 6). Pfenos kataboliti ze senescentnich
chloroplastti (gerontoplastit) do vakuoly zprostiedkovava transportni systém zavisly na ATP

(Hortensteiner 2006, Rios a kol. 2014, Kuai a kol. 2018).
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Obr. 6: Schéma PAO/fylobilinové drahy degradace chlorofylu v listech vyssich rostlin. (A) Prvni ¢ast
drahy, kde dochazi k postupné preméné chlorofylu na hydroxy-pFCC. Uvedené reakce probihaji uvnitf
chloroplastu. (B) Druha ¢ast drahy, kde dochazi k reakcim modifikujicim pFCC/hydroxy-pFCC.
Tyto reakce probihaji mimo chloroplasty a vedou ke vzniku rozmanitych fylobilini. Enzymy MES16
a CYP89A9 jsou specifické pro Arabidopsis thaliana, ostatni enzymy byly objeveny u riznych
rostlinnych druht. Pievzato z Kuai a kol. (2018).

Degradace chlorofylu je tzce spojena s rozpadem pigment-proteinovych komplext
a degradaci CAB. Kritickou roli pravdépodobné hraje chlorofyl b reduktasa, ktera rozklada
chlorofyl b, ¢imz dochazi k destabilizaci a zptistupnéni CAB proteasam.

Chen a kol. (2021) analyzovali pomoci imunoblottingu zmény obsahu vybranych
proteint fotosystémt I a II u WT asgr mutanta (mutace v genu STAY-GREEN (SGR)
kédujicim Mg?*-dechelatasu) rostliny A. thaliana béhem piirozené senescence a senescence
indukované zatemnénim. Pfi pfirozené senescenci byla u WT intenzita proteinovych prouzkt
na gelu u sedmitydennich rostlin snizena, v 9. tydnu jiz bandy nebyly téméf viditelné. U sgr
byly i v 9. tydnu pozorovany prouzky pro proteiny jaderného komplexu PSI (CPI a PsaD),
Lhcal, Lhch2 a Lhcb4, proteiny jaderného komplexu (CP43 a D1) a komplex cytochrom bef jiz
nebyly detekovany. Podobné vysledky jako v devititydennich, ptirozené stdrnoucich rostlinach

byly pozorovany u oddélenych listii WT a sgr inkubovanych 7 dnti ve tmé. Studie ukazala, ze
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i kdyz byla potlacena degradace chlorofylu, nebyl zpomalen rozpad PSII a PSII vykazoval
mensi stabilitu nez PSIL.

Yang a kol. (2019) pozorovali ve své praci zabyvajici se degradaci chlorofylu 7. den
po zatemnéni oddé€lenych listt u WT A. thaliana ztratu proteind jaderného komplexu PSI
(PsaA/B) 1 PSII (D1), LHCI (Lhcal, Lhca2, Lhca3) a LHCII (Lhcb6, Lhcb4), ztistal vSak patrny
band pro Lhcbl. Rosiak-Figielek a Jackowski (2000) analyzovali pomoci imunoblottingu
ubytek jednotlivych Lheb proteinti u je¢mene setého (Hordeum vulgare L.) béhem senescence
indukované zatemnénim. Po 6 dnech inkubace listi je¢mene ve tmé byl pozorovan ubytek
obsahu proteinu Lheb2.1 0 80 % a Lheb3 o 58 %. Obsah proteini Lheb1, Lheb4 a Lheb6 byl i
6. den téméf shodny s obsahem téchto proteini v ¢erstvych listech (0. den). U Lheb2.2 a Lheb5
dokonce doslo po 6. dnech inkubace ve tmé k naristu jejich obsahu o 81 a 20 %.

Poradi degradace fotosystému ziejmé zavisi na rostlinném druhu. Zatimco u javoru
nastup degradace PSI, u tabaku virginského (Nicotiana tabacum) a husenic¢ku rolniho
(Arabidopsis thaliana) byl naopak PSI ve srovnani s PSII stabilngjsi (Chen a kol. 2021).

Kromeé proteolytickych enzymt Stépicich D1 protein reakéniho centra PSII nejsou
konkrétni proteasy zodpovédné za degradaci proteini jaderného komplexu znamy
(Hortensteiner 2006). Degradace podjednotky D1 probihd ve dvou krocich. Nejprve dochazi
pisobenim proteasy DegP2 k rozstépeni tohoto proteinu na dva fragmenty (o velikosti 10 kDa
a 23 kDa), které nasledné rozkladaji proteasy FtsH rodiny (Adam a Clarke 2002). Na degradaci
svétlosbérného systétmu LHCII se podili napf. serinové a cysteinové proteasy,
glutamyl endopeptidasy (odstépuji N-konce peptidi podjednotky Lhcbl) nebo
metaloproteinasy vazajici zinek (objeveny pfi pozorovani rozpadu podjednotky Lhcb3). O
degradaci LHCII a jeji regulaci se stale vi velmi malo (Hortensteiner 2006, Forsberg a kol.
2005, Zelisko a Jackowski 2004).

Kromé¢ zminénych proteas se degradace proteini chloroplasti dale mohou ucastnit
tzv. vakuoly asociované se senescenci (SAVs; specifické lytické tvary slouzici k degradaci
proteinti chloroplast béhem senescence), ubiquitin/proteasomovy systém (proteiny urcené
k zaniku  jsou oznafeny a nasledné rozlozeny), téliska obsahujici Rubisco
(RCBs, Rubisco-containing bodies), autofagie celych chloroplasti a dalsi (Ali a kol. 2018).

Degradaci chloroplasti pochopitelné doprovazi inhibice fotosyntézy. Ta je zpisobena
potlac¢enim Calvin-Bensonova cyklu (sekundarni fotosynteticka faze) a primarni fotosyntetické
reakce na tylakoidnich membranach. Inhibice Calvin-Bensonova cyklu souvisejici zejména

s poklesem aktivity a obsahu enzymu Rubisco vétSinou predchdzi zastaveni primarnich
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fotosyntetickych reakci vCetné PSII fotochemie. Prednostni inhibice stromalnich reakci pak
ziejm¢ vede k akumulaci ROS a oxidativnimu poSkozeni chloroplasti i celych bunék
Vv disledku nerovnovahy mezi tvorbou a spotiebou elektronti v elektronovém transportnim
fetézci (Camp akol. 1982, Grover 1993, Spundové a kol. 2005a, VI¢kova a kol. 2006,
Sobieszczuk-Nowicka a kol. 2018).

2.3 Chlorofylova fluorescence

Meéfteni chlorofylové fluorescence je jednou z nejpouzivanéjsich technik v rostlinné fyziologii
a ekofyziologii (Maxwell a Johnson 2000). Vyuziva se obzvlast’ pii studiu vliva abiotickych
a biotickych faktorti na rizné aspekty fotosyntetické aktivity a ukazuje se byt pfinosna
také pfi studiu reakci na svétlo, jakozto dulezitého regulacniho faktoru fotosyntézy
(Serddio a kol. 2017).

Po absorpci svételné energie listem muze dojit ke tfem procesum, a to k fotosyntéze
(fotochemie), chlorofylové fluorescenci nebo disipaci energie ve formé tepla (Maxwell
a Johnson 2000) (Obr. 7). Mezi témito tfemi zminénymi procesy dochazi ke kompetici.
Jakékoli zvySeni ucinnosti jednoho procesu vede ke snizeni vytézku ostatnich dvou
(Misra a kol. 2012). Na chlorofylovou fluorescenci je vyuzito pouze 1-2 % absorbované
svételné energie. Fluorescenéni spektrum se 1iSi od absorpéniho posunem piku emise
fluorescence oproti piku absorpce svétla smérem k vyS$§im vinovym délkam. Chlorofylova
fluorescence podava informace o stavu fotosystému II, konkrétnéji o rozsahu, v jakém vyuziva
energii absorbovanou molekulami chlorofylu a pfipadné v jakém rozsahu je PSII poskozeny

prebytkem svétla (Maxwell a Johnson 2000).
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Obr. 7: Mozné procesy, ke kterym mize dojit po absorpci svételné energie listem. Jakmile chlorofyl
absorbuje svételné zafeni, prechazi ze zdkladniho stavu do singletového excitovaného stavu (XChl®).
Existuje nékolik zptisobd, jak relaxovat zpét z excitovaného do zakladniho stavu. Excitacni energie
muze byt re-emitovdna jako chlorofylova fluorescence, vyuzita k fotosyntetickym reakcim (qP,
fotochemické zhaseni) nebo disipovana ve formé tepla (NPQ, nefotochemické zhaseni). qP a NPQ
obecné snizuji mnozstvi vyzarované chlorofylové fluorescence. Chlorofyl v singletovém excitovaném
stavu (*Chl”) miize piechazet do tripletového excitovaného stavu (*Chl”). 3Chl” mé4 schopnost pienaset
energii na kyslik a excitovat ho do singletového excitovaného stavu (*0."), pficemz 'O." patii
mezi reaktivni formy kysliku (Miiller a kol. 2001). Pfevzato a upraveno z Misra a kol. (2012).

Jednim  znejvyuzivanéjSich  pfistupl k métfeni chlorofylové  fluorescence
je fluorescenéni indukce, kterou popisuje tzv. fluorescenéni indukéni kiivka znadzornujici
zpoCatku rychly nartst fluorescence nasledovany pomalym poklesem fluorescence
az do ustaleného stavu. Na zakladé této skuteCnosti byly odvozeny dva typy metod.
Prvnim typem je méteni rychlého nastupu fluorescence v kratkém case a obvykle pii vysoké
intenzité excitaéniho svétla (rychlé fluorescen¢ni indukce), tento déj popisuje tzv. OJIP kiivka.
Druhym typem je méfeni celého pribéhu fluorescenéni indukce, které probiha po delsi casovy

usek a kdy jsou aplikovany rizné typy svétel (pomald fluorescenéni indukce) (Lazar 2015).

2.3.1 Rychla fluorescen¢ni indukce

Rychla fluorescenéni indukce je definovana jako nartst fluorescence chlorofylu zaznamenany
na piedzatemnéném rostlinném vzorku béhem prvnich jednotek sekund poté, co byl
tento vzorek vystaven kratkému ptsobeni zafeni (fadové sekundy). Pokud prabéh intenzity
fluorescence v rdmci rychlé indukéni kinetiky zndzornime v logaritmické ¢asové skale, ziskame
tzv. OJIP kiivku (Obr. 8). Bod ,,0* oznacuje pocatec¢ni fluorescenci a odpovida urovni zakladni
fluorescence Fo. Body ,,J* a ,,I odrazi kratkodobou rovnovahu mezi mnozstvim excitacni
energie absorbovaného zatfeni v PSII a pfenosem této energie pomoci redoxniho stavu chinoni.
Bod ,,P“ (angl. Peak) predstavuje maximalni dosazenou hodnotu (Fp, odpovidd maximalni
hodnoté fluorescence dosazené pii daném excitaénim svétle). Narast fluorescence chlorofylu

zurovné ,,0“ do trovné ,,P“ odrazi postupné hromadéni redukované¢ho chinonu (Qa)
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a pozastaveni elektronového transportu systémem pienaSecii v tylakoidni membrané
chloroplastu (Bartak 2011).
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Obr. 8: Prubéh rychlé indukéni kinetiky fluorescence chlorofylu znazornény pomoci kiivky OJIP.
Pievzato a upraveno z Xia a kol. (2019).

2.3.2 Pomala fluorescenéni indukce

Pomal4 fluorescenéni indukce se da definovat jako Casovd odezva fluorescence chlorofylu
ziskana na predzatemnéném listu béhem ozafeni trvajicim fadové jednotky az desitky minut.
Po ozafeni vzorku je detekovan velmi rychly nartst fluorescence na troven bodu P,
poté dochazi k postupnému poklesu do ustileného stavu na urovenn bodu T (Obr. 9).
Vzhledem k uvedenému ¢asovému rozsahu méfeni odrazi pomala fluorescenéni indukce kromé
primarnich (svételnych) reakci probihajicich v tylakoidni membrané¢ a nefotochemického
zhaSeni chlorofylové fluorescence také reakce sekundarni (temnostni) faze fotosyntézy

(Calvin-Bensontv cyklus) (Bartak 2011, Lazar 2015).

p

S

e

2 M

a

u 5

2

5 -

=

=

“m

E

(]

F T

=

-

c -

Elo
L L] L] L T b T L T L] T
0 60 120 180 240 200

cas [s]

Obr. 9: Typicky pribéh pomalé fluorescenéni kinetiky fluorescence chlorofylu zméteny
na predzatemnénych listech hrachu (Pisum sativum) vystavenych cEervenému svétlu o intenzité
40 pmol fotoni m2 5! znazornény pomoci tzv. OPSMT kiivky. Pievzato a upraveno z Lazar (2015).
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Zakladnimi parametry ziskanymi méfenim pomalé fluorescencni indukce (doplnénym

0 saturacni pulzy) a nezbytnymi pro vypocty nékterych dalSich parametrt jsou:

e Fo — minimalni intenzita chlorofylové fluorescence vzorku adaptovaného na tmu, kdy jsou
reakéni centra PSII oteviend a vSechny nefotochemické procesy Vv tylakoidni membrané
minimalizovany.

e Fm — maximalni intenzita chlorofylové fluorescence vzorku adaptovaného na tmu, kdy jsou
reakéni centra PSIl zaviend a vSechny nefotochemické procesy v tylakoidni membrané
minimalizovany.

e F(t) — aktualni chlorofylova fluorescence v ¢ase t indukovana ozafenim aktinickym svétlem,
kdy jsou reakéni centra PSIl ¢astecné zaviend a vSechny nefotochemické procesy
Vv tylakoidni membranég jsou do urcité miry aktivovény.

e Fvm'— maximalni intenzita chlorofylové fluorescence vzorku adaptovaného na svétlo, kdy
jsou reakéni centra PSIl zaviend a vSechny aktivni nefotochemické procesy v tylakoidni

membran¢ optimalizovany (Rohacek a Bartak 1999).

2.3.3 Parametry chlorofylové fluorescence a jejich zmény p¥i senescenci

Ke studiu zmén fotosyntézy (a to napt. i zmén fotosyntézy vyvolanych senescenci) se vyuZivaji

specifické parametry chlorofylové fluorescence, mezi néz patfi:

e Fv/Fm, ktery oznacuje maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII ve stavu adaptovaném
na tmu. Fv/Fm = (Fm — Fo)/Fm, kde Fm je maximalni intenzita a Fo minimalni intenzita
fluorescence vzorku adaptovaného na tmu. Za normalnich podminek se hodnota tohoto

parametru pohybuje okolo 0,8 a s postupujici senescenci klesa.

e O®p znamenajici efektivni kvantovy vytéZzek fotochemie PSII ve stavu adaptovaném
nasvétlo. ®p = (Fm'- Fg)/Fm’, kde Fm™ je maximalni intenzita fluorescence vzorku
adaptovaného na svétlo a F(y) je intenzita fluorescence v case t. ®p odrazi, kolik absorbované

svételné energie se vyuziva ve fotosyntetickych procesech. S postupujici senescenci klesa.

o Dnpo, ktery je oznaCenim pro kvantovy vytézek regulacniho nefotochemického zhéseni.

Rovnice vypoctu: ®npg = Fe/Fm'- Fp/Fm. U senescentnich rostlin v prvni fazi zpravidla
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narasta a v pozdéjsi fazi klesd. U velmi stresovanych rostlin nemusi ochranné
nefotochemické procesy témeétr vibec fungovat a dnpg mlze byt minimalni, vétSinou

soucasné s minimalnim ®p a vysokym @s,p.

e O¢p znalici kvantovy vytézek Kkonstitutivnich neregulacnich disipacnich procesa.
Rovnice vypoétu: ®@sp = Fg/Fm. U stresovanych vzorkti dochazi béhem fluorescenéni
indukce ke zpomaleni a inhibici standardniho poklesu, tj. ®fp vykazuje vys$si hodnoty
Vv ustaleném stavu. Tento pribéh nastava vétSinou az u hodné stresovanych vzorki a bere se

jako indikator vyrazného poskozeni PSII.

2.4 Arabidopsis thaliana a jeho ,,Jhcb* mutanti

Arabidopsis thaliana neboli husenicek rolni je jednoleta nebo ozima bylina s vyskytem témé&f
po celém svété. Doriistd vysky 5-30 cm. Lodyha je pfima a Casto vétvenda. Listy rostou
v piizemni ruzici. Kvéty tvofi hrozen a jsou bilé. Plodem je S$esule (Obr. 10).
Arabidopsis thaliana se fadi do celedi Brassicaceae neboli brukvovité, kterd zahrnuje také
ekonomicky dulezit¢ zemédelské plodiny jako je napf. zeli, brokolice, fedkev nebo fepka.
Vyuziva se jako modelovy organismus V molekuldrni genetice, fyziologii a biochemii rostlin
vzhledem Kk nasledujicim vlastnostem: mala velikost genomu (v roce 2000 se stal prvni
rostlinou, jejiz genom byl kompletné osekvenovan; sekvenace genomu husenicku odhalily
cca 26 000 strukturnich genil), maly pocet chromozomi (5), snadnd kultivovatelnost, kratky
zivotni cyklus (asi 6 tydntl), velky pocet potomk (z jedné rostliny az 1000 semen), schopnost
samospraseni i cizospraSeni a rozsahla kolekce mutantnich linii. Pro sviij kratky zivotni cyklus
a listy prochazejici snadno rozlisitelnymi vyvojovymi fazemi je Arabidopsis thaliana
oblibenym modelem také pro studium listové senescence (Hejny a kol. 2003,

https://www.arabidopsis.org/portals/education/aboutarabidopsis.jsp).
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Obr. 10: Zivotni cyklus Arabidopsis thaliana péstovaného za podminek 16 h svétlo/8 h tma.
(A) A. thaliana ekotyp Columbia-0 v riznych fazich zivotniho cyklu — od semene (vlevo dole) pies
semenacek (stafi 11 dni), vegetativni obdobi rostliny (stati 39 dni) az k reprodukénimu obdobi rostliny
(stafi 45 dni). Fotografie (B) znazorniuje kvét, (C) pylové zrno a (D) zralou Sesuli (vlevo: zaviena SeSule;
vpravo: oteviena SeSule s nékolika semeny). Prevzato a upraveno z Kriamer (2015).

Pti ptipravé knockout mutanti Arabidopsis thaliana se nejcastéji vyuziva metoda
inzeréni mutageneze pomoci transferové DNA (T-DNA) pochazejici z Ti-plazmidu, ktery se
vyskytuje u Agrobacterium tumefaciens. Dalsi moznosti pfipravy knockoutll je pouziti
transpozont (Dostalova 2020). Nésledujici podkapitoly pojednévaji o ,,lhcb* knockout
mutantech rostliny Arabidopsis thaliana pouzitych v ramci experimentalni ¢asti této diplomové

prace.

2.4.1 koPshS

Funkce PsbS proteinu zkoumali Li a kol. (2000) prostfednictvim tzv. npg4 mutanta, Ktery
postrada pravé tento protein. Npg4 mutant vykazoval vyrazny defekt v qE (zhaseni zavislé
na energii) slozce NPQ. Bylo zjisténo, ze u n¢j nedochazi ke konformac¢nim zménam Vv ramci
tylakoidni membrany zavislym na pH a zeaxantinu, které jsou nezbytné pro qE. Celkovy obsah
zeaxantinu byl vSak v normé&. Absorpce svétla a fotosyntéza nebyly zjevné ovlivnény.

Maximalni kvantovy vytézek PSII stanoveny méfenim chlorofylové fluorescence vykazoval
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normalni hodnoty. Rostlina tohoto mutanta byla vzhledové k nerozeznani od rostlin
standardniho genotypu (WT). Byly u néj pfitomny vSechny periferni svétlosbérné antény PSII
Lhcb1l-Lhcb6. Touto studii se autorim podafilo potvrdit ucast PsbS proteinu pfi iniciaci
nefotochemického zhaseni slouziciho k fotoprotekci rostliny.

Prace od Caffari a kol. (2009), jez se zabyvala jednotlivymi komponentami fotosystému
II, ukézala, ze PsbS protein stabilné neasociuje s PSII superkomplexem a jeho piitomnost
tak zfejm¢ neovliviiuje interakce mezi jadrem a vnéjSimi anténami, vyskyt tohoto proteinu je
pak v ramci superkomplexu bud’ prechodny, nebo je lokalizovan periferné v membranovych
oblastech obohacenych o LHCII.

Wang a kol. (2015) zkoumali funk¢éni zmény u vybranych mutanti s deficienci proteint
fotosyntetického aparatu rostliny Arabidopsis thaliana b&hem piirozené a senescence
indukované tmou, kdy jednim s testovanych genotypd byl mutant s deficienci PsbS proteinu.
Béhem pfirozené senescence nebyly u koPsbS pozorovany ve srovnani s WT rozdily v obsahu
chlorofylu ani mnozstvi ROS. Doslo vSak ve srovnani s WT k vyraznému poklesu hodnot
parametrii chlorofylové fluorescence qN (koeficient nefotochemického zhaSeni) a @p,
u parametru 1 - P byly hodnoty zvySeny. V ramci experimentu byla senescence indukovana
zatemnénim rostlin po dobu 3, 7 a 10 dnti, kdy nejvysSich pokles obsah chlorofylu byl u vSech

genotypll pozorovan pii zatemnéni po dobu 10 dnt.

2.4.2 koLhcb3

Ve srovnani s WT nevykazoval koLhcb3 rozdily v rychlosti ristu ¢i obsahu fotosyntetickych
pigmentt. Dale nebyly pozorovany zadné rozdily v hodnotach parametri Fo, Fm, Fv/Fm, QP
a ®PSII, coz naznacuje, ze funkce PSII u tohoto mutanta nebyla nijak ovlivnéna. Analyza
rychlosti oxidace P700 ukazala, ze ve srovnani s WT nedoslo k zadnym vyznamnym zménam
ve funkéni velikosti PSI antén. Prozkoumavéna byla také formace a relaxace qE, pficemz
absence Lhcb3 se vyrazné neprojevila na kinetice ani celkové amplitudé qE (Damkjer a kol.
2009). Dalsi analyza ukazala, ze neptitomnost Lhcb3 byla kompenzovana zvySenym vyskytem
podjednotek Lhebl a Lheb2, pricemz tvorba superkomplexu C2S:M: byla zachovana. Pozice
M trimeru byla v C2S2M; pozménéna, ale jeho vazba (i kdyz velmi slaba) k C, byla stale
zprostifedkovana pomoci Lhcb6 (Damkjer a kol. 2009). Ilikova a kol. (2021) zaznamenali
pritomnost PSII superkomplext typu C2S2/CoSM a CaSaM, vyskyt C2S2M2 superkomplexu
vsak nepozorovali. Obrazova analyza odhalila dokonce dvé formy superkomplexu C2S:M.

U prvni formy (tvofila asi 90 %) se M trimer vazal k jadru PSII pomoci podjednotek Lhcb4 a
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Lhcb6. Tato forma superkomplexu byla podobna C2S;M piitomnému u WT, jedinym rozdilem
byla zména polohy M trimeru vzhledem Kk S trimeru (pootoc¢eni asi o 10°). U druhé formy se M
trimer vazal k jadru PSII pouze pomoci podjednotky Lhcb4. Podrobnéjsi analyza této formy
superkomplexu odhalila, ze pozice normaln¢ obsazena Lhcb6 proteinem byla prazdna.
Struktura této formy superkomplexu se velmi podobala C2S;M superkomplexu piitomnému u

smrku ztepilého (forma ,,smrkového typu“) (Obr. 11).

Ihcb3 - C,S,M
WT-C,S.M Ihcb3 - C,S,M (smrkovy typ) smrk -C,S,M

jaderny komplex

& LHCB4
=P . »
£ M trimer = LHCBS5

£% s trimer 4 LHCB6

Obr. 11: Strukturalni modely superkomplexu typu C>S:M u WT, koLhcb3 (Arabidopsis thaliana) a
smrku (Picea abies). Pfevzato a upraveno z Ilikova a kol. (2021).

2.4.3 koLhch6

Rostliny koLhch6 byly ve srovnani s WT mensi, avSak hladiny fotosyntetickych pigmentt byly
piiblizné stejné (Kovacs a kol. 2006, de Bianchi a kol. 2008). Byly naméfeny mirn¢ snizené
hodnoty parametru Fv/Fm a zvySené hodnoty parametru Fo. Vzhledem k absenci minoritni
antény Lhcb6 doslo pravdépodobné k oslabeni vazby mezi M trimery a jadrem PSII, a tak
k méné efektivnimu ptenosu energie do reakénich center PSII, coz vysvétluje zvyseni hodnot
parametru Fo. Dale bylo pozorovano dramatické sniZzeni hodnot parametru NPQ. Kovacs a kol.
(2006) na zaklad¢ téchto vysledka vyslovili hypotézu, ze Lhcb6 pifimo interaguje s PSbS
proteinem a hraje tak podstatnou roli pti NPQ. Tato hypotéza neodpovida vysledkiim prace
Dostalova (2020), kdy byl u prubéhu NPQ koLhcb3koLhcb6 pozorovan typicky pocatecni
narust (jako u WT), zatimco u koLhch3koLhcb6koPsbS se hodnoty drzely velmi nizko, z ¢ehoz
bylo zifejmé, Ze PsbS protein hraje dilezitou roli pfi indukci NPQ i u mutanti bez Lhcb6.
Ukazalo se, ze byl omezen pienos elektront v ramci PSII, a to v oblasti mezi Qa a komplexem
cytochrom bef. Dale byl u koLhch6 pozorovan zvyseny vyskyt podjednotek Lhcbl a Lheb2 a
mirn¢ snizeny pocet Lhcb3 podjednotek. Hlavnim typem superkomplexu vyskytujicim se u
koLhcb6 byl C>Sz, tvorba C2S2M> superkomplexu nebyla pozorovana, z ¢ehoz bylo usouzeno,
ze Lhcb6 je dulezity provazbu M trimeru k Cz. C2S; mél schopnost organizace do
semikrystalickych domén (Kovacs a kol. 2006, de Bianchi a kol. 2008, Chen a kol. 2018,
Dostalova 2020, Ilikova a kol. 2021). Podle de Bianchi a kol. (2008) nebylo naruSeni
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fotosyntézy primarné zptsobeno ztratou Lhcb6 proteinu, ale usporadanim velké casti PSII
praveé do semikrystalickych domén, coz miize omezovat difuzi plastochinonu (PQ) mezi PSII a
PSI.

2.4.4 koLLhch3koLhcb6

Prirozené doslo ke ztrat¢ podjednotek Lhcb3 a Lhcb6 u smrku ztepilého (Picea abies),
vysledkem ¢ehoz je vznik unikatni struktury C»S;M> superkomplexu. Ilikova a kol. (2021)
provedli strukturni a funk¢ni charakterizaci PSII superkomplexti u mutantd Arabidopsis
thaliana koLhcb3, koLhch6 a koLhcb3koLhch6, aby prozkoumali moznost tvorby PSII
superkomplexu ,,smrkového typu“ také u krytosemennych rostlin.

Rostliny koLhch3koLhch6 byly ve srovnani sWT viditelné mensi, obsah
fotosyntetickych pigmentl vSak byl téméf shodny. Pouzitim hmotnostni spektrometrie bylo
zjisténo, Ze ztrata Lhcb3 a Lheb6 proteini vede ke zvySeni zastoupeni podjednotek Lhcbl
a Lhcb2. Hlavnim pozorovanym typem PSII superkomplexu byl C2S», pficemz byl (z 80—100
%) organizovan do semikrystalickych domén. PSII superkomplexy ,,smrkového typu* nebyly
u tohoto dvojitého mutanta pozorovany, i pfesto se zde ziejmé mohou vytvaret. Autofi chtéli
zjistit, zdali se volné M trimery nevazou k PSII v ramci semikrystalickych domén, a proto se
rozhodli odhadnout efektivni velikost anténniho komplexu PSII pomoci méfeni indukénich
ktivek fluorescence chlorofylu. Hodnoty parametru Fv/Fm byly sniZzeny, coZ bylo dano vys§imi
hodnotami Fo a niz§imi hodnotami Fm. Za zvySeni hodnot parametru Fo byly pravdépodobné
zodpovédné nenavazané LHCII. Efektivni velikost antén stanovena z O-J faze OJIP kiivky
(TRo/RC parametr) vsak vykazovala zvySeni, coz napomohlo k vyvozeni zavéru, ze volné
LHCII (v€etné M trimert) jsou n¢&jakym zpusobem funkéné propojeny s PSII
semikrystalickymi doménami. Déle tito mutanti vykazovali rychlou aktivaci tzv. fotosyntetické
kontroly (tj. zpomaleni toku elektrontl na urovni komplexu cytochrom bef v dtisledku okyseleni
lumenu tylakoidii vyvolaného cyklickym tokem elektronti okolo PSI), ktera muze chranit PSI
pted fotoinhibici pfi nahlém zvyseni intenzity svétla. Mutanti vykazovali také rychlou indukci
NPQ chranici PSII pted preexcitovanim. Oba pozorované jevy jsou pravdépodobné spojeny
S prechodnym omezenim transportu elektront mezi PSII a PSI zplisobenym semikrystalickym

uspotradanim PSII superkomplexu C,S; (Ilikova a kol. 2021).
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2.4.5 koLLhch4.1koLhcb4.2koLhcb4.3

Vliv absence Lhch4 proteinu na makrostrukturu PSII a na fotoprotekci zkoumali de Bianchi a
kol. (2011). S ohledem na standardni genotyp (WT) koLhcb4 nevykazoval vyznamné sniZeni
rastu. KoLhcb4 se nelisil od WT v obsahu chlorofylu vztazeného na plochu listu a poméru
Chl/Car, dosla vsak ke snizeni hodnot poméru chl a/b. Analyza fluorescen¢ni indukce u listd
adaptovanych na tmu tohoto mutanta odhalila zvySené hodnoty parametru Fo a snizené hodnoty
parametru Fv/Fm ve srovnani s WT. V nepfitomnosti proteinu Lhcb4 tedy dochazi k oslabeni
spojeni mezi jadrem a LHCII komplexem PSII a vice absorbované energie je pak emitovano
Vv podob¢ fluorescence. Funkce transportniho fetézce elektroni byla zachovéna.
Rostliny bez Lhcb4 vykazovaly snizenou kapacitu fotoprotekce pii vystaveni vysokému
ozafeni. Obvykle pfi absenci n&jaké podjednotky Lheb dochazi ve zvysené mite k akumulaci
jinych podjednotek, to vsak neplatilo u koLhch4, kde doslo dokonce ke ztraté Lhcb6
podjednotky. I pies ztratu téchto podjednotek dochézi ke vzniku C,S; a C2S,M2 superkomplex,
kde jsou vSak vyrazné¢ oslabeny vazby mezi jadrem a LHCII trimery a kdy dochazi k pozménéni
jejich tvaru. Autofi dosli k zavéru, ze protein Lhcb4 je podstatnou soucasti PSII slouzici

k udrzeni funkce i struktury tohoto fotosystému (de Bianchi a kol. 2011, Chen a kol. 2018).

2.4.6 koLhcb5

Chen a kol. (2018) sledovali u koLhcb4, koLhcb5 a koLhcb6 rostlin Arabidopsis thaliana jejich
vykonnost ve fotosyntéze a fotoprotekci. Mutantni rostliny koLhcb5 staré 4 tydny nevykazovaly
ve srovnani s WT redukci ve velikosti. Obsah chlorofylu a hodnoty parametrd Fv/Fm, ®PSII,
NPQ a gP byly podobné hodnotam pro WT. Podobné hodnoty NPQ u koLhcb5 a WT mohly
byt dany zvysenim hladiny PsbS proteinu u koLhcb5. Dtive bylo zjisténo, ze Lhcb5 mize hrat
roli pfi iniciaci ql (fotoinhibi¢ni zh&Seni, slozka NPQ) (Dall'Osto a kol. 2005). Vystaveni
rostliny svétlu vyssi intenzity bylo ve vétsi mife doprovazeno tvorbou ROS, zaroven doslo
ve srovnani se standardnim genotypem (WT) kakumulaci vétsiho mnozstvi antokyant.
Dall’Osto a kol. (2014) potvrdili podstatnou roli Lhch5 proteinu pti formaci PSII
superkomplexti (u mutantd Arabidopsis thaliana bez proteinu Lhch5 byly vazby mezi jadernym

komplexem a S trimery nestabilni).
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2.4.7 koLhch5koLhcb6

Jednim z mutantnich genotypt, pomoci kterého studovali Dall’Osto a kol. (2014) vliv absence
nékterych minoritnich svétlosbérnych antén na ptenos excitaéni energie, byl koLhcbh5koLhch6
(koCP26/24). Souhrnné autofi o tomto genotypu zjistili, Ze se u néj k jadernému komplexu PSII
pravdépodobné piimo pFipojuje jen jeden trimer, zatimco ostatni jsou volné rozptyleny v oblasti
superkomplexu, navzdory tomu byla pomérné¢ dobfe zachovana funkce elektronového
transportniho fetézce a Ctyitydenni rostliny nevykazovaly vyznamné snizeni riistu ve srovnani
s rostlinami standardniho genotypu (WT). De Bianchi a kol. (2008) pozorovali u tohoto
dvojitého mutanta zmény v zastoupeni majoritnich svétlosbérnych antén, kdy doslo u Lhcb3
k poklesu o 55 %, naopak Lhcbl a Lheb2 se zde vyskytovaly ve vy$$im poctu (nardst o 65 %
a 15 %). Zaregistrovan byl také pokles obsahu podjednotky Lhcb4 (CP29). Na zakladé
zvysenych hodnot Fo byl taktéz vyvozen zavér, ze je naruseno spojeni mezi jadrem PSII

a trimery LHCII.

2.4.8 koLhcb4.1koLhcb4.2koLhcb5 (,,NoM*; no minor antennae mutant)

Funk¢ni charakterizaci knockout linie NoM bez minoritnich svétlosbérnych antén Lhcb4.1,
Lhcb4.2 a Lhcb5 provedli v ramci své prace Dall’Osto a kol. (2014). Autofi napt. pozorovali,
7e &tyftydenni mutantni rostliny NoM (péstované za podminek: 100 pmol fotonti m?2s?, 23 °C,
8/16 den/noc) vykazovaly pomérné vyznamnou redukci riistu ve srovnadni se standardnim
genotypem (WT). Pozorovany byly také snizené hodnoty nékterych funkénich parametrt
jako napf. maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII ve stavu adaptovaném na tmu a obsahu
fotosyntetickych pigmentl. ZavéreCnym zjisténim této prace bylo, ze u NoM mutantl je
poruseno funkéni spojeni svétlosbérnych komplexit LHCII s jadry PSII a Ze minoritni antény
jsou nezbytné k formaci makrostruktur PSII. Townsend a kol. (2018) zjistili na zaklad¢ studia
nefotochemického zhéaseni u genotypu NoM, ze pro NPQ neni nutna pfitomnost minoritnich

svétlosbérnych antén.

2.4.9 koL hcb3koLhcb6koLhcb4.1koLhch4.2koLhcb4.3 (,,Penta®)

Tento genotyp byl poprvé piipraven Mgr. Ivou Ilikovou Ph.D. v Ustavu experimentalni

botaniky Akademie véd CR a doposud o ném nebyly zvefejnény zadné informace.
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2.5 Motivace diplomové prace

Mira a potadi degradace svétlosbérnych komplexti a dal§ich komponent fotosyntetického
aparatu zavisi na podminkach senescence a rostlinném druhu, pfiCemz mechanismus
této degradace doposud nebyl objasnén. Pii senescenci zpravidla nejprve dochazi k inhibici
reakci probihajicich ve stromatu a pozd¢ji i reakei probihajicich v tylakoidni membrané,
soucasné vSak hrozi nebezpeCi akumulace ROS a oxidativniho posSkozeni v disledku
nerovnovahy v pfijmu a vyuziti excitani energie. Rychlost, mira a pofadi degradace LHC
mohou byt dulezité vzhledem k potiebé zachovani nizké miry poskozeni chloroplasti a bun¢k
za ucelem efektivni recyklace latek pii senescenci. Je zndmo, Ze mutantni rostliny s deficienci
n¢kterych LHC maji ovlivnénou organizaci, funkci a stabilitu fotosyntetického aparatu,
nicméné jejich senescence dosud nebyla popsana. Vzhledem K témto skuteénostem se
ptedlozend diplomova prace vénuje vlivu deficience vybranych svétlosbérnych komplext

a PsbS proteinu na prabéh listové senescence Arabidopsis thaliana vyvolané zatemnénim lista.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Rostlinny material

Pfi provadénych experimentech byla pouzita modelova rostlina Arabidopsis thaliana L. Jednalo
se o rostliny genotypu WT (wild type; ekotyp Columbia, Col-0) a dalsich 9 genotypu
s deficienci genti kodujicich urcité proteiny fotosystému II, konkrétné:

— koPsbS,

— koLhcb5koLhch6 (v praci oznacovan jako koLhcb5,6),

— koLhch3,

— koLhch6,

— koLhcbh3koLhch6 (v praci oznacovan jako koLhcb3,6),

— koLhcb4.1koLhcb4.2koLhcb4.3 (v praci oznaovan jako koLhcb4),

— koLhchb5,

— koLhcb4.1koLhcb4.2koLhcb5 (v praci oznaCovan jako NoM; zkratka odvozena

z angl. no minor antennae mutant) a
— koLhcb3koLhch6koLhcb4.1koLhch4.2koLhch4.3 (v praci oznaovan jako Penta).

Seminka vySe uvedenych genotypt A. thaliana (poskytnuta Mgr. Ivou Ilikovou Ph.D.)
byla namocena do deionizované vody a inkubovana 3 dny Vv ledni¢ce pii teploté¢ 4 °C.
Nasledné byla seminka zaseta do malych kvétinacu se substratem Potgrond H (Klasmann-
Deilmann, Némecko) a zalita deionizovanou vodou. Kvétinace byly umistény do fytotronu
s péstebnimi podminkami: 8 h svétlo (100 pmol fotoni m s)/16 h tma, 22°C/20°C, relativni
vlhkost vzduchu 60 %. Rostliny byly pravidelné zalévany vodou z vodovodniho tadu.
Po 2-3 tydnech byly rostliny rozesazeny do vétsich kvétinach (7x7 cm) tak, aby se v kazdém
nachazela jen jedna rostlina. Od kazdého genotypu bylo takto napéstovano asi 15 rostlin.
Experiment byl proveden celkem tfikrat (v kvétnu 2021, v listopadu 2021 a v tinoru/bieznu
2022), a to s riznymi modifikacemi (viz. dale).

Po 6 tydnech bylo z rostlin kazdého genotypu oddéleno ptiblizné 12 listd
(vzdy 7.-9. list na rostling), které byly vlozeny po dvou do 6-jamkové mikrotitracni desticky,
kde se v kazdé jamce nachazelo 5 ml deionizované vody. Desticky s listy byly poté vlozeny
do vétsi krabice, ktera byla obalena ¢ernou folii a inkubovana pfi teploté 21 °C po dobu 5 dni.
V experimentu 2 bylo od kazdého genotypu oddé€leno a vloZzeno do mikrotitra¢nich desti¢ek
dalsich 12 listd, které byly inkubovany po dobu 5 dnid na kontinualnim svétle

(60 pmol fotonit m? s?) a teplotd 21 °C ve fytokomoie Algaetron (PSI, Ceska republika).
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V ramci experimentu 1 bylo u rostlin kazdého genotypu provedeno také individualni
zatemnéni vzdy dvou vybranych listti (IDL) pomoci alobalu. Rostliny s IDL byly umistény zpét
do fytotronu (8 h svétlo (100 umol fotoni m? s2)/16 h tma, 22°C/20°C, relativni vlhkost
vzduchu 60 %) po dobu 5 dni.

3.2 Chemikalie

Aceton (VWR chemicals, USA)
Uhlic¢itan hote¢naty (MgCQO3) (Sigma-Aldrich, USA)

3.3 Pristrojové vybaveni

DualPAM100 (Walz, Némecko)

FluorCam FC 800-0 (PSI, Drasov, CR)

Unicam UV 550 (Thermo Spectronic, Cambridge, Velka Britanie)
Centrifuga Sigma 3-30K (Sartorius, Némecko)

3.4 Software pro zpracovani vysledki

FluorCam (PSI, Drasov, CR)
Microsoft Office Excel (MS Office, USA)
ImageJ (online)

3.5 Statisticka analyza dat

Ke statistickému vyhodnoceni dat byl pouzit program Microsoft Office Excel (MS Office,
USA). Statisticka vyznamnost rozdilti mezi absolutnimi hodnotami z 0. a 5. dne u jednotlivych
genotypit byla vyhodnocena pomoci neparového t-testu. V grafickém zpracovani jsou

statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05) oznac¢eny nad jednotlivymi sloupci hvézdickou (*).
3.6 Pouzité metody

3.6.1 Analytické stanoveni obsahu chlorofylii a karotenoidi

Listy s ptidavkem MgCOs3 byly rozetfeny v tfeci misce. Nasledn¢ bylo pfidano 750 ul
vychlazeného 80% acetonu a ziskany homogenat byl ptelit do mikrozkumavky. Tteci miska

s tlouckem byly oplachnuty dalSimi 750 pl 80% acetonu, ktery byl se zbytky homogenatu

pfidan do mikrozkumavky. Ne&kolik takto pfipravenych homogenatii bylo centrifugovano
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po dobu 10 minut pii 6000 g a 4 °C. Ziskané supernatanty byly prelity do zkumavek se stupnici.
Supernatanty byly v piipadé potieby (tak, aby se absorbance u vlnové délky 663,2 nm
pohybovala v rozmezi hodnot 0,4-0,8) natfedény 80% acetonem. Celkovy objem v jednotlivych
zkumavkach byl zaznamenan. Dale bylo pomoci dvoupaprskového spektrofotometru Unicam
UV550 (Thermo Spectronic, Rochester, USA) provedeno spektrofotometrické stanoveni
absorbance pii vinovych délkach 470 nm, 646,8 nm, 663,2 nm a 750 nm. Tloustka sklenéné
kyvety byla 1 cm. Obsah jednotlivych pigmentd byl vypocitan podle rovnic dle Lichtenthalera
(1987):

Chlorofyl a:

12,25 -(A - A -2,79 (A - A -V -
chla = ( (Ase3,2— A750) - (As468— A750)) [ug'cm 2]

Chlorofyl b:

chlb = (21,5 -(Aga6,8= A7s0) —55’1 (A663,2— A750))-V [ug'cm'z]

Karotenoidy:

car = ((1000 - (Ag70 — Ay50)— 1,82 -échl a)— 85,02 - (chl b))/198)-V [ug'cm'z]

A oznacuje absorbanci pti danych vinovych délkach, V je objem chlorofylového extraktu v ml
a S je plocha listu v cm?, ktera byla zjisténa v programu ImageJ po obkresleni listii na folii.

S pomoci MS Excel byly dale vypocitany obsahy chl a + b a chl a/b.

Ptiprava chlorofylové extraktu i samotné spektrofotometrické stanoveni bylo provadéno

za slabého zeleného svétla.

3.6.2 Méreni parametri chlorofylové fluorescence

3.6.2.1 FluorCam

Béhem experimentti byly kontrolni listy pfed méfenim adaptovany 30 minut na tmu. Oddélené
listy byly svrchni stranou nahoru vyskladany na podlozku z ¢erného papiru (3—4 genotypy
najednou). V piipadé IDL byl ze zatemnovanych listi odstranén alobal a rostliny jednotlivych
genotypl byly po jedné umistovany pod CCD kameru pfistroje. Pfed spusSténim meéteni bylo
provedeno zaostieni kamery. Prace s listy byla provadéna pii slabém zeleném svétle. Pomoci
pulzii méficiho svétla byly zméfeny hodnoty parametru Fo, pomoci satura¢niho pulzu pak
hodnoty parametru Fm. Bylo zapnuto aktinické svétlo a v ¢asech 0,17, 0,5, 1,2, 3,4,5,6,7, 8,

9 a 10 minut byly aplikovany saturac¢ni pulzy umoziujici zméfeni Fm™ a stanoveni hodnot
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fluorescenc¢nich parametri béhem ptechodu fotosyntetického aparatu ze stavu adaptovaného
natmu do stavu adaptovaného na svétlo. Po 10 minutach bylo aktinické svétlo vypnuto
avcasech 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 a 20 minut (pocitano od zapnuti aktinického svétla)
byly aplikovany satura¢ni pulzy ke stanoveni hodnot fluorescen¢nich parametrii béhem jejich
relaxace ve tmée. V jednotlivych experimentech byla pouzita riizna intenzita aktinického svétla:

— Experiment 1: pfiblizné 1200 umol fotont m? s

—  Experiment 2: pfiblizné 200 umol fotonti m? s

—  Experiment 3: pfiblizné 800 umol fotonti m?2 s,

V ptipad€ méteni IDL (po 5 dnech od zatemnéni vybranych listll) vV ramci experimentu
1 byla z technickych a ¢asovych divodi pouzita zkracena procedura (piiblizné 7 minut bylo
zapnuto aktinické svétlo, saturacni pulzy byly aplikovany v ¢asech 3, 26, 49, 72, 95, 118, 141,
188, 235, 282, 352 a 422 sekund).

Po méteni byly oddélené listy vyfoceny. Stejny postup méfeni parametrti chlorofylové
fluorescence byl opakovan po 5 dnech inkubace ve tmé/na svétle na oddélenych listech
z mikrotitra¢nich desti¢ek. Po zméfeni fluorescenénich parametrti na piistroji FluorCam béhem
experimentt 1 a 2 byly listy uréené k nasledovnému stanoveni obsahu chlorofylt a karotenoidi
obkresleny na prithlednou folii, vloZzeny do 2ml mikrozkumavek, zmrazeny tekutym dusikem

a uchovany v mrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

3.6.2.2 DualPAM

Pro posouzeni funkce PSI bylo v ramci experimentu 3 pouzito méfeni oxidace P700 pomoci
pfistroje DualPAM100 (Walz, Némecko) béhem 3 min po spusténi aktinického svétla (Cervené
svétlo, 800 pmol fotontt m? s). V asech 11, 38, 70, 90, 120 a 180 sekund byly aplikovany
pulsy saturaéniho svétla (¢ervené, 10 000 pmol fotont m s) a pomoci piistrojového softwaru
vypocteny nasledujici parametry: Y(I) — efektivni kvantovy vytézek fotochemie PSI,
Y(ND) — kvantovy vytézek nefotochemické disipace energie dany limitaci na donorové strané
PSla Y(NA) —kvantovy vytézek nefotochemické disipace energie dany limitaci na akceptorové
strané PSI (Klughammer a Schreiber 2008). Kontrolni listy byly pfed samotnym méfenim
adaptovany na tmu po dobu 30 minut. Prace s listy byla provadéna opét pii slabém zeleném
svétle. Po zméfeni fluorescencnich parametrli na pfistroji DualPAM byly listy urcené
k nasledovnému stanoveni obsahu chlorofylti a karotenoidti obkresleny na pruhlednou folii,

vlozeny do 2ml mikrozkumavek, zmrazeny tekutym dusikem a uchovany v mrazicim boxu
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pii teploté -80 °C. Stejny postup méieni oxidace P700 a nasledného zamrazeni listi po méfeni

byl opakovan po 5 dnech na oddélenych listech z mikrotitranich desticek.
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4 VYSLEDKY

4.1 Experiment 1

V ramci experimentu 1 bylo provedeno analytické stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentt
a méteni parametrii chlorofylové fluorescence u oddélenych listl a individualné zatemnénych
(IDL) listti 10 genotypu rostliny A. thaliana L., a to bezprostiedné (0. den) a 5. den po oddéleni
a nasledné inkubaci ve tmé, nebo v ptipad¢ IDL 5. den po zatemnéni. Pfi méfeni chlorofylové
fluorescence pomoci piistroje FluorCam byly sledovany parametry Fv/Fwm, Fo, Fm, ®p, NPQ

a 1 - gP a bylo pouzito aktinické svétlo o intenzité 1200 umol fotont m2 s,

4.1.1 Oddélené listy

4.1.1.1 Obrazové zaznamy parametri Fv/Fm, Foa Fm

Maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII ve stavu adaptovaném na tmu (Fv/Fwm)
vyjadiujici funkénost PSII se u kontrolnich listi v§ech genotypt (0. den), s vyjimkou genotypu
NoM, pohyboval okolo hodnoty 0,8. U genotypu NoM byl parametr Fv/Fm sniZen na hodnotu
0,5 (ve srovnani s ostatnimi genotypy sniZeni asi o 40 %). Po inkubaci odd¢lenych listli 5 dnt
ve tmé doslo k poklesu parametru Fv/Fm u vSech genotypt na hodnoty 0,2-0,6. Nejvyssi pokles
byl pozorovan u genotypi koLhch6, koLhcb3,6 a NOM (ve srovnani s kontrolou snizeni
koPsbS a koLhcb3. Hodnoty Fv/Fm byly u jednotlivych listd inkubovanych 5 dnti ve tmé
heterogenni (Obr. 12, 13).
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Obr. 12: Zobrazeni parametru Fv/Fum v oddélenych listech 10 genotypt A. thaliana L. bezprostfedné
(0. den) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tme.
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Obr. 13: Naméfené a relativni hodnoty (v %) parametru Fv/Fm v oddélenych listech 10 genotypt
A. thaliana L. bezprostiedné (0. den, relativni hodnoty = 100 %) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci
ve tm&. Uvedeny priméry a SD, n = 6. Hvézdicky (*) oznacuji statisticky vyznamné odli§né hodnoty
od hodnot namétenych u Cerstvé oddélenych listi (0. den); hladina vyznamnosti p < 0,05.
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Minimalni intenzita fluorescence Fo se u pravé oddé€lenych listli vétSiny genotypa
pohybovala kolem hodnoty 1500. Mirn¢ vyssi hodnoty byly zaznamenany u koLhch6
a koLhcb3,6, vyrazné¢ vyssi hodnoty (4200) pak u genotypu NoM. U genotypi koLhch6
a koLhch3,6 pak byly pozorovany zvysené hodnoty tohoto parametru 5. den po inkubaci ve tmé
(az 0 30 %). U ostatnich genotypt byly 5. den naméfeny ve srovnani s 0. dnem nizsi hodnoty
parametru Fo. Hodnoty Fo byly u jednotlivych listd inkubovanych 5 dni ve tmé heterogenni
(Obr. 14, 15).
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Obr. 14: Zobrazeni parametru Fo v oddélenych listech 10 genotypt A. thaliana L. bezprostiedné (0. den)
a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tme.
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Obr. 15: Naméfené a relativni hodnoty (v %) parametru Fov oddélenych listech 10 genotypt A. thaliana
L. bezprostiedné (0. den, relativni hodnoty = 100 %) a 5. den po odd¢€leni a nasledné inkubaci ve tm¢.
Hvézdicky (*) oznaCuji statisticky vyznamné odlisné hodnoty od hodnot naméfenych u Cerstvé

oddélenych listl (0. den); hladina vyznamnosti p < 0,05.

Hodnoty parametru Fm (maximalni intenzity chlorofylové fluorescence vzorku
adaptovaného na tmu) byly 5. den (2000-4000) ve srovnani s 0. dnem (7000-9000) sniZeny
0 40 (koLhcb3,6) az 80 % (NoM). U parametru Fm nebyly 0. ani 5. den pozorovany zadné vétsi

rozdily mezi jednotlivymi genotypy. Hodnoty Fm byly u jednotlivych listl inkubovanych 5 dnti

ve tm¢& heterogenni (Obr. 16, 17).
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Obr. 16: Zobrazeni parametru Fm Vv oddélenych listech 10 genotypt A. thaliana L.

(0. den) a 5. den po odd¢leni a nasledné inkubaci ve tme.
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Obr. 17: Naméfené a relativni hodnoty (v %) parametru Fm Vv oddélenych listech 10 genotypti A. thaliana
L. bezprostiedné (0. den, relativni hodnoty = 100 %) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé.
Uvedeny praméry a SD, n = 6. Hvézdi¢ky (*) oznacuji statisticky vyznamné odlisné hodnoty od hodnot
naméfenych u Cerstvé oddélenych listl (0. den); hladina vyznamnosti p < 0,05.

4.1.1.2 Obsah fotosyntetickych pigmenti

Pomoci spektrofotometrické analyzy byl u kontrolnich oddélenych lista (0. den) a listd,
u kterych byla zatemnénim indukovana senescence (5. den), stanoven soucet obsahi chlorofylii
a + b, pomér chlorofyld a/b a obsah karotenoida (Obr. 18).

Hodnoty obsahu chlorofylu (chl a + b) vztazeného na plochu listu se 0. den pohybovaly
piiblizné vrozmezi 11 az 19 pg/cm? nejvyssi obsah byl zjistén u genotypu Penta.
Paty den doslo k poklesu a hodnoty se pohybovaly mezi 4 az 10 pg/cm?, coz predstavuje pokles
0 30-70 %.

U hodnot poméru chlorofyld a/b nebyly 0. den pozorovany zadné vétsi rozdily
mezi jednotlivymi genotypy. Paty den nastalo zvySeni tohoto poméru u vSech genotypt (u
koLhcb6, koLhch3,6 a NoM statisticky nevyznamné) kromé genotypu Penta, k nejvysSimu
naristu doSlo u genotypt koLhcb6, koLhch4 a koLhcb5. Vyssi hodnoty u listd z5. dne
znamenaji, ze béhem inkubace ve tmé se rychleji degradoval chlorofyl b, a tedy i svétlosbérné
komplexy, neZ chlorofyl a, ktery se nachézi 1 v reak¢nich centrech.

Pti analyze obsahu karotenoidii byly 0. den zaznamendny hodnoty v rozmezi
2-3,5 ng/cm?. Nejvyssi obsah byl stejné jako v piipadé chlorofylu zjistén u genotypu Penta.
P4ty den doslo k poklesu obsahu karotenoidii ptriblizné o 20-60 %, pfic¢emz nejvice obsah

karotenoidi klesl u koLhch3,6.

38



Chla+ b Chla+b

[}
=
—_
o
=

25 | * 140
= | 120 +
E 2 s s % —100
15 F = 80 H
;LID | 00. den 2o 60 F O0. den
5
s L @5. den 40 @5. den
1l i 16 [ 10 [} 0 | I
0 0
f\ S W a0 o > @ A5 % G oo D g
qd 5® 20 SR & 20 e AP b v o 2
X \\ \\ X \\\' W ST Qd < P 0° PR
TV AR o 2 W \\ \\ W
& \\}\ W \3“ & ¥ \@\3“L IR ‘L\\»“b W A
Chl a/b Chl a/b
7 " 300
6 * 250 +
S 200 |
4 * . S0 |
3r 00. den 100 - 00. den
1r O5. den s0 L @5. den
1 L
0
° P R S A FLO 'i‘{& R R RS ‘(‘"éé?z\ s
B PRI GO LY SN ¥ & & R WO O T O Q«
NI T S W b = Q¢ R P ‘\}‘ oYL
@ \@\‘\\L \\\\ \e-a\) \\L‘\}\ \p\’ \z~°\) \{p\; WO Wy
c Car
ar 160
4 < 140
120
=3 _ 100 |
5, = 80
2 00. den ° 60 Q0. den
= . 40 F O35 den
1 ﬁ ﬂ OS5, den w0+
0 0
A b b b s D e
& Y g ‘(‘ . Ay ‘ A
:{‘h‘ h \\ ) @ b 1: \\ \\b o 8{‘ ‘}_\@ < \ng‘ \\L\«L.‘ \\\L \}\\, ‘\@13 \)\ \}\;, <0 Q\J’»\
\)
\50 O\J\\L \\1\ \9\; \}\» \p\) \p\” \p\" W@ @ \, @@

Obr. 18: Absolutni obsah chlorofyld (Chl a + b), pomér mezi obsahy chlorofylti (Chl a/b), obsah
karotenoidii (Car) a relativni obsah chlorofylii, pomér mezi obsahy chlorofylti, obsah karotenoidi
(vyjadiené v %) nameéfené v oddélenych listech 10 genotypd A. thaliana L. bezprostiedné (0. den,
relativni hodnoty = 100 %) a 5. den po odd€leni a nasledné inkubaci ve tm¢. Uvedeny priméry a SD,
n = 3. Hvézdicky (¥) oznacuji statisticky vyznamné odlisné hodnoty od hodnot namétenych u Cerstveé
oddélenych listt (0. den); hladina vyznamnosti p < 0,05.

4.1.1.3 Parametry ®p, NPQal-qgP

Obrazky 19, 20 a 21 znazoriuji pribéhy parametri ®p, NPQ a 1 - qP naméfené u vsech
genotypt 0. a 5. den po inkubaci ve tmé.

Vzhledem K pouziti aktinického svétla velmi vysoké intenzity béhem méfeni
(1200 pmol fotontt m? s, tj.12krat vyssi nez péstebni svétlo; pouZito z diivodu posouzeni
reakce mutantnich genotypli na svétlo vysoké intenzity), byly pozorovany relativné nizké
hodnoty ®p a relativné vysoké hodnoty NPQ i u kontrolnich listt (0. den).

Hodnoty efektivniho kvantového vytézku fotochemie PSII ve stavu adaptovaném
nasvétlo (®p) se pii zapnutém aktinickém svétle pohybovaly 0. i 5. den okolo 0.

Po vypnuti aktinického svétla nastalo zvy$eni hodnot, u listi z 0. dne k hodnotdm mezi 0,2-0,3
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au listt z 5. dne k hodnotam mezi 0,1-0,2. U genotypu NoM se i po vypnuti aktinického svétla,
ato 0. i 5. den, pohybovaly hodnoty okolo 0. U kontrolnich listd byly niz§i hodnoty ®p ve tmé
(kolem 0,2) zjistény u koLhcb3, koLhch6, koLhcbh3,6 a koLhcb4. Nizké hodnoty ®p (obzvlast
po vypnuti aktinického svétla) indikovaly vyraznou inhibici fotochemie PSII. Pokud by PSII
fungoval normalné, parametr ®p by po vypnuti aktinického svétla nartstal k hodnotam
okolo 0,8.

Pribéh nefotochemického zhaseni (NPQ) béhem indukce a relaxace se u kontrolnich
listd riznych genotypti lisil. Nartst a mirny pokles béhem indukce a nasledny pokles po vypnuti
aktinického svétla byl zjistén u WT, koLhch5,6, koLhcbh5, NoM a Penta. U genotypt koLhch3,
koLhcb6, koLhcb3,6 a koLhcb4 byl pokles NPQ béhem indukce rychlejsi, zatimco pokles
po vypnuti svétla byl minimalni ve srovnani s predchozimi genotypy. Velmi pomaly nardst
NPQ bez poklesu jak béhem indukce, tak béhem relaxace ve tmé byl zjistén u koPsbS.
Maximalni hodnoty NPQ se u kontrolnich listli pfi zapnutém aktinickém svétle pohybovaly
okolo 2-2,5. Po vypnuti aktinického svétla nastal pokles k hodnotam 0,5-1,5. Maximalni
hodnoty nefotochemického zhaSeni (NPQ) se u listll z 5. dne pfi zapnutém aktinickém svétle
pohybovaly okolo 1-2,5. Po vypnuti aktinického svétla nastal pokles k hodnotam 1-2.
Ve srovnani s 0. dnem, kdy dochéazelo zpoc¢atku k rychlému nartstu, a poté k prudsimu poklesu
hodnot, vykazovaly prubéhy tohoto parametru 5. den u vétSiny genotypu pomaly nartst
a po vypnuti aktinického svétla pomaly pokles.

Hodnoty parametru 1 - qP se pii zapnutém aktinickém svétle pohybovaly u vSech
genotypt 0. i 5. den okolo 1, coz odrazi maximalné redukovany PQ pool v disledku pouziti
vysoké intenzity svétla. Po vypnuti aktinického svétla doSlo k poklesu tohoto parametru
na hodnoty okolo 0,6. Pribéhy tohoto parametru u jednotlivych genotypi byly pro 0. 1 5. den
témet totozné. Nebyly pozorovany vétsi rozdily mezi genotypy navzajem. U genotypu NoM se

hodnoty pohybovaly 0. i 5. den pfi zapnutém i vypnutém aktinickém svétle okolo 1.
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Obr. 19: Parametry ®p, NPQ a 1 - gP naméiené v oddélenych listech genotypt WT, koPsbS a koLhcb5,6
rostlin A. thaliana L. bezprostiedné¢ (0. den) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé.
Prvnich 10 minut bylo méfeno pii aktinickém svétle (1200 pmol fotonti m? s1), nasledujicich 10 minut
po vypnuti aktinického svétla. Uvedeny primeéry a SD, n = 6.
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Obr. 20: Parametry ®p, NPQ a 1 - gP naméfené v oddélenych listech genotypi koLhch3, koLhcb6 a
koLhch3,6 rostlin A. thaliana L. bezprostiedné (0. den) a 5. den po oddé€leni a nasledné inkubaci ve tmé.
Prvnich 10 minut bylo mé&feno pfi aktinickém svétle (1200 umol fotonit m2 s1), nasledujicich 10 minut
po vypnuti aktinického svétla. Uvedeny priméry a SD, n = 6.
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Obr. 21: Parametry ®p, NPQ a 1 - gP naméfené v oddélenych listech genotypi koLhcb4, koLhch5, NoM
a Penta rostlin A. thaliana L. bezprostfedné (0. den) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé.
Prvnich 10 minut bylo méfeno pii aktinickém svétle (1200 pmol fotonti m? s1), nasledujicich 10 minut
po vypnuti aktinického svétla. Uvedeny primeéry a SD, n = 6.

42



4.1.2 Individualné zatemnéné listy (IDL)

4.1.2.1 Obrazové zaznamy parametri Fv/Fm, Foa Fm

Parametr Fv/Fm se u kontrolnich nezatemnénych list vSech genotypt, s vyjimkou genotypu
NoM, pohyboval okolo hodnoty 0,8. U genotypu NoM byl 0. den parametr Fv/Fm snizen
na hodnotu 0,55. U zatemnénych listd (IDL) doslo k poklesu parametru Fv/Fm u vSech
genotypu na hodnoty mezi 0,25-0,6. Nejvyssi pokles byl pozorovan u genotypt koLhch6,
koLhcb3,6, NoM, koLhch5,6 a Penta (ve srovnani skontrolou snizeni o 50-55 %).
Naopak nejnizsi pokles hodnot tohoto parametru byl zaznamenan u genotypi WT, koPsbS a
koLhcb3. Hodnoty Fv/Fwm byly u jednotlivych listi inkubovanych 5 dnli ve tm¢ heterogenni
(Obr. 22, 23).
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Obr. 22: Zobrazeni parametru Fv/Fm v nezatemnénych a zatemnénych (IDL) listech vybranych rostlin
10 genotypt A. thaliana L. 5. den po zatemnéni. Cerné Sipky oznacuji IDL, neoznacené listy jsou
kontrolni.
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Obr. 23: Namétené a relativni hodnoty (v %) parametru Fv/Fm vV nezatemnénych (K, relativni hodnoty
= 100 %) a zatemnénych (IDL) listech 10 genotypd A. thaliana L. 5. den po zatemnéni. Uvedeny
priméry a SD, n = 6. Hvézdi¢ky (¥*) oznafuji statisticky vyznamné odlisné hodnoty od hodnot
naméienych U kontrolnich list; hladina vyznamnosti p < 0,05.

Parametr Fo se u kontrolnich listi vétSiny genotypti pohyboval okolo hodnoty 1500,
u genotypu NoM byla naméfena hodnota 4200. U IDL doslo ve srovnani s kontrolou k nartstu
hodnot u vétsiny genotypt (kromé koLhcb3) az o 60 %. K nejvyssimu nartistu hodnot doslo
u genotypta koLhch6 a koLhch3,6. Hodnoty Fo byly u jednotlivych listd inkubovanych 5 dni
ve tm¢ heterogenni (Obr. 24, 25).

koPsbS koLhcbh3,6 .

koLhch3 koLhcb6 koLhch3,6

-
koLhcb4 koLhcbh5 Penta

Obr. 24: Zobrazeni parametru Fo v nezatemnénjrch a zatemnénych (IDL) listech vybranych rostlin
10 genotypti A. thaliana L. 5. den po zatemnéni. Bilé Sipky oznacuji IDL, neoznaéené listy jsou
kontrolni.
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Obr. 25: Naméfené a relativni hodnoty (v %) parametru Fo v nezatemnénych (K, relativni hodnoty =
100 %) a zatemnénych (IDL) listech 10 genotypu A. thaliana L. 5. den po zatemnéni. Uvedeny praméry
a SD, n = 6. Hvézdicky (*) oznacuji statisticky vyznamné odlisné hodnoty od hodnot namétenych u
kontrolnich listi; hladina vyznamnosti p < 0,05.

Hodnoty parametru Fm byly u IDL (3000-6000) ve srovnani s kontrolnimi listy
(7000-9000) snizeny 0 35-60 %. U parametru Fm nebyly u IDL ani kontrolnich listi
pozorovany zadné vétsi rozdily mezi jednotlivymi genotypy. Hodnoty Fm byly u jednotlivych
listli inkubovanych 5 dnti ve tmé heterogenni (Obr. 26, 27).

koLhcb6 koLhcb3,6

koLhch5 NoM

Obr. 26: Zobrazeni parametru Fm vV nezatemnénych a zatemnénych (IDL) listech vybranych rostlin 10
genotypu A. thaliana L. 5. den po zatemnéni. Bilé Sipky oznacuji IDL, neoznacené listy jsou kontrolni.

45



12000 120
*
10000 [, . s 7 N I B B R
* * * = * 20
—_ 8000 —_ r
= =
6000 | = 60 ¢
= o oK
m 4000 | oK 40 ¢
zIDL OIDL
2000 | m 20
0 0
S T T TR TS BN R Y S o e e
< Q%O el \\c‘“ \\\"9 Qom \\\5‘ \\.50 \\5? Q""& < Q3 L\"L-‘ N ‘\5‘ \\L\ \\J\ S0 q\‘j‘\
W VY AW MoV W @ MW@
\{p\; W e IUGIRN @ O g oW

Obr. 27: Naméfené a relativni hodnoty (v %) parametru Fu Vv nezatemnénych
(K, relativni hodnoty = 100 %) a zatemnénych (IDL) listech 10 genotypu A. thaliana L. 5. den
po zatemnéni. Uvedeny priméry a SD, n = 6. Hvézdicky (*) oznacuji statisticky vyznamné odlisné
hodnoty od hodnot naméfenych u kontrolnich listd; hladina vyznamnosti p < 0,05.

4.1.2.2 Obsah fotosyntetickych pigmenti

Pomoci spektrofotometrické analyzy byl u kontrolnich listd a zatemnénych listd (IDL),
stanoven soucet obsaht chlorofylii a a b, pomér chlorofyl a/b a obsah karotenoidu (Obr. 28).

Hodnoty obsahu chlorofylu (chl a + b) vztazeného na plochu listu se u kontrolnich listt
pohybovaly pfiblizné v rozmezi 10 az 20 pg/cm? U IDL doslo k poklesu a hodnoty se
pohybovaly mezi 4 az 12 pug/cm?, byl tedy pozorovan pokles o 30-70 %.

U hodnot poméru chlorofyli a/b nebyly u kontrolnich listi pozorovany zadné veétsi
rozdily mezi jednotlivymi genotypy. U IDL nastalo zvySeni tohoto pomé&ru u vSech genotypi
(u koPsbS, koLhcb6 a koLhch3,6 statisticky nevyznamné) s vyjimkou genotypu NoM. K
nejvyssimi narustu doslo u genotypu koLhch5,6 a koLhcb4. Vyssi hodnoty u listd z 5. dne
znamenaji, ze béhem inkubace ve tmé se rychleji degradoval chlorofyl b, a tedy i1 svétlosbérné
komplexy, neZ chlorofyl a, ktery se nachazi 1 v reak¢nich centrech.

Pii analyze obsahu karotenoidii byly u kontrolnich listd zaznamenany hodnoty
v rozmezi 1,5-3,5 pug/cm?. U IDL doslo k poklesu obsahu karotenoidil pfiblizné o 30-60 %,
nejméné u koLhcb6 a koLhch3,6, nejvice u koLhcb4.
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Obr. 28: Absolutni obsah chlorofyld (Chl a + b), pomér mezi obsahy chlorofylti (Chl a/b), obsah
karotenoidii (Car) a relativni obsah chlorofylii, pomér mezi obsahy chlorofylti, obsah karotenoidt
(vyjadiené v %) naméfené v nezatemnénych (K, relativni hodnoty = 100 %) a zatemnénych (IDL) listech
10 genotypu A. thaliana L. 5. den po zatemnéni. Uvedeny pruméry a SD, n = 3. Hvézdicky (¥) oznacuji
statisticky vyznamné odlisné hodnoty od hodnot naméfenych u kontrolnich listd; hladina vyznamnosti
p <0,05.

4.1.2.3 Parametry ®p, NPQal-qgP

Obrazky 29, 30 a 31 znazornuji prubchy parametrit ®p, NPQ a 1 - qP namétené u kontrolnich
list a IDL vSech genotypt.

Vzhledem K pouziti aktinického svétla velmi vysoké intenzity b&hem méfeni
(1200 umol fotontt m? s%, tj.12krat vyssi nez péstebni svétlo), byly pozorovéany relativné nizké
hodnoty ®p a relativn€ vysoké hodnoty NPQ i u kontrolnich listt.

Hodnoty parametru ®p se pfi zapnutém aktinickém svétle pohybovaly u kontroly okolo
0,1-0,13 a u IDL okolo 0,02-0,05. V zatemnénych listech tedy doslo k poklesu fotochemie
PSII.
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Maximalni hodnoty NPQ se u kontrolnich listi pfi zapnutém aktinickém svétle

pohybovaly okolo 2-2,5. Maximalni hodnoty NPQ se u IDL pfi zapnutém aktinickém svétle

pohybovaly okolo 1-3. Ve srovnani s kontrolou, kdy dochazelo zpocatku k rychlému nartstu,

vykazovaly pribéhy tohoto parametru U IDL vétSiny genotypl pomalej$i narust.

Hodnoty parametru 1 - qP se pfi zapnutém aktinickém svétle pohybovaly u kontrol i IDL

vétSiny genotypu okolo 0,8, u IDL genotypu NoM okolo 1. Prubéhy tohoto parametru

u jednotlivych genotypti byly pro kontroly i IDL témé&f totozné. Nebyly pozorovany vétsi

rozdily mezi genotypy navzajem (krom¢ IDL genotypu NoM).

WT

0.2

015 |
Tr 1 T T T
& Ml L s A
0.05 | = K
o LX —IDL
0,05 . . .
0 2 4 6
¢as [min]
koPsbS
02
015 I
& 01 B
005 T X
0 —DL
005 .
0 2 4 6
¢as [min]
koLhchb3,6
02
0.15
T77 T 1 i
N 0.1 IIL T
D005 |- K
——IDL
0 -
0,05

cas [min]

WT

NPQ
S TS

¢as [min]

koPsbS

K
——IDL

NPQ
S kW o

S S L1

2 4 6
¢as [min]

koLhcb5,6

NPQ
o oW oE b oo

¢as [min]

——IDL

14

< 0.8 -

04 L

¢as [min]

koPsbS

——IDL

¢as [min]

koLhch5,6

12
1
g 554

'
—_

—e—IDL

¢as [min]

Obr. 29: Parametry ®p, NPQ a 1 - qP naméfené v nezatemnénych (K) a zatemnénych (IDL) listech
genotypu WT, koPsbS, koLhch5,6 A. thaliana L. 5. den po zatemnéni. Byla pouzita zkracena procedura,
kdy bylo pfiblizngé 7 minut zapnuto aktinické svétlo o intenzit® 1200 pmol fotonti m™

Uvedeny pruméry a SD, n = 6.
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Obr. 30: Parametry ®p, NPQ a 1 - gP naméfené v nezatemnénych (K) a zatemnénych (IDL) listech
genotypu koLhch3, koLhch6, koLhch3,6 A. thaliana L. 5. den po zatemnéni. Byla pouzita zkracena
procedura, kdy bylo pfiblizné 7 minut zapnuto aktinické svétlo o intenzit¢ 1200 pmol fotont m? s,

Uvedeny pruméry a SD, n = 6.
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Obr. 31: Parametry ®p, NPQ a 1 - gP naméfené v nezatemnénych (K) a zatemnénych (IDL) listech
genotypu koLhcb4, koLhch5, NoM a Penta A. thaliana L. 5. den po zatemnéni. Byla pouzita zkracena
procedura, kdy bylo pfiblizn& 7 minut zapnuto aktinické svétlo o intenzité 1200 umol fotont m? s,
Uvedeny priméry a SD, n = 6.

4.2 Experiment 2

V ramci experimentu 2 bylo provedeno analytické stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentd
a meéfeni parametrti chlorofylové fluorescence u oddélenych listd 10 genotypl rostliny
A. thaliana L., a to bezprostfedn¢ (0. den), 5. den po odd€leni a nasledné inkubaci
na kontinualnim svétle (intenzita 60 umol fotond m? s!) a 5. den po oddéleni a nasledné
inkubaci ve tmé. Pfi méfeni chlorofylové fluorescence pomoci pfistroje FluorCam byly
sledovany parametry Fv/Fwm, Fo, Fm, ®p, NPQ a 1 - qP a bylo pouzito aktinické svétlo 0 intenzité

200 umol fotonti m? s,
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4.2.1 Obrazové zaznamy parametri Fv/Fm, Foa Fm

Oddélené listy byly vzdy po zmétfeni parametrti chlorofylové fluorescence na piistroji
FluorCam vyfotografovany (Obr. 32).

Cerstvé oddélené listy (z 0. dne) byly vyrazné zelené. Listy genotypi koLhch6
a koLhch3,6 byly v porovnani s WT mirné¢ mensi. Listy genotypu NoM byly v porovnani
S ostatnimi genotypy vyrazn€¢ mensi. Tyto morfologické odchylky (zmenSeni listli) mohou
jiz ptedem indikovat funkéni zmény.

U listd inkubovanych 5 dn@i na kontinudlnim svétle (60 pmol fotond m? s?) byla
pozorovana kumulace antokyanti, zejména v oblasti zilek. Listy vSech genotypti byly
ve srovnani s listy z 0. dne mirn¢ vétsi.

Listy inkubované 5 dnl ve tm¢ zeZloutly, coZ indikuje spusténi procesu senescence.

Vizuélné nebyly mezi jednotlivymi genotypy pozorovany zadné vétsi rozdily ve Zlutosti listt.

0. den 5. den, svétlo 5. den, tma

WT

koPsbS

koLhcb5,6

koLhcbh3

koLhch6

koLhcbh3,6

koLhcb4

koLhch5

NoM

Penta

Obr. 32: Fotografie oddélenych listi 10 genotypt A. thaliana L. bezprostfedné (0. den), 5. den
po oddéleni a nasledné inkubaci na svétle (60 pmol fotonti m? s*) a 5. den po oddéleni a nasledné
inkubaci ve tmé.
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Parametr Fv/Fm se u kontrolnich listt vSech genotypi (0. den), s vyjimkou genotypu
NoM, pohyboval okolo hodnoty 0,8. U genotypu NoM byl parametr Fv/Fm ve srovnani
S ostatnimi genotypy sniZzena na hodnotu 0,6 (sniZzeni asi o 25 % ve srovnani s ostatnimi
genotypy). Mirn¢ nizs$i hodnoty Fv/Fm byly zjistén u genotypt koLhcb5,6, koLhcb6
a koLhcb3,6.

Po inkubaci oddélenych listii 5 dnii na kontinualnim svétle (60 pmol fotont m? s?) se
parametr Fv/Fwm stejné jako u kontrolnich listii pohyboval u vSech genotypt okolo hodnoty 0,8.
U genotypu NoM byl parametr Fv/Fm ve srovnani s ostatnimi genotypy taktéz snizena
na hodnotu 0,6.

Po inkubaci oddélenych listii 5 dnt ve tmé doslo k poklesu parametru Fv/Fm u vSech
genotypu na hodnoty 0,2-0,7. Nejvyssi pokles byl pozorovan u genotypt koLhch6, koLhcb3,6,
koLhcb5,6 a NoM (ve srovnani s kontrolou snizeni o 40-60 %). Naopak nejnizsi pokles hodnot
tohoto parametru byl zaznamenan u genotypu WT, koPsbS, koLhcb3 a Penta. Hodnoty Fv/Fm
byly u jednotlivych listii inkubovanych 5 dnii ve tmé heterogenni (Obr. 33, 34).

0. den 5. den, svétlo 5. den, tma
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Obr. 33: Zobrazeni parametru Fv/Fm v oddélenych listech 10 genotypt A. thaliana L. bezprostiedng
(0. den), 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci na svétle (60 umol fotontt m?s?) a 5. den po oddéleni
a nasledné inkubaci ve tmé.
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Obr. 34: Nameéfené a relativni hodnoty (v %) parametru Fv/Fm v oddélenych listech 10 genotypu A.
thaliana L. bezprostiedné (0. den, relativni hodnoty = 100 %), 5. den po odd¢€leni a nasledné inkubaci
na svétle (60 umol fotonii m? s*) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé&. Uvedeny priiméry a
SD, n = 6. Hvézdicky (*; Seda pii srovnavani kontroly a listd inkubovanych na svétle, ¢erna pii
srovnavani kontroly a listd inkubovanych ve tm¢) oznacuji statisticky vyznamné odlisné hodnoty od
hodnot namétenych u Cerstvé oddélenych listt (0. den); hladina vyznamnosti p < 0,05.

Parametr Fo se 0. den u vétSiny genotypit pohyboval v rozmezi hodnot 1000-1500,
u genotypu NoM byla naméfena hodnota 3200. Paty den doslo u listil inkubovanych na svétle
(60 umol fotontt m? s) ve srovnani s kontrolou k mirnému poklesu na hodnotu okolo 1000
(pokles 0 0-50 %). Paty den doslo u listii inkubovanych ve tmé ve srovnani s 0. dnem k poklesu
na hodnoty v rozmezi 700-900 (pokles o0 2040 %). U lista genotypu koLhcb6, koLhcb3,6
a NoM inkubovanych 5 dnti ve tmé nastalo ve srovnani s listy inkubovanymi na svétle k narastu
hodnot, a to az o 30 %. Hodnoty Fo byly u jednotlivych listii inkubovanych 5 dnt ve tmé
heterogenni (Obr. 35, 36).
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Obr. 35: Zobrazeni parametru FoV oddélenych listech 10 genotypt A. thaliana L. bezprosttedné (0. den),
5. den po oddé&leni a nasledné inkubaci na svétle (60 pmol fotoni m?s?) a 5. den po oddéleni a nasledné
inkubaci ve tmé.
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Obr. 36: Naméfené a relativni hodnoty (v %) parametru FoVv oddélenych listech 10 genotypt A. thaliana
L. bezprostiedné (0. den, relativni hodnoty = 100 %), 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci na svétle
(60 umol fotontt m?2 s?) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tm&. Uvedeny priméry a SD,
n = 6. Hvézdi¢ky (*; Seda pii srovnavani kontroly a listii inkubovanych na svétle, ¢erna pfi srovnavani
kontroly a listi inkubovanych ve tmé&) oznacuji statisticky vyznamné odlisné hodnoty od hodnot
namétenych u Cerstvé oddélenych listd (0. den); hladina vyznamnosti p < 0,05.
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Hodnoty parametru Fum byly 5. den po inkubaci na svétle (60 pmol fotontt m? s) i ve
tm¢& ve srovnani s 0. dnem snizeny. K vyraznéjSimu snizeni doslo u listi inkubovanych 5 dnii
ve tm¢. U parametru Fm nebyly u listi z 0. dne ani u listt inkubovanych 5. dnid na svétle
pozorovany zadné vétsi rozdily mezi jednotlivymi genotypy. Hodnoty Fm byly u jednotlivych

listt inkubovanych 5 dnti ve tm¢ heterogenni (Obr. 37, 38).
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Obr. 37: Zobrazeni parametru Fm v oddélenych listech 10 genotypti A. thaliana L. bezprostfedné
(0. den), 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci na svétle (60 umol fotont m?s?) a 5. den po oddéleni
a nasledné inkubaci ve tmé.
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Obr. 38: Naméfené a relativni hodnoty (v %) parametru Fm v oddélenych listech 10 genotyput A. thaliana
L. bezprostiedné (0. den, relativni hodnoty = 100 %), 5. den po oddé€leni a nasledné inkubaci na svétle
(60 pmol fotont m™ s) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé. Uvedeny priméry a SD,
n = 6. Hvézdicky (*; Seda pii srovnavani kontroly a listli inkubovanych na svétle, Cerna pii srovnavani
kontroly a listd inkubovanych ve tmé) oznacuji statisticky vyznamné odli§né hodnoty od hodnot
naméfenych u Cerstvé oddélenych listl (0. den); hladina vyznamnosti p < 0,05.
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4.2.2 Obsah fotosyntetickych pigmenti

Pomoci spektrofotometrické analyzy byl u kontrolnich oddélenych listd (0. den), listt
inkubovanych 5 dnii na svétle (60 pmol foton m? s?) a listd inkubovanych 5 dnt ve tmé
stanoven soucet obsaht chlorofyli a a b, pomér chlorofylt a/b a obsah karotenoidu (Obr. 39).

Hodnoty obsahu chlorofylu (chl a + b) vztazeného na plochu listu se 0. den pohybovaly
priblizné v rozmezi 15 az 23 pg/cm?. Paty den doslo u listii inkubovanych na svétle k poklesu
a hodnoty se pohybovaly mezi 8 az 15 pug/cm?, coz piedstavuje pokles o 20-60 %. K poklesu
doslo také u listii inkubovanych 5 dnii ve tmé a hodnoty se pohybovaly mezi 5 az 8 pg/cm?
(ve srovnani s kontrolou pokles 0 60-80 %). Pokles obsahu chlorofylu se pomérné vyrazné lisil
u jednotlivych listl daného genotypu, coz se projevilo relativné velkym rozptylem naméienych
hodnot.

U poméru chlorofyld a/b nebyly 0. den pozorovany zadné vétsi rozdily
mezi jednotlivymi genotypy. Paty den po inkubaci listii na svétle doslo ve srovnani s 0. dnem
kK mirnému snizeni tohoto poméru u vSech genotypt, coz indikuje mirné vétsi ubytek reakénich
center ve srovnani s LHC. Paty den po inkubaci listi ve tmé nastalo naopak zvyseni poméru
chl a/b u vsech genotypu, k nejvy$simi narGstu doslo u genotypt koLhcbh4 a koLhcb5.
Vyssi hodnoty u listi inkubovanych ve tmé znamenaji, ze se rychleji degradoval chlorofyl b
nez chlorofyl a, coZ odraZzi rychlejsi ubytek LHC oproti reakénim centriim.

Pti analyze obsahu karotenoidi byly 0. den zaznamenany hodnoty v rozmezi
3-3,7 pg/cm?. Paty den doslo u listi inkubovanych na svétle k poklesu a hodnoty se pohybovaly
mezi 2 az 2,5 pg/cm? (pokles 0 10-50 %). Nejmensi pokles nastal u koLhcb4. K poklesu doslo
také u listd inkubovanych 5 dnfi ve tmé& a hodnoty se pohybovaly mezi 1 az 1,6 pug/cm?

(ve srovnani s kontrolou pokles 0 40-60 %).
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Obr. 39: Absolutni obsah chlorofyld (Chl a + b), pomér mezi obsahy chlorofylti (Chl a/b), obsah
karotenoidii (Car) a relativni obsah chlorofylti, pomér mezi obsahy chlorofylti, obsah karotenoidi
(vyjadiené v %) namétené v oddélenych listech 10 genotypt A. thaliana L. bezprostiedné (0. den,
relativni hodnoty = 100 %), 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci na svétle (60 umol fotond m? s)
a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé. Uvedeny priméry a SD, n = 3. Hvézdi¢ky (*; Seda pii
srovnavani kontroly a listti inkubovanych na svétle, Cerna pfi srovnavani kontroly a listil inkubovanych
ve tm¢) oznacuji statisticky vyznamné odlisné hodnoty od hodnot namétenych u Cerstvé oddélenych
listt (0. den); hladina vyznamnosti p < 0,05.

4.2.3 Parametry ®p, NPQal-qP

Obrazky 40, 41 a 42 zndzornuji pribéhy parametrid ®p, NPQ a 1 - gP naméfené u vSech
genotyptl 0. den, 5. den po inkubaci listii na svétle (60 pmol fotont m™ s%) a 5. den po inkubaci
listd ve tmé.

Pritbéh parametru ®p vykazoval pii zapnutém aktinickém svétle postupny narast, 0. den
se hodnoty pohybovaly kolem 0,25-0,45, 5. den po inkubaci listli na svétle mezi 0,3-0,6
a 5. den po inkubaci listd ve tmé okolo 0,05-0,3. Ve srovnani s kontrolou byl u listl

inkubovanych 5 dnti na svétle pozorovan rychlejsi nartst a vy$$i maximalni hodnota ®p, u listi

inkubovanych 5 dnil ve tm¢ pak doslo ke zpomaleni nartstu a snizeni maximalni hodnoty ®e.
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Po vypnuti aktinického svétla nastal skokovy nartst hodnot — u listi z 0. dne k hodnotam mezi
0,55-0,8, u listt po inkubaci na svétle k 0,55-0,8 a u listd inkubovanych ve tmé k 0,6-0,7.

Pribéh NPQ béhem indukce a relaxace se u kontrolnich listd rGznych genotypt lisil.
Nartist a mirny pokles NPQ béhem indukce a nasledny pokles po vypnuti aktinického svétla
byl zjistén u WT, koLhcb5,6, koLhcb3, koLhcbh6, koLhcb4, koLhcb5 a Penta. U genotypu
koLhcb3,6 a NoM byl pokles po vypnuti svétla minimalni ve srovnani s pfedchozimi genotypy.
Velmi pomaly nartst NPQ bez poklesu jak béhem indukce, tak béhem relaxace ve tmé byl
zjistén u koPsbS. Maximalni hodnoty NPQ se u kontrolnich listi pfi zapnutém aktinickém
svétle pohybovaly okolo 0,6-1,6, u listd inkubovanych na svétle kolem 0,4-1 a u listh
inkubovanych ve tmé v rozmezi 0,2—1. Po vypnuti aktinického svétla nastal u kontrolnich listd
pokles k hodnotam 0,2-0,4, u listi inkubovanych na svétle k 0-0,2 a u listd inkubovanych
ve tm¢ k 0-0,2. Ve srovnani s 0. dnem, kdy dochézelo zpocatku k rychlému nartstu, a poté
Kk mirnému a postupnému poklesu, vykazovaly prubéhy tohoto parametru 5. den u listi
inkubovanych na svétle i ve tmé u vétSiny genotypl rychly nartst, a poté rychly pokles
(méné prudky pokles u koLhch6, koLhch3,6, koLhcb4, NoM, Penta), a to jiz pii zapnutém
aktinickém svétle. Po vypnuti aktinického svétla doslo ke skokovému poklesu a prabéhy
z 0.1 5. dne se drzely na podobnych hodnotach.

Pribéh parametru 1 - gP vykazoval pfi zapnutém aktinickém svétle postupny
pokles — 0. den se hodnoty pohybovaly od 0,3 po 1, 5. den po inkubaci listti na svétle od 0,2
po 0,8 (mensi redukce PQ poolu ve srovnani s kontrolou) a 5. den po inkubaci listt ve tmé od
0,5 po 1 (vétsi redukce PQ poolu ve srovnani s 0. dnem). Po vypnuti aktinického svétla nastal
skokovy pokles — u listt z 0. dne a 5. dne po inkubaci listd na svétle i ve tmé K hodnotam
kolem 0 (s vyjimkou genotypu NoM, kde se hodnoty u listll inkubovanych ve tmé pohybovaly

okolo 0,3-0,5). Nebyly pozorovany zadné vétsi rozdily mezi genotypy navzajem.
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Obr. 40: Parametry ®p, NPQ a 1 - gP naméiené v oddélenych listech genotypt WT, koPsbS a koLhcb5,6
rostlin A. thaliana L. bezprostfedné (0. den), 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci na svétle
(60 pmol foton m?s?) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé&. Prvnich 10 minut bylo mé&feno
pii aktinickém svétle (200 umol fotonti m? s1), nasledujicich 10 minut po vypnuti aktinického svétla.
Uvedeny priméry a SD, n = 6.
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Obr. 41: Parametry ®p, NPQ a 1 - gP naméiené v oddélenych listech genotypt koLhcb3, koLhch6
a koLhcb3,6 rostlin A. thaliana L. bezprostfedné (0. den), 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci
na svétle (60 pmol fotont m? s?) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé. Prvnich 10 minut
bylo méfeno pii aktinickém svétle (200 pmol fotoni m? s7), nasledujicich 10 minut po vypnuti
aktinického svétla. Uvedeny priméry a SD, n = 6.

59



koLhcb4 koLhcb4 koLhcb4

2
L8 b
16 b 0. d
0. den Br o . 0. den
o2 f
s & o L S.den, T 5. den,
svétlo 0.6 svétlo  — svétlo
——3.den 04 sa ——3 den,
tma 0.2 —+—5. den, tma
S ‘ tma
25 "o 5 15 20 2 25
¢as [min] ¢as [min] ¢as [min]
koLhchSs ) koLhchs koLhcb5
13
16 ] i T T T
0. den 14 HUH 7 0. den ; 0. den
o2l I R0
5. den . Sden. ' g4 5. den
svétlo % 82 3 svitle ™ svétlo
——5.den 04 —e—5_den. —e—5. den,
tma 02 tma tma
0
0.2 L 25
i s o s 10 1 n = ¢as [min]
¢as [min] ¢as [min]
NoM NoM
09 NoM
038 2
07 %E
0.6 0. den 14 O.den 0. den
0s L fairEEEERE o 12 =3
& 04 3. den, 1 5 den, ' 5. den,
03 | FETIITYS v 208 witle ™ witlo
02 —e—5 den. Y 3 den —e—5_den.
. 0.2 tma
0.1 tma i tma
0 0.2 25
01 . . . . 25 25
0 5 10 15 20 25 = : ¢as [min]
¢as [min] cas [min]
Penta Penta Penta
2
18 |
g 0. den
odn 13 rriTr,, 0. den
1T, s den
sdm. Z 08 L svétlo 3. den,
il 06 svétlo
04 ——5. den, ——5. den,
——5. den, 02 ma :
tma 02 F tma
0 s 1‘0 1‘.; 1'0 25 T 5 10 15 20 23 0 5 10 15 20 23
) . ; ¢as [min] ¢as [min]

¢as [min]
Obr. 42: Parametry ®p, NPQ a 1 - gP naméfené v oddélenych listech genotypi koLhcb4, koLhch5, NoM
a Penta rostlin A. thaliana L. bezprostiedné (0. den), 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci na svétle
(60 umol fotonti m?s?) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé&. Prvnich 10 minut bylo méfeno
pii aktinickém svétle (200 umol fotonti m? s), nasledujicich 10 minut po vypnuti aktinického svétla.
Uvedeny priméry a SD, n=6.

4.3 Experiment 3

V experimentu 3 bylo provedeno analytické stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentl
a méfeni parametrd chlorofylové fluorescence u oddélenych listii 10 genotypil rostliny
A. thaliana L., a to bezprostfedné (0. den) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé.
Pti méteni chlorofylové fluorescence pomoci pfistroje FluorCam byly sledovany parametry
Fv/Fm, Fo, Fm, ©p, NPQ a 1 - gP a bylo pouzito aktinické svétlo o intenzité¢ 800 pmol fotonti m®
251, P¥i méfeni oxidace PSI pomoci pfistroje DualPAM byly sledovéany parametry Y(I), Y(ND)
a Y(NA). Béhem meéfeni, které trvalo 3 minuty, bylo pouzito aktinické svétlo o intenzité¢ 800

pmol fotont m s a pulsy saturaéniho svétla o intenzité 10 000 pmol fotond m2 s2.
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4.3.1 Obrazové zaznamy parametri Fv/Fm, Foa Fm

Oddélen¢ listy byly vzdy po zmeétfeni parametrli chlorofylové fluorescence na piistroji
FluorCam vyfotografovany (Obr. 43).

Cerstvé oddélené listy (z 0. dne) byly vyrazné zelené. Listy genotypti koLhcb6
a koLhch3,6 byly v porovnani s WT mirné¢ mensi. Listy genotypu NoM byly v porovnani
S ostatnimi genotypy vyrazné mensi.

Listy inkubované 5 dni ve tmé zezloutly, coz indikuje spusténi procesu senescence.

Vizualné nebyly mezi jednotlivymi genotypy pozorovany zadné vétsi rozdily ve Zlutosti lista.

0. den 5. den

WT

koPsbS

koLhcb5,6

koLhcb3
koLhcb6

koLhcb3,6

koLhcb4

koLhcb5

NoM

Penta

Obr. 43: Fotografie oddélenych listi 10 genotypt A. thaliana L. bezprosttedné (0. den) a 5. den
po oddé€leni a nasledné inkubaci ve tmé.
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Parametr Fv/Fwm se u kontrolnich rostlin v§ech genotypt (0. den), s vyjimkou genotypu

NoM, pohyboval okolo hodnoty 0,8. U genotypu NoM byl parametr Fv/Fm sniZzen na hodnotu

a koLhcb3,6. Po inkubaci oddélenych listd 5 dnii ve tmé doslo k poklesu parametru Fv/Fm
u vSech genotyptd na hodnoty mezi 0,1-0,6. Nejvyssi pokles byl pozorovan u genotypt

cvwr

byl zaznamenan u genotypt WT, koPsbS a koLhcb3 (o 25-30 %). Hodnoty Fv/Fm byly

u jednotlivych listti inkubovanych 5 dnti ve tmé heterogenni (Obr. 44, 45).

'

0. den 5. den

99909
koPsbS '.""
koLhchs,6 '.’..'

koLhcb3 " ”’ '
koLhcb6 ’ & ,' "

vl 11111

oo I X111
koLhchs "”."
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Obr. 44: Zobrazeni parametru Fv/Fm v oddélenych listech 10 genotypii A. thaliana L. bezprostiedné (0.
den) a 5. den po oddé€leni a nasledné inkubaci ve tmé.
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Obr. 45: Naméfené a relativni hodnoty (v %) parametru Fv/Fm Vv oddélenych listech 10 genotypt
A. thaliana L. bezprostiedné (0. den, relativni hodnoty = 100 %) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci
ve tmé. Uvedeny praméry a SD, n = 6. Hvézdicky (*) oznaluji statisticky vyznamné odlisné hodnoty
od hodnot naméfenych u Cerstvé oddélenych listd (0. den); hladina vyznamnosti p < 0,05.

Parametr Fo se 0. den u vétSiny genotypt pohyboval okolo hodnoty 1500, u genotypu
NoM byla naméfena hodnota kolem 4800. Paty den doslo ve srovnani s 0. dnem K narGstu
hodnot u genotypti koLhch6, koLhcb3,6 a Penta, a to az 0 25 %. U ostatnich genotypti byly

5. den naméfeny ve srovnani s 0. dnem niz$i hodnoty parametru Fo. Hodnoty Fo byly

u jednotlivych listti inkubovanych 5 dnti ve tmé heterogenni (Obr. 46, 47).
0. den 5. den
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koPsbS

koLhch5,6
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Obr. 46: Zobrazeni parametru Fo v oddélenych listech 10 genotypt A. thaliana L. bezprostiedné (0. den)
a 5. den po oddé€leni a nasledné inkubaci ve tmé.
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Obr. 47: Naméfené a relativni hodnoty (v %) parametru Fo v oddélenych listech 10 genotypu A. thaliana
L. bezprostiedné (0. den, relativni hodnoty = 100 %) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé.
Uvedeny praméry a SD, n = 6. Hvézdi¢ky (*) oznacuji statisticky vyznamné odlisné hodnoty od hodnot
naméfenych u Cerstvé oddélenych listl (0. den); hladina vyznamnosti p < 0,05.

Parametr Fm se 0. den u vétSiny genotypli pohyboval okolo 7000-9000.
Hodnoty parametru Fm byly 5. den ve srovnani s 0. dnem snizeny o 60-80 % (2000-3500).
U parametru Fm nebyly 0. ani 5. den pozorovany zadné vétsi rozdily mezi jednotlivymi
genotypy. Hodnoty Fm byly u jednotlivych listi inkubovanych 5 dnt ve tmé heterogenni

(Obr. 48, 49).

0. den 5. den
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Obr. 48: Zobrazeni parametru Fm v oddélenych listech 10 genotypi A. thaliana L. bezprostfedné
(0. den) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tme.

64



10000 120

9000 *
3000-*{**1**}-E}* woHh F h R R R R R B R
7000 - { { i 20 L
= 6000 |- =
25000 | S 60 f
= 4000 F - T O0. den = 10 _ 00. den
iggg " @5. den T @5. den
Fa r 20 L
< 0 &
&S b D ke s D e QAN T N SN LS. SN S e
T BT (F(F 0T (F (T R BT F(F (TS
IR VR VARV ARy s R SRV SRR LY ¢
WA @@ A @@ WA @ @ A @ e
. @ ¥

Obr. 49: Naméfené a relativni hodnoty (v %) parametru Fm v oddélenych listech 10 genotypu A. thaliana
L. bezprostiedné (0. den, relativni hodnoty = 100 %) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci ve tmé.
Uvedeny praméry a SD, n = 6. Hvézdicky (*) oznaduji statisticky vyznamné odlisné hodnoty od hodnot
naméfenych u Cerstvé oddélenych listl (0. den); hladina vyznamnosti p < 0,05.

4.3.2 Obsah fotosyntetickych pigmenti

Pomoci spektrofotometrické analyzy byl u kontrolnich listt (0. den) a listti inkubovanych 5 dnti
ve tmé stanoven soucet obsaht chlorofylti a a b, pomér chlorofyli a/b a obsah karotenoidd
(Obr. 50).

Hodnoty obsahu chlorofylu (chl a + b) vztazeného na plochu listu se 0. den pohybovaly
piiblizné v rozmezi 12 az 16 pg/cm?. Paty den doslo k poklesu a hodnoty se pohybovaly
mezi 3 az 7 ug/cm?, byl tedy pozorovan pokles o 50-80 %.

U hodnot poméru chlorofyli a/b nebyly 0. den pozorovany zadné vétsi rozdily
mezi jednotlivymi genotypy. Paty den nastalo zvySeni tohoto poméru u vSech genotypd,
ato 0 20 (u koLhch3,6) az 100 % (u koLhcb5,6). Vyssi hodnoty u listd z 5. dne znamenaji, Ze
béhem inkubace ve tmé rychleji degradovaly LHC v porovnani s reakénimi centry.

Pii analyze obsahu karotenoidi byly 0. den zaznamenany hodnoty v rozmezi

2-2,5 ng/ecm?. Paty den doslo k poklesu obsahu karotenoidi piiblizné o 20-50 %.
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Obr. 50: Absolutni obsah chlorofyli (Chl a + b), pomér mezi obsahy chlorofylu (Chl a/b), obsah
karotenoidii (Car) a relativni obsah chlorofylii, pomér mezi obsahy chlorofylti, obsah karotenoidt
(vyjadiené v %) naméfené V oddélenych listech 10 genotypi A. thaliana L. bezprostiedné
(0. den, relativni hodnoty = 100 %) a 5. den po oddéleni a nésledné inkubaci ve tmé&. Uvedeny pruméry
a SD, n = 3. Hvézdicky (*) oznacuji statisticky vyznamné odlisné hodnoty od hodnot namétenych u
Cerstveé oddélenych listl (0. den); hladina vyznamnosti p < 0,05.

4.3.3 Parametry ®s, NPQal-qP

Obrazky 51, 52 a 53 zndzornuji pribéhy parametrid ®p, NPQ a 1 - qP naméfené u vSech
genotypt 0. a 5. den po inkubaci ve tmé.

Vzhledem Kk pouziti aktinického svétla vyssi intenzity béhem méfeni (800 pmol fotoni
m2 s tj.8krat vy3si nez péstebni svétlo, pouzito z diivodu posouzeni reakce mutantnich
genotypil na svétlo vyssi intenzity), byly pozorovany relativné nizké hodnoty ®p a relativné
vysoké hodnoty NPQ i u kontrolnich listt (0. den).

Parametr ®p se pii zapnutém aktinickém svétle pohyboval 0. den okolo hodnot 0 (NoM)
az 0,2 (WT, koPsbS, koLhcb5,6) a 5. den okolo 0. Po vypnuti aktinického svétla nastalo skokové
zvySeni hodnot — u listd z 0. dne k hodnotam mezi 0,3 (NoM) az 0,8 (WT, koPsbS, koLhch3)
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au listd z5. dne k hodnotam mezi 0 (koLhcb6, koLhcb3,6, NoM) az 0,5 (WT, koPsbS,
koLhcb3). Nizké hodnoty ®p (obzvlast po vypnuti aktinického svétla) indikovaly vyraznou
inhibici fotochemie PSII. Pokud by PSII fungoval normalné, parametr ®p by po vypnuti
aktinického svétla narustal k hodnotam okolo 0,8.

Maximalni hodnoty NPQ se u kontrolnich listi vétSiny genotypl pii zapnutém
aktinickém svétle pohybovaly okolo 2-2,5. Po vypnuti aktinického svétla nastal u vSech
genotypu pokles k hodnoté 0,5. U genotypu NoM byl pozorovan dvojity narust k hodnoté 1,5,
poté doslo k poklesu k hodnoté 0,5. Maximalni hodnoty NPQ se u listti z 5. dne pfi zapnutém
u genotypu koPsbS, koLhcb5,6, koLhch6, koLhch3,6 a NoM. Nejvyssi narist (k hodnoté 1,5)
byl zjistén u genotypu koLhcb3. Po vypnuti aktinického svétla nastal pokles k hodnotam 0,25
(koLhcb6, koLhch3,6 a NoM) az 0,5. Ve srovnani s 0. dnem vykazovaly pribéhy tohoto
parametru 5. den u vSech genotyptl béhem indukce mensi nartst. Velmi pomaly nartst NPQ
bez naznaku poklesu béhem relaxace ve tmé byl zjistén u koPsbS.

Hodnoty parametru 1 - qP se pii zapnutém aktinickém svétle pohybovaly u vétSiny
genotypt 0. 1 5. den okolo 1, coz odrazi maximalné redukovany PQ pool v disledku pouziti
vysoké intenzity svétla. Hodnoty vyssi nez 1 (u koLhcb6, koLhcb3,6, NoM) indikuji zavazné
poskozeni fotosyntetického aparatu, kdy jiZ nefunguje PSII ani pfenos elektronii za PSII.
Po vypnuti aktinického svétla doslo k poklesu tohoto parametru na hodnoty okolo O.
Pribéhy tohoto parametru u jednotlivych genotypt byly pro 0. i 5. den téméf totozné. Nebyly

pozorovany vétsi rozdily mezi genotypy navzajem.
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Obr. 51: Parametry ®p, NPQ a 1 - gP naméfené v oddélenych listech genotyptt WT, koPsbS a koLhch5,6
rostlin A. thaliana L. bezprostiedné (0. den) a 5. den po odd¢leni a nasledné inkubaci ve tmé. Prvnich
10 minut bylo mé&feno pii aktinickém svétle (800 pmol fotont m? s?), nasledujicich 10 minut po vypnuti
aktinického svétla. Uvedeny primeéry a SD, n = 6.
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Obr. 52: Parametry ®p, NPQ a 1 - gP naméiené v oddélenych listech genotypt koLhcb3, koLhch6
a koLhcb3,6 rostlin A. thaliana L. bezprostiedné (0. den) a 5. den po oddé€leni a nasledné inkubaci
ve tmé&. Prvnich 10 minut bylo mé&feno pii aktinickém svétle (800 pmol fotond m2 st), nasledujicich

10 minut po vypnuti aktinického svétla. Uvedeny pruméry a SD, n = 6.
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Obr. 53: Parametry ®p, NPQ a 1 - gP naméfené v oddélenych listech genotypi koLhcb4, koLhch5, NoM
a Penta rostlin A. thaliana L. bezprostfedné (0. den) a 5. den po oddé€leni a nasledné inkubaci ve tmé.
Prvnich 10 minut bylo méfeno pii aktinickém svétle (800 pmol fotonii m2 s1), nasledujicich 10 minut
po vypnuti aktinického svétla. Uvedeny priméry a SD, n = 6.

4.3.4 Parametry Y(I), Y(ND) a Y(NA)

Pro posouzeni funkce PSI byla méfena oxidace P700. Nasledné¢ byly analyzovany prubchy
parametrii: Y(I) — efektivni kvantovy vytézek fotochemie PSI, Y(ND) — kvantovy vytézek
nefotochemické disipace energie dany limitaci na donorové strané¢ PSI a Y(NA) — kvantovy
vytézek nefotochemické disipace energie dany limitaci na akceptorové strané PSI. Obecné plati
vztah: Y(I) + Y(ND) + Y(NA) = 1. P700 je u vzorkt adaptovanych na tmu pln¢ redukovany
(Y(l) se blizi 1, Y(ND) a Y(NA) 0). Po osvétleni dochazi v dusledku ptenosu elektronu
na (oxidovany) akceptor k oxidaci P700 (P700") (Y(ND) se blizi 1, Y(I) a Y(NA) 0,
P700, byt
Vzapéti nastava situace, kdy se Y(NA) blizi 1, Y(I) a Y(ND) 0, pticemz Y(NA) ptedstavuje

piicemz Y(ND) piedstavuje podil celkového ktery muze oxidovan.

podil celkového P700, ktery nemize byt oxidovdn z divodu nedostatku oxidovanych
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akceptorti), pfijetim elektronu z PSII je P700 opét redukovan (jakmile jsou jiz piitomny
oxidované akceptory).

Pribéhy parametru Y(I) vykazovaly 0. den u vétSiny genotypu postupny pokles
z hodnoty 1 k 0 (u genotypu NoM z hodnoty 0,8 k 0). Paty den doslo u nékterych genotypt
ke snizeni pocate¢nich hodnot (u WT, koLhcb3 a koLhch3,6 na 0,6; u koLhcb6 na 0,8 a u NoM
na0,1).

Pribéh parametru Y(ND) obsahoval 0. i 5. den dvé minima a dvé maxima.
Prvni minimum bylo na pocatku kiivky a rovnalo se u vétSiny genotypu 0. i 5. den O.
U genotypu Penta byla 5. den prvni minimalni hodnota asi 0,6. Nasledoval narust hodnot
az do prvniho maxima, které se 0. den pohybovalo u genotypi koLhcb3, koLhcb6 a koLhcb5
okolo 0,6, u zbylych genotypi pak kolem 0,8. Paty den byly hodnoty prvnich maxim variabilni:
u WT, koLhcb5 a Penty kolem 0,7; u koPsbS, koLhcb6, koLhcb3,6 a koLhcb4 okolo 0,6;
u koLhcb5,6 a koLhch3 asi 0,8 a u NOM témét 1. Po prvnim maximu doslo k postupnému
poklesu na druhé minimum, které se 0. den u vétSiny genotypit pohybovalo mezi 0-0,2.
U genotypu koLhcb6 byla naméfena hodnota piiblizné 0,4 a u genotypu koLhch3,6 dokonce 0,7
(témef nedoslo k poklesu). Paty den se minima drzela u vSech genotypl spise na vyssich
hodnotach, které byly opét variabilni: u WT ptiblizné 0,5; u koPsbS, koLhcb5,6 a koLhch3,6
0,4; u koLhcb3, koLhch6 a NoM 0,6; u koLhcb4, koLhcb5 a Penta 0,2. Po druhém minimu
nasledoval opét narist Y(ND). Druhého maxima bylo vétsinou dosazeno ve 3. (posledni)
minuté méteni, pfi¢emz jeho hodnota se rovnala hodnoté prvniho maxima.

Pribéh parametru Y(NA) se zpravidla 0. i 5. den vyznacoval jednim vyraznym
maximem. Nulty den se toto maximum u vétSiny genotypl pohybovalo v rozmezi hodnot
0,6-0,8, u genotypu koLhcb6 okolo 0,4 a u koLhcb3,6 zhruba 0,2. Paty den byly hodnoty
maxima ve srovnani s 0. dnem niz$i: u WT, koLhcb3 a NoM 0,4; u koPsbS, koLhcb5,6 asi 0,5;
u koLhcb4, koLhcb5 a Penta 0,6. Specificky prubéh vykazovaly 5. den genotypy koLhch6
a koLhcb3,6, kdy bylo maxima dosazeno az na konci kiivky (u obou genotyp hodnota 0,6)
(Obr. 54, 55, 56).

Vyse popsané zmény parametrit Y(ND) a Y(NA) znamenaji, Ze u listii vétSiny genotypti
dochazelo po 5 dnech ve tmé k pfechodnému zvySeni nefotochemické disipace v dasledku
limitace na donorové strané¢ PSI a pfechodnému snizeni disipace v disledku limitace
na akceptorové strané¢ PSI (pfiblizné v ¢ase 0,5-1,5 min po spusténi aktinického svétla).
V piipadé¢ genotypu Penta zminéné zmény nastavaly v pozd¢jSim case (1,5-2 min). U genotypt
koLhcb6 a koLhch3,6 byla naopak oproti 0. dni disipace v dusledku limitace na donorové strané

PSI nizsi a v disledku limitace na akceptorové strané vyssi po téméf celou dobu méfeni.
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Obr. 54: Parametry Y(I), Y(ND) a Y(NA) namé&fené v oddélenych listech genotypi WT, koPshS
a koLhcb5,6 rostlin A. thaliana L. bezprostifedné (0. den) a 5. den po oddé€leni a nasledné inkubaci ve

tm€. Mefeni trvalo 3 minuty a probihalo pfi  spusSténém  aktinickém  svétle
(800 umol fotont m? s?). Uvedeny priiméry a SD, n = 5.
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Obr. 55: Parametry Y(I), Y(ND) a Y(NA) naméfené v oddélenych listech genotypt koLhcb3, koLhch6
a koLhch3,6 rostlin A. thaliana L. bezprostiedné (0. den) a 5. den po oddéleni a nasledné inkubaci
ve tm&. Méfent trvalo 3 minuty a probihalo pii spusténém aktinickém svétle (800 umol fotonti m? s?).
Uvedeny pruméry a SD, n=5.
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Obr. 56: Parametry Y(I), Y(ND) a Y(NA) namé&fené v oddélenych listech genotypu koLhcb4, koLhcb5,
NoM a Penta rostlin A. thaliana L. bezprostifedné (0. den) a 5. den po oddé€leni a nasledné inkubaci ve
tmé&. Mé&feni trvalo 3 minuty a probihalo pii spusténém aktinickém svétle (800 umol fotonit m2 s?).
Uvedeny pruméry a SD, n=>5.
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4.4 Srovnani zmén vybranych parametria u genotypi WT, koLhcb6 a koLhch3,6

Z vyse uvedenych vysledkl vyplyva, ze v ramci genotypu, které mély srovnatelné parametry
odrazejici funkci PSII v pravé oddélenych listech (tedy kromé koPsbS a NoM), byly ve vSech
ttech experimentech zmény parametri pii senescenci indukované oddélenim a zatemnénim
listt nejvyraznéji odlisné (od WT) u genotypt koLhcb6 a koLhcbh3,6. V nasledujici ¢asti prace
jsou tedy srovnany vybrané parametry genotypia WT, koLhcb6 a koLhcb3,6 naméfené v ramci

vSech tii experimentil.

4.4.1 Parametr NPQ

Obrazky 57 az 60 znazoriuji pribéh parametru NPQ v ¢ase indukce na aktinickém svétle a
relaxace po jeho vypnuti u genotypu WT, koLhch6 a koLhcb3,6 méteny pii riznych intenzitach
svétla (200, 800 a 1200 pmol fotont m? s1).

V piipad¢€ praveé oddélenych listi (0. den, Obr. 57) rostlin WT se s nartistem intenzity
aktinického svétla ménil pribéh NPQ nasledovné: pfi nejnizsi intenzit¢ (200 umol fotond
m2 s1) doslo k relativné rychlému nartistu NPQ do maxima (cca 1-1,5), poté NPQ kleslo
a po vypnuti svétla nastalo sniZzeni na hodnotu blizkou hodnoté vychozi. Pti stfedni intenzité
svétla (800 pmol fotontt m? st) vymizel pokles NPQ v ramci indukce, NPQ dosahlo vyssiho
maxima (okolo 2) v pozd¢jsim Case a po vypnuti svétla NPQ kleslo na mirné vyssi hodnoty
(kolem 0,5) ve srovnani s nizkou intenzitou svétla (pfiblizné 0,25). U nejvyssi pouzité intenzity
aktinického svétla (1200 pumol fotonti m? s1) byl nartist NPQ nejvyssi (az 2,5), nasledoval
mirny pokles a po vypnuti se hodnota NPQ drzela na relativné vysoké trovni (kolem 1,5-2,3).
S rostouci intenzitou aktinického svétla bylo tedy vice aktivovano nefotochemické zhaseni,
pfi¢emZ u nejvyssi intenzity uz pravdépodobné doslo k vyraznému nartstu jeho fotoinhibi¢ni
slozky. U genotypt koLhcb6 a koLhcb3,6 byl pribéh NPQ podobny jako u WT, celkove byly
ale hodnoty NPQ niz$i, a to zejména u vysoke intenzity svétla (Obr. 59).

Paty den po odd€leni listd WT rostlin doslo k vyraznému poklesu NPQ pfi pouziti vSech
intenzit aktinického svétla (Obr. 58). U genotypt koLhch6 a koLhch3,6 byly hodnoty NPQ u
nizké a stfedni intenzity svétla velmi nizké, coZ odrazi hor$i fungovani PSII a
nefotochemickych procest ve srovnani s WT (Obr. 60). Pii vysoké intenzité aktinického svétla

byly hodnoty NPQ u koLhch3,6 podobné jako u WT, zatimco u koLhch6 byly zvysené.
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Obr. 57: Parametr NPQ naméteny Vv oddélenych listech genotypi WT, koLhch6 a koLhcb3,6 rostlin
A. thaliana L. bezprostfedné (0. den) po oddéleni, kdy prvnich 10 minut bylo méfeno pti aktinickém
svétle o intenzitach 1200, 200 a 800 pmol fotonti m? s, nasledujicich 10 minut po vypnuti aktinického
svétla. Uvedeny prumeéry a SD, n = 6.
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Obr. 58: Parametr NPQ naméteny Vv odd€lenych listech genotypi WT, koLhch6 a koLhcb3,6 rostlin
A. thaliana L. 5. den po inkubaci ve tmé&, kdy prvnich 10 minut bylo méfeno pii aktinickém svétle
0 intenzitach 1200, 200 a 800 umol fotoni m™ s, nasledujicich 10 minut po vypnuti aktinického svétla.
Uvedeny pruméry a SD, n = 6.
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Obr. 59: Parametr NPQ naméieny Vv oddélenych listech genotyptt WT, koLhcb6 a koLhcb3,6 rostlin
A. thaliana L. bezprostiedné (0. den) po oddéleni, kdy prvnich 10 minut bylo méfeno pti aktinickém
svétle o intenzitach 200, 800 a 1200 pmol fotonti m? s, nasledujicich 10 minut po vypnuti aktinického
svétla. Uvedeny priméry a SD, n = 6.
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Obr. 60: Parametr NPQ naméteny v oddélenych listech genotypi WT, koLhch6 a koLhcb3,6 rostlin
A. thaliana L. 5. den po inkubaci ve tmé&, kdy prvnich 10 minut bylo méfeno pfi aktinickém svétle
0 intenzitach 200, 800 a 1200 umol fotont m? s, nasledujicich 10 minut po vypnuti aktinického svétla.
Uvedeny pruméry a SD, n = 6.
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4.4.2 Parametry Y(I), Y(ND) a Y(NA)

Prib¢hy parametru Y(I) vykazovaly 0. den u vSech genotypt postupny pokles z maximalni
hodnoty k 0 (Obr. 61). Paty den doslo ke sniZeni po¢ate¢nich hodnot: u WT a koLhcb3,6 na cca
0,6 a u koLhch6 na 0,75 (Obr. 62). Nejvyraznéjsi rozdily mezi genotypy byly nalezeny u
kvantovych vytézkia nefotochemické disipace energie — Y(ND) a Y(NA), a to jak 0. den, tak 5.
den. U pravé odd¢lenych lista (0. den) bylo u genotypti koLhch6 a koLhcb3,6 potlaceno
piechodné snizeni Y(ND) a piechodné zvySeni Y(NA) (Obr. 61), pficemz tento efekt byl
vyrazn€jsi u genotypu koLhcb3,6. Oproti WT tedy u uvedenych genotypt doslo v priabéhu 3
min po spusténi aktinického svétla k vyssi limitaci na donorové stran¢ PSI a zaroven k nizsi
limitaci na akceptorové stran¢ PSI.

Paty den po zatemnéni oddélenych listd byla u genotypi koLhcb6 a koLhcb3,6 situace
opacna, tj. limitace na donorové stran¢ byla mensi a limitace na akceptorové strané vétsi ve

srovnani s WT (Obr. 62).
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Obr. 61: Parametry Y(I), Y(ND) a Y(NA) naméfené v oddé€lenych listech genotypu WT, koLhcb6 a
koLhch3,6 rostlin A. thaliana L. bezprostiedné (0. den) po oddéleni, kdy méfeni trvalo 3 minuty a
probihalo pii spusténém aktinickém svétle (800 pumol fotont m™ s1). Uvedeny priméry a SD, n = 5.
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Obr. 62: Parametry Y(I), Y(ND) a Y(NA) naméfené v oddélenych listech genotyptit WT, koLhch6 a
koLhch3,6 5. den po oddé€leni a nasledné inkubaci ve tmé, kdy méfeni trvalo 3 minuty a probihalo pfi
spusténém aktinickém svétle (800 pmol fotond m™ s1). Uvedeny priméry a SD, n= 5.
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5 DISKUZE

Béhem senescence dochazi typicky k poklesu obsahu chlorofylu a ke zménam parametrt
chlorofylové fluorescence jako je napt. pokles maximalniho kvantového vytézku fotochemie
fotosystému II ve stavu adaptovaném na tmu (Fv/Fwm) vyjadiujiciho funkénost PSII nebo také
pokles efektivniho kvantového vytézku fotochemie PSII ve stavu adaptovaném na svétlo (Op)
odrazejiciho mnozstvi absorbované energie, jeZ je vyuzita béhem fotosyntézy. Nefotochemické
zhaseni (NPQ) chrani rostliny pied piipadnym fotooxida¢nim poSkozenym z nadbytku svétlené
energie a je tvoieno 3 zakladnimi slozkami, které se od sebe lisi rychlosti relaxace pii umisténi
rostliny do tmy po pfedchozim vystaveni svétlu: qE (zhaseni zavislé na energii) relaxuje
Vv prib¢hu sekund az né€kolik jednotek minut, qT (zhéSeni zavislé na stavovych ptechodech)
relaxuje béhem desitek minut a ql (fotoinhibi¢ni zhaSeni) relaxuje i nékolik hodin. NPQ
vyjadiujici miru disipace absorbované energie na teplo v priabéhu senescence zpoc¢atku nartista
a pozdg&ji klesa. Parametr 1 - qP nazyvany jako excita¢ni tlak na PSII pfedstavuje ¢ast reakénich
center PSII, ktera jsou uzaviena (jinak se da definovat jako mnozstvi redukovanych Qa) a
béhem senescence narusta (Maxwell a Johnson 2000, Miiller a kol. 2001, Rohaéek 2002,
Vickova a kol. 2006, Dai a kol. 2014, Derks a kol. 2015). Senescenci ovliviiuje fada faktord,
Z nichZ jednim je svétlo. Senescence mize byt indukovana svétlem vysoké intenzity nebo
zatemnénim. Naopak ji dokaZe zpomalit svétlo mirné aZ stfedni intenzity (pfiblizné do 100
umol fotontt m2 st) (Kar a kol. 1993).

Mira a potadi degradace LHC a dalsich komponent fotosyntetického aparatu zavisi na
podminkach senescence a rostlinném druhu, pfi¢emZz mechanismus této degradace doposud
nebyl objasnén. Rychlost, mira a potfadi degradace svétlosbérnych komplexi mohou byt
dulezité z hlediska potfeby zachovani nizkého poskozeni chloroplasti a bunék za ucelem
efektivni recyklace latek béhem senescence. Je také zndmo, Ze mutantni rostliny s deficienci
nekterych LHC maji ovlivnénou organizaci, funkci a stabilitu fotosyntetického aparatu,
nicméné jejich senescence dosud nebyla popsana. Proto bylo cilem této diplomové prace
porovnat priubéh senescence u vybranych mutanti A. thaliana a posoudit vliv deficience
jednotlivych LHC a PsbS proteinu. Sledovany byly vybrané parametry chlorofylové
fluorescence (Fo, Fm, Fv/Fm, NPQ a 1 - qgP), obsah fotosyntetickych pigmenti (soucet
chlorofylu a + b, pomér chlorofylu a/b, obsah karotenoidil) a béhem experimentu 3 oxidace
P700, a to vzdy 0. a 5. den po oddéleni a inkubaci ve tmé/na svétle u odd€lenych, popt.

individudlné zatemnénych listi.
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Pfi posuzovani fenotypu rostlin jednotlivych genotypu byla u koLhcb6 a koLhch3,6
pozorovana mirna a U NOM pomérné vyrazna redukce ristu ve srovnani se standardnim
genotypem WT. Tato pozorovani byla v souladu se zjisténimi v pracich Ilikova a kol. (2021) a
Dall’Osto a kol. (2014). Ostatni genotypy nevykazovaly ve srovnani s WT zmény ve velikosti
jejich nadzemnich ¢asti. U vSech genotypt doslo po inkubaci oddé€lenych lista 5 dnti na svétle
(90 pmol fotoni m2 s?) k akumulaci antokyantl, které maji tlohu optického filtru a chrani
bunky listl pied fotooxida¢nim poskozenim (Elgimabi 2017).

Spektrofotometricka analyza ukazala 5. den po inkubaci oddélenych listi ve tmé i u IDL
pokles souctu obsahu chlorofylu a + b u vSech genotypi o primémé 61 %
(na cca 6 z 15,5 pg/cm?). Zpravidla nejvyssi hodnoty byly pozorovany u koPsbS, naopak
+ b o piiblizné 30 % (ze 17 na 12 pg/cm?). Snizeni obsahu chlorofyli pozorovali napf. i
Spundova a kol. (2005a) po inkubaci rostlin p3enice seté (Triticum aestivum L.) 6 a 12 dnii ve
tm&. Také Spundova a kol. (2005b) pozorovali u listi je¢mene (Hordeum vulgare L.)
inkubovanych 6 dnti ve tmé (chl a + b = 6 pg/cm?, kontrola byla cca 23 pg/cm?) rychlejsi
degradaci chlorofylii nez u listii inkubovanych 6 dnii na kontinualnim svétle o intenzité 90 pmol
fotonti m? s (chl a + b =18 pg/cm?).

Hodnoty pomeéru obsahu chlorofylu a/b vykazovaly ve srovnani s 0. dnem u vsech
genotypt inkubovanych 5 dnil ve tmé nérlst o ptiblizné 50 %. V rdmci vSech experimentl byl
pozorovan nejvyssi nardst tohoto poméru u genotypu koLhcb5, koLhcb5,6 a Penta, naopak
pomérné maly narust nastal u koLhcb6 a koLhcb3,6. Vyssi hodnoty tohoto parametru
znamenaji, ze u listl inkubovanych ve tmé dochazelo rychleji k degradaci chlorofylu b a tedy i
svétlosbérnych komplexl, nez chlorofylu a, ktery se nachdazi i v reakénich centrech (napft.
Spundova a kol. 2003). U listtl inkubovanych 5 dnii na svétle doslo naopak k poklesu chl a/b o
cca 20 %, coz znaci rychlejsi degradaci reakénich center v porovnani s LHC. Obsah
karotenoidd (car) byl ve srovnani s kontrolou snizen u genotypl inkubovanych ve tmé
praimémé o 50 % (nejnizsi hodnoty u koLhcb3,6), u listii inkubovanych na svétle doslo ke
snizeni o cca 35 %. Ve srovnani s chlorofyly vSak karotenoidy degradovaly béhem indukované
senescence pomaleji, coz je v souladu s literaturou — napt. Biswal (1995).

Funkce fotosyntetického aparatu byla posuzovana na zakladé méteni fluorescencnich
parametri. Parametr Fv/Fum se béhem vsech experimentl a u vétsiny genotypt pohyboval 0. den
okolo hodnoty 0,83, coz je typicka hodnota pro dospélé, plné funk¢ni zdravé listy. U genotypt
koLhcb6 a koLhcb3,6 byl pozorovan mirné niz§i pomér Fv/Fm (okolo 0,75) a u genotypu NoM

byl tento pomér vyrazné nizsi (okolo 0,5). Snizené hodnoty parametru Fv/Fm pozorovali u
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genotypu koLhch6 a koLhch3,6 také Ilikova a kol. (2021), coz je podle nich dano zvysenim Fo
a snizenim Fm. Pti analyze genotypu NoM zaznamenali Dall’Osto a kol. (2017) taktéz snizenou
hodnotu parametru Fv/Fm — okolo 0,57. Paty den po inkubaci listi ve tmé& doslo u vSech
genotypu k poklesu hodnot Fv/Fm. V ramci experimentti 1 (oddélené listy i IDL) a 3 byly u
vétsiny genotypt naméfeny nizsi hodnoty (pramérné 0,5) nez béhem experimentu 2 (okolo 0,6).
Ve srovnani se standardnim genotypem WT vykazovaly vSechny genotypy s deficienci
vybranych svétlosbérnych komplexii po indukci senescence zatemnénim veétsi ¢i mensi
zhorSeni funk¢nosti PSIL. Nejnizsi hodnoty byly béhem vsech experimentt ziskany u genotypi
koLhcb6, koLhcb3,6 a NoM. V experimentu 2 doslo béhem 5. dne po inkubaci listti na svétle
(60 pmol fotondi m? st) ve srovnani s 0. dnem k minimalnimu poklesu, u genotypu NoM pak
byly naméfené hodnoty vyrazné niz$i. Nizké hodnoty Fv/Fm byly vSak u genotypu NoM
nameéteny 1 0. den a byla u néj pozorovana i celkova redukce rustu.

Parametr Fo se béhem vsech experimentd a u vétSiny genotypti pohyboval 0. den okolo
stejné hodnoty, u genotypu koLhch6 a koLhch3,6 bylo hodnoty mirné vyssi, u genotypu NoM
pak doslo k vyraznému zvyseni. Za zvyseni hodnot Fo ziejmé zodpovida funkéni preruseni mezi
svétlosbérnymi komplexy a jadrem PSII (Ilikova a kol. 2021). Paty den po inkubaci listd ve tmé
doslo béhem experimentii 1 a 3 ve srovnani s kontrolou u genotyptt koLhch6 a koLhcb3,6 ke
zvyseni hodnot. To znaci, zZe zfejmé doslo k dalSimu zhorSeni funkéniho propojeni mezi LHC
a reakénimi centry PSIIL. U ostatnich genotypii doslo 5. den po inkubaci ve tmé ve srovnani s 0.
dnem ke sniZeni hodnot tohoto parametru. Paty den po inkubaci listd na svétle béhem
experimentu 2 byly ziskané hodnoty srovnatelné s kontrolou (kromé genotypi koLhch6,
koLhch3,6 a NoM, kdy byly hodnoty nizsi).

Parametr Fm se béhem vsech experimenti pohyboval 0. den okolo podobnych hodnot.
Paty den po inkubaci listti ve tmé doslo u vSech genotypu k poklesu hodnot (az o 60 %). U
parametru Fm nebyly pozorovany Zadné vétsi rozdily (aZ na par odchylek) mezi jednotlivymi
genotypy. Pricinou poklesu Fm mohl byt rychly ubytek chlorofyli nebo zvysena aktivita
nefotochemickych zhéasecich procest (VIickova a kol. 2006).

Béhem experimentl 1 a 3 byly pozorovany v prvni poloviné prabéhu méieni (0. 1 5.
den) velmi nizké hodnoty parametru ®p (bliZici se 0), a to z divodu pouziti relativné vysokého
aktinického svétla béhem méfeni (v experimentu 1 asi 12krat a v experimentu 3 ptiblizn¢ 8krat
vy$§iho nez péstebni svétlo), abychom zjistili, jak mutantni genotypy reaguji na svétlo vysoké
intenzity. V ramci experimentu 2, kdy bylo pouzito aktinické svétlo o intenzité 200 pmol fotont
m2 s, byly v prvni poloviné priibéhu méfeni pozorovany vyssi hodnoty parametru ®p neZ

v experimentech 1 a 3 (u vzorkll inkubovanych 5 dnil na svétle asi 6krat vyssi nez u vzorkl
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inkubovanych ve tmé&). Po vypnuti aktinického svétla (druha ¢ast prab&hu) doslo k nartstu
tohoto parametru k hodnotam okolo 0,8 (béhem experimentu 1 k poloviénim hodnotam).
Hodnoty ®p byly béhem fluorescenéni indukce obecné u vSech genotypd, které byly
inkubovany 5 dni ve tmé, ve srovnani s 0. dnem snizeny. Nejvyssi snizeni bylo zpravidla
pozorovano u genotypu koLhcb6, koLhcb3,6 a NoM, coz indikuje, Ze v téchto genotypech
dochazelo k nejvétsimu poklesu vyuzivani absorbované energie béhem fotosyntézy.

Parametr NPQ vykazoval béhem vsech experimentt u vétSiny genotypi inkubovanych
5 dnl ve tmé& ve srovnani s kontrolou pomalejsi a niz§i nartst a poté | mirngjsi a pomalejsi
pokles (obzvlast’ béhem experimentu 1, kdy bylo pouzito svétlo intenzity 1200 pmol fotont
m2s1), coz znaéi, ze v prvni fazi doslo k pomalejsi aktivaci ochrannych zhasecich procesti a v
druhé fazi doslo k pomalejSimu Gtlumu téchto procesi. Za pomalejsi pokles hodnot v druhé
Casti prub&hu NPQ je pravdépodobné zodpovédny zvyseny podil pomalu relaxujici slozky gl
znacici fotoinhibi¢ni poskozeni zpuisobené vysokou intenzitou svétla (Malnoé 2018). Nejhiie
na tom byly v ramci experiment, co se ty¢e vyuziti NPQ pii ozafeni rostliny svétlem, genotypy
koLhcbh6, koLhch3,6 a NoM, coz odpovidalo i mite poklesu hodnot Fv/Fm. U téchto genotypt
byl zhorSeny stav jiz ve tm¢ a vystaveni aktinickému svétlu (obzvlast’ vysoké intenzity —
experiment 1 a 3) tento stav dale zhorSilo. Béhem experimentu 3 byl u genotypu NoM
pozorovan dvoufazovy nartist NPQ. Tento jev zaznamenali i Townsend a kol. (2018), podle
nichZ je prvni faze nariistu zavisla na ptitomnosti PsbS proteinu, za ustaleni aZ mirny pokles
odpovida odpojeni LHC od jaderného komplexu, druhd faze nartistu pak ziejmé souvisi s
aktivaci xantofylového cyklu. Za zminku stoji také pribeh tohoto parametru pro genotyp PsbS
(na proteinu PsbS je pfimo zavisla slozka NPQ qE), kdy byla pozorovana velice pomala
aktivace i relaxace zhaseni (0. i 5. den). Toto pozorovani je v souladu s ptedchazejici studii Li
a kol. (2000). Obecné byla nejvyssi aktivita zhasecich procesi pozorovana béhem experimentu
1. kdy bylo pii méfeni pouzito svétlo intenzity 1200 pmol fotond m™? s?, poté b&hem
experimentu 3 (800 pmol fotonti m? s) a nakonec v ramci experimentu 2 (200 pmol fotont
m2s1). Pribéh NPQ u listi inkubovanych na svétle b&hem experimentu 2 byl podobny priibéhu
u listd inkubovanych ve tmé.

Béhem experimentu 1 se hodnoty parametru 1 - qP pii zapnutém aktinickém svétle
pohybovaly u vSech genotypt 0. 1 5. den okolo 1, coz odrdzi maximalné redukovany PQ pool
v disledku pouziti vysoké intenzity svétla. Po vypnuti aktinického svétlo doslo k poklesu
hodnot. Béhem experimentu 2 hodnoty parametru 1 - qP pfi zapnutém aktinickém svétle u vSech
genotypt 0. 1 5. den postupné klesaly — nejméné u listli inkubovanych ve tmé (vétsi redukce PQ

poolu ve srovnani s 0. dnem) a nejvice u listti inkubovanych na svétle (mensi redukce PQ poolu
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ve srovnani s kontrolou). Po vypnuti aktinického svétlo doslo k poklesu na 0. Bé&hem
experimentu 3 se hodnoty parametru 1 - qP pfi zapnutém aktinickém svétle pohybovaly u vSech
genotypu 0. i 5. den okolo 1 a po vypnuti aktinického svétlo doslo k poklesu na 0 (u genotypt
koLhcb6 a koLhch3,6 se hodnoty drzely nad 0). Pribéhy tohoto parametru u jednotlivych
genotyptl byly pro 0. 1 5. den téméf totozné. Nebyly pozorovany vétsi rozdily mezi genotypy
navzajem.

U IDL byly zmény sledovanych parametri kvalitativné podobné jako u oddélenych
zatemnénych list, kvantitativné v§ak byly zmény odlisné. U IDL byl ve srovnéni s oddélenymi
listy inkubovanymi ve tm¢ pozorovan vétsi pokles Fv/Fm (horsi funkce PSII), zpravidla nartst
Fo (pravdépodobné prohloubeni procesu odpojovani svétlosbérnych antén od jaderného
komplexu) a u parametru Fm byly hodnoty podobné. Pribéhy ®p a 1 - qP byly pfi zapnutém
aktinickém svétle taktéz podobné (kvalitativné i kvantitativn€) prabéhiim odd¢€lenych listt. U
NPQ byly naméfeny nizs§i hodnoty ve srovnani s hodnotami oddélenych listi, doslo tedy ke
snizeni disipace pfebytecné absorbované energie ve formé tepla, coz mize indikovat také vétsi
poskozeni PSII. U IDL doslo ve srovnani s oddélenymi listy k rychlejsi senescenci, nicméné
kvalitativné byly zmény probihajici behem senescence u IDL podobné zméndm u oddélenych
listd. Proto se i oddélené listy daji pouzit jako (jednodussi) model senescence indukované
zatemnénim.

V ramci experimentu 3 byly méfeny parametry slouzici k posouzeni funkce PSI.
Pribéhy parametru Y(I) vykazovaly 0. den u vétSiny genotypu postupny pokles z hodnoty 1
k 0, kdy na pocatku piijima P700 excitacni energii, ktera je efektivné vyuzita k fotochemii,
postupné je vSak aktivovan i PSII a PSI se uzavira, hodnoty klesaji k 0. P4ty den doslo u
nekterych genotypt ke sniZzeni pocatecnich hodnot, coz znaci, Ze doslo k limitaci na donorové
nebo akceptorové stran€.

Pribéh parametru Y(ND) vykazoval 0. i 5. den dvé faze narustu, jejichz maximalni
hodnoty byly podobné. Rozdilné byly mezi genotypy hodnoty poklesu mezi fazemi narastu (0.
den vétSinou okolo 0, u genotypi koLhch6 a koLhch3,6 vyrazné vyssi, 5. den byly hodnoty
ruzné a spiSe vys$i). Vyss§i hodnoty (v casti pribéhu, kde by mél byt pozorovan pokles)
znamenaji zpomaleni toku elektronii do PSI, jeho pieruseni nebo poskozeni PSII.

Pribéh parametru Y(NA) se zpravidla 0. i 5. den vyznacoval jednim vyraznym
maximem. Nulty den se toto maximum u vétSiny genotypt pohybovalo okolo stejnych hodnot
(0,7), u genotypt koLhcb6 a koLhch3,6 byly hodnoty maxima vyrazné snizeny. Paty den byly
hodnoty maxima ve srovnani s 0. dnem nizsi (snizeni na polovinu). Ptisunem elektront z PSII

dochazi postupné k piesyceni PSI a akceptorii (nartist a maximum), tok elektrond je tak
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pierusen a dochazi k poklesu hodnot. Niz§i hodnoty béhem pribéhu narGstu znamenaji
zpomaleni nebo omezeni toku elektrontt do PSI nebo poskozeni PSII. Jestlize nedochazi po
nartistu hodnot k nasledovnému poklesu, je omezen tok elektroni na akceptorové strané za PSI
(limitace na akceptorové stran¢). Tento pribéh byl pozorovan zejména u genotyptu koLhch6 a

koLhcb3,6 inkubovanych 5 dni ve tmé.
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6 ZAVER

Senescence je posledni vyvojova faze rostliny nebo listu. Je doprovdzena recyklaci
jednoduchych zivin ze senescentnich listi do jinych ¢asti rostliny. Nasledkem rozpadu
chloroplastti, chlorofylu a dalSich dualezitych makromolekul véetn¢ svétlosbérnych (LHC)
komplexti, dochazi k inhibici fotosyntézy. Mechanismus degradace LHC nebyl doposud
objasnén. Je znamo, ze mutantni rostliny s deficienci nékterych LHC maji ovlivnénou
organizaci, funkci a stabilitu fotosyntetického aparatu, nicmén¢ jejich senescence dosud nebyla
popsana.

Cilem této diplomové prace bylo porovnat pribéh senescence u vybranych mutantii
Arabidopsis thaliana a posoudit vliv deficience jednotlivych LHC a PsbS proteinu. Sledovany
byly né€které parametry chlorofylové fluorescence, obsah fotosyntetickych pigmenti a béhem
experimentu 3 oxidace P700, a to vzdy 0. a 5. den po oddéleni a inkubaci ve tmé/na svétle u
oddélenych, popft. individualné zatemnénych listu.

Béhem senescence indukované zatemnénim doslo u standardniho genotypu (WT) ve
srovnani s Cerstvé oddélenymi listy K poklesu obsahu fotosyntetickych pigmentt a k nartstu
poméru chlorofylu a/b, coz indikuje rychlejsi degradaci svétlosbérnych komplexti oproti
reakénim centrim. Dale byl zaznamenan pokles funkce PSII a sniZeni vyuZiti energie ve
fotochemii. Vzhledem ke sniZeni hodnot Fo béhem senescence ziejmé nedoslo k odpojeni LHC
od jaderného komplexu. Nefotochemické zhaSeni bylo nejvice aktivovano pii pouziti
aktinického svétla nejvyssi intenzity. Béhem senescence bylo fungovani nefotochemickych
procest zhorSeno. Funkce PSI byla ve srovnéni s 0. dnem mirn¢ zhorSena.

Genotyp koPsbS byl fenotypové k nerozeznani od standardniho genotypu. Obsah
fotosyntetickych pigmentl nebyl ve srovnani s ostatnimi genotypy sniZzen. Funk¢énost PSII byla
béhem 0. dne srovnatelnd s plné¢ funkénimi zdravymi listy. Béhem senescence indukované
zatemnénim doslo, jako u vSech genotypi, k poklesu funkce PSII a ke sniZeni vyuziti energie
ve fotochemii. Stejné jako u WT nebylo zaznamenano odpojeni LHC od jaderného komplexu.
Specificky byl pribéh nefotochemického zhaseni, kdy byla pozorovana ve srovnani s ostatnimi
genotypy pomalé aktivace i relaxace zhaSeni, coz se da vysvétlit tim, ze vlivem deficience
proteinu PsbS nemohlo dojit k aktivaci slozky nefotochemického zhaseni qE. Funkce PSI byla
i béhem senescence zachovana (ve srovnani s WT byla funkce PSI v senescentnich listech
lepsi).

Ve srovnani s WT nebyly u koLhch3 pozorovany rozdily v rychlosti ristu ¢i obsahu

fotosyntetickych pigmentt. Funkce PSII a PSI nebyla nijak ovlivnéna. Tento mutantni genotyp
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vykazoval za normalnich podminek i béhem senescence prakticky stejné vlastnosti jako WT.
Neptitomnost Lhcb3 je totiz pravdépodobné kompenzovana zvySenym vyskytem podjednotek
Lhcbl a Lhcb2.

Genotypy koLhch5,6, koLhcb4, koLhch5 a Penta vykazovaly zpravidla velmi podobné
vlastnosti. Dosahovaly stejného vzrustu jako standardni genotyp. Obsah fotosyntetickych
pigmentt byl Cerstvé po odd¢€leni i béhem senescence podobny obsahu pigmentt U ostatnich
genotypa. PSII byl u pravé oddé€lenych listd funkéni jako u dospélych, zdravych listd WT.
Béhem senescence indukované zatemnénim doslo ve srovnani s WT k mirné vyssimu poklesu
funkce PSII a ke znatelnéj$imu snizeni vyuziti energie ve fotochemii. U genotypt koLhch5,6 a
Penta vysledky v nékterych ptipadech naznacovaly funkéni preruSeni mezi LHC a jadernym
komplexem béhem senescence. Béhem senescence bylo fungovani nefotochemickych procest
zhorseno podobné jako u WT. Funkce PSI byla béhem senescence, podobn¢ jako u WT, mirné
zhorsena. Deficience svétlosbérnych komplexti Lhcb4, Lheb5 a Lheb5 s Lheb6 tedy neptisobila
na prub¢h listové senescence. Prekvapenim byl dobry stav genotypu Penta, kde chybi dokonce
5 rznych Lhcb proteinti, véetné Lheb3 a Lheb6, jejichz spole¢na deficience stimulovala pokles
funkc¢nosti fotosyntetického aparatu v senescentnich listech (viz dale). Zachovany vzrist rostlin
a dobra funk¢énost fotosystémt mohla byt u téchto mutantnich genotypt ddna akumulaci jinych
Lhcb podjednotek.

Pfi posuzovani fenotypu rostlin jednotlivych genotypt byla u koLhcb6 a koLhch3,6
pozorovana mirna redukce ristu ve srovnani s WT. Obsah fotosyntetickych pigmentti nebyl ve
srovnani s ostatnimi genotypy sniZzen. Funk¢nost PSII byla u téchto genotypli béhem 0. dne
srovnatelna s plné funkénimi zdravymi listy WT, nicméné mirné vyssi hodnoty Fo indikovaly
zhorSeny pfenos excitaci z LHC do reakénich center PSII, coz uz bylo u téchto genotypil
popsano v literatuie. Paty den po inkubaci listt ve tmé doslo k vyrazné&jSimu poklesu funkce
PSII ve srovnani s WT. Oproti 0. dni bylo zaznamenano dalsi zhorSeni funk¢éniho propojeni
mezi LHC (pravdépodobné M trimery) a reak¢nimi centry PSIl. Vzhledem k tomu, ze pomér
chlorofylu a/b béhem senescence v listech koLhch6 a koLhch3,6 nenarostl vice nez u ostatnich
genotypl, je pravdépodobné, Ze ptredpokladané vétSi zastoupeni volnych M trimert
nezpusobilo urychleni degradace LHC.

Hodnoty nefotochemického zhaSeni byly u nizké a stfedni intenzity svétla velmi nizké,
coz také odrazi horsi fungovani PSII a nefotochemickych procesii ve srovnani s WT. Omezena
byla také funkce PSI, kdy byla béhem senescence zaznamenana limitace na jeho akceptorové
stran¢, coz znamena zpomaleni nebo omezeni toku elektront z PSI. Deficience podjednotek

Lhcb3 s Lhch6 a Lheb6 tedy ovlivnila funkei PSII, a to obzvlast béhem senescence. Vzhledem
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k tomu, ze u téchto genotypu nedoslo ve srovnani s ostatnimi genotypy k vyraznéjsimu poklesu
fotosyntetickych pigmentti, neni primérni pfi¢inou horsi funkce PSII vyssi mira degradace, ale
pravdépodobné zména organizace v ramci superkomplexu.

Genotyp NoM vykazoval ve srovnani s ostatnimi genotypy specifické vlastnosti.
Zaznamenana byla pomérné vyrazna redukce rtstu. Obsah fotosyntetickych pigment vSak
nebyl ve srovnani s ostatnimi genotypy za normalnich podminek ani béhem senescence snizen.
Funkénost PSII byla u tohoto genotypu snizena jiz 0. den, paty den po inkubaci listti ve tmé byl
pokles funkce PSII jesté vice prohlouben. Bylo zaznamendno poruSeni funkéniho spojeni
svétlosbérnych komplext s jadry PSII, coZ bylo zpiisobeno absenci minoritnich antén (Lhcb4.1,
Lhcb4.2 a LhebS5), jejichZz funkei je pravé piipojeni M a S trimerti k jadernému komplexu.
Hodnoty nefotochemického zhaSeni byly velmi nizké, coz odrdzi hor$i fungovani
nefotochemickych procest a PSII ve srovnani s WT. Snizena byla také funkce PSI, kdy byla
béhem senescence zaznamenana limitace na donorové strané, coz znamena, ze doSlo ke
zpomaleni toku elektronti do PSI, jeho pteruSeni nebo poskozeni PSII. Deficience podjednotek
Lhcb4.1, Lhcb4.2 a Lheb5 vyrazné ovlivnila fenotyp i funkci PSIL a to jiz za normalnich
podminek. Vzhledem k tomu, ze u tohoto genotypu nedoslo ve srovnani s ostatnimi genotypy
k vyraznéjsimu poklesu fotosyntetickych pigmentu, je pravdépodobnou pfi¢inou vyraznéjsiho
zhorseni funkce PSII (stejné jako u genotypti koLhch6 a koLhcb3,6) zména organizace v ramci
superkomplexu.

U IDL byly zmény sledovanych parametri kvalitativné podobné jako u oddélenych
zatemnénych listll, kvantitativné vSak byly zmény odlisné — horsi funkce PSII, prohloubeni
procesu odpojovani svétlosbérnych antén od jaderného komplexu a horsi fungovani
nefotochemickych procesi. U IDL doSlo ve srovnani s oddélenymi listy k mirn€ rychlejsi
senescenci, coz by mohlo souviset s vlivem zbylé ¢asti rostliny, konkrétn¢ se stimulaci
senescence listl, ve kterych z divodu zatemnéni neprobihala senescence. Nicméné kvalitativné
byly zmény probihajici béhem senescence u IDL podobné zméndm u oddelenych listii. Proto
se 1 oddélené listy daji pouzit jako (jednodussi) model senescence indukované zatemnénim.

Pti inkubaci odd¢€lenych listii na svétle doslo u vSech genotypt k akumulaci antokyanti,
které chrani buiky listi pfed fotooxidacnim poSkozenim. Zmény obsahu fotosyntetickych
pigmentli a vétSiny sledovanych parametrti chlorofylové fluorescence byly kvalitativné
podobné jako u listl inkubovanych ve tmé&, ale mén¢ vyrazné. Vyssi hodnoty parametru ®p a
niz$i hodnoty 1 - qP indikovaly dokonce mirné lepsi fotochemii PSII i transport elektront za
PSII nez u Cerstvé oddélenych listd. V nasem ptipad¢ tedy svétlo oproti zatemnéni zpomalilo

zmény indukované senescenci.
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Obecnym zavérem je, ze deficience nékterych LHC (Lhcb4.1, Lhcb4.2 a Lhcb5 u NoM,
Lhcb6 u koLhcb6 a Lhcb3 s Lhch6 u koLhch3,6) urychluje pokles funkce PSII vyvolany
zatemnénim listd. Vzhledem k tomu, Ze u pfislusnych genotypt nedoslo ve srovnani s ostatnimi
genotypy Kk vyraznéjsimu poklesu obsahu fotosyntetickych pigmenti, neni primarni pficinou
snizeni funkce PSII vysSs$i mira degradace, ale pravdépodobné zména organizace v ramci
superkomplexu PSII.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkli a pozorovani je v nejbliz§i budoucnosti planovéana
strukturni analyza zmén organizace superkomplexti PSII pii senescenci (u WT i mutantnich
genotypll) a studium vlivu deficience vybranych svétlosbérnych komplexii a PsbS proteinu na

prubéh piirozené senescence.

85



7 POUZITA LITERATURA

About Arabidopsis. The Arabidopsis information resource.
https://www.arabidopsis.org/portals/education/aboutarabidopsis.jsp.  Stazeno  11.3.
2022,

Adam Z., Clarke A.K. (2002). Cutting edge of chloroplast proteolysis. Trends in Plant Science
7, 451-456.

Amerongen H., Croce R. (2013). Light harvesting in photosystem Il. Photosynthesis Research
116, 251-263.

Ali A., Gao X., Guo Y. (2018). Initiation, progression, and genetic manipulation of leaf
senescence. Methods in Molecular Biology 1774, 9-31.

Ballottari M., Girardon J., Dall'Osto L., Bassi R. (2012). Evolution and functional properties of
Photosystem Il light harvesting complexes in eukaryotes. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) — Bioenergetics 1817, 143-157.

Bartak M. (2011). Indikace dopadu stresu na vitalitu in-vitro kultivovanych rostlin pomoci
pokrocilych metod fluorescence chlorofylu. V: Rostlinné biotechnologie II — soucasné
trendy ve vyuce a vyzkumu (Bartdk M., Hajek J., Dubova J., eds.). Masarykova
univerzita Brno, 1-12.

Biswal B. (1995). Carotenoid cartabolism during leaf senescence and its control by light.
Journal of Photochemistry and Photobiology 30, 3-13.

Boekema, E. J., Semchonok, D.A. (2019). Organization of photosynthetic membrane proteins
into supercomplexes. In: Light harvesting in photosynthesis (Croce, R., van Grondelle,
R., van Stokkum, LLH.M., van Amerongen, H., eds.). CRC Press, Boca Ratona,
207-217.

Briggs W.R, Olney M.A. (2001). Photoreceptors in plant photomorphogenesis to date. Five
phytochromes, two cryptochromes, one phototropin, and one superchrome. Plant
Physiology 125, 85-88.

Caffarri S., Kouftil R., Kereiche S., Boekema E.J., Croce R. (2009). Functional architecture of
higher plant photosystem Il supercomplexes. The European Molecular Biology
Organization Journal 28, 3052-3063.

Camp P.J., Huber S.C., Burke J.J., Moreland D.E. (1982). Biochemical changes that occur
during senescence of wheat leaves: basis for the reduction of photosynthesis. Plant
Physiology 70, 1641-1646.

Dai J., Gao H., Dai Y., Zou Q. (2004). Changes in activity of energy dissipating mechanisms
in wheat flag leaves during senescence. Plant Biology 6, 171-177.

Dall'Osto, L., Caffarri, S., Bassi, R. (2005). A mechanism of nonphotochemical energy

dissipation, independent from PsbS, revealed by a conformational change in the antenna
protein CP26. The Plant Cell 17, 1217-1232.

86


https://www.arabidopsis.org/portals/education/aboutarabidopsis.jsp

Dall'Osto L., Unlii C., Cazzaniga S., van Amerongen H. (2014). Disturbed excitation energy
transfer in Arabidopsis thaliana mutants lacking minor antenna complexes of
photosystem Il. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) — Bioenergetics 1837,
1981-1988.

Dall'Osto L., Cazzaniga S., Bressan M., Palecek D., Zidek K., Niyogi K., Fleming G.,
Zigmantas D., Bassi R. (2017). Two mechanisms for dissipation of excess light in
monomeric and trimeric light-harvesting complexes. Nature Plants 3, 17033.

Damkjer J.T., Kereiche S., Johnson M.P., Kovacs L., Kiss A.Z., Boekema E.J., Ruban A.V.,
Horton P., Jansson S. (2009). The photosystem 11 light-harvesting protein Lhcb3 affects
the macrostructure of photosystem Il and the rate of state transitions in Arabidopsis. The
Plant Cell 21, 3245-3256.

de Bianchi S., Dall'Osto L., Tognon G., Morosinotto T., Bassi R. (2008). Minor antenna
proteins CP24 and CP26 affect the interactions between photosystem Il subunits and the
electron transport rate in grana membranes of Arabidopsis. The Plant Cell 20,
1012-1028.

de Bianchi S., Betterle N., Koufil R., Cazzaniga S., Boeckema E., Bassi R., Dall'Osto L. (2011).
Arabidopsis mutants deleted in the light-harvesting protein Lhcb4 have a disrupted
photosystem Il macrostructure and are defective in photoprotection. The Plant Cell 23,
2659-2679.

Dekker J.P., Boekema E.J. (2005). Supramolecular organization of thylakoid membrane
proteins in green plants. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) — Bioenergetics 1706,
12-39.

Derks A., Schaven K., Bruce D. (2015). Diverse mechanisms for photoprotection in
photosynthesis. Dynamic regulation of photosystem Il excitation in response to rapid
environmental change. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) — Bioenergetics 1847,
468-485.

Dostalova D. (2020). Vplyv absencie svetlozbernych komplexov Lhcb3 a Lhcb6 na
nefotochemické zhasanie u mutantov Arabidopsis thaliana. Bakalafska prace.
Univerzita Palackého v Olomouci.

Elgimabi M.E.N.E. (2017). Effect of light irradiance on regulation of leaf senescence. Journal
of Botanical Sciences 6, 5-13.

Forsberg J., Strom J., Kieselbach T., Larsson H., Alexciev K., Engstrom A., Akerlund H.E.
(2005). Protease activities in the chloroplast capable of cleaving an LHCII N-terminal
peptide. Physiologia Plantarum 123, 21-29.

Gan S., Amasino R.M. (1997). Making sense of senescence (Molecular genetic regulation and
manipulation of leaf senescence). Plant Physiology 113, 313-319.

Gan S. (2007). Mitotic senescence in plants. In: Senescence processes in plants (Gan S., ed.).
Blackwell Publishing Oxford, 1-11.

87


https://www.sciencedirect.com/science/journal/00052728

Goral T. K., Johnson M. P., Duffy C. D. P., Brain A. P. R., Ruban A. V. (2012). Light-
harvesting antenna composition controls the macrostructure and dynamics of thylakoid
membranes in Arabidopsis. The Plant Journal 69, 289-301.

Grover A. (1993). How do senescing leaves lose photosynthetic activity. Current Science 64,
226-233.

Guo Y., Ren G., Zhang K., Li Z., Miao Y., Guo H. (2021). Leaf senescence: progression,
regulation, and application. Molecular Horticulture 1, 5.

Hejny S., Slavik B., Kirschner J., Kiisa B. (2003). Kvétena Ceské republiky 3. Academia,
Praha.

Hensel L.L., Nelson M.A., Richmond T.A. et al (1994). The fate of inflorescence meristems is
controlled by developing fruits in Arabidopsis. Plant Physiology 106, 863-876.

Hortensteiner S. (2006). Chlorophyll degradation during senescence. Annual Review of Plant
Biology 57, 55-77.

Huala E., Oeller P.W., Liscum E., Han I.S., Larsen E., Briggs W.R. (1997). Arabidopsis NPH1.:
a protein kinase with a putative redox-sensing domain. Science 278, 2120-2123.

Huang W., Chen Q., Zhu Y., Hu F., Zhang L., Ma Z., He Z., Huang J. (2013). Arabidopsis
thylakoid formation 1 is a critical regulator for dynamics of PSII-LHCII complexes in
leaf senescence and excess light. Molecular Plant 6, 1673-1691.

ChenY.E.,MalJ., WuN., Su Y.Q., Zhang Z.W., Yuan M., Zhang H.Y., Zeng X.Y. (2018). The
roles of Arabidopsis proteins of Lhcb4, Lhcbh5 and Lhch6 in oxidative stress under
natural light conditions. Plant Physiology and Biochemistry 130, 267-276.

Chen Y., Yamori W., Tanaka A., Tanaka R., Ito H. (2021). Degradation of the photosystem II
core complex is independent of chlorophyll degradation mediated by Stay-Green Mg?*
dechelatase in Arabidopsis. Plant Science 307, 110902.

Chrobok D. (2018). To “leaf” or not to “leat”. Understanding the metabolic adjustments
associated with leaf senescence. Doctoral thesis. Umeé University, Sweden.

llikova L., Ilik P., Opatikova M., Arshad R., Nosek L., Karlicky V., Kucerova Z., Roudnicky
P., Pospisil P., Lazar D., Bartos J., Koufil R. (2021). Towards spruce-type photosystem
I1: consequences of the loss of light-harvesting proteins LHCB3 and LHCB6 in
Arabidopsis. Plant Physiology 187,2691-2715.

JaneCkova H., Husig:kové A., Ferretti U., Pr¢ina M., Pilafova E., Plackova L., Pospisil P.,
Dolezal K., Spundova M. (2018). The interplay between cytokinins and light during
senescence in detached Arabidopsis leaves. Plant, Cell & Environment 41, 1870-1885.

Johnson M.P. (2016). Photosynthesis. Essays in Biochemistry 60, 255-273.

Kar M., Streb P., Hertwig B., Feierabend J. (1993). Sensitivity to photodamage increases during
senescence in excised leaves. Journal of Plant Physiology 141, 538-544.

88



Keech O., Pesquet E., Ahad A., Askne A., Nordvall D., Vodnala S.M., Tuominen H., Hurry V.,
Dizengremel P., Gardestrom P. (2007). The different fates of mitochondria and
chloroplasts during dark-induced senescence in Arabidopsis leaves. Plant, Cell &
Environment 30, 1523-1534.

KimJ., KimJ.H., Lyu J.I., Woo H.R., Lim P.O. (2018). New insights into the regulation of leaf
senescence in Arabidopsis. Journal of Experimental Botany 69, 787—799.

Kirchhoff H., Haase W., Wegner S., Danielsson R., Ackermann R., Albertsson P. A. (2007).
Low-light-induced formation of semicrystalline photosystem Il arrays in higher plant
chloroplasts. Biochemistry 46, 11169-11176.

Kirchhoff H. (2013). Architectural switches in plant thylakoid membranes. Photosynthesis
Research 116, 481-487.

Klimmek, F., Sjodin, A., Noutsos, C., Leister, D., and Jansson, S. (2006). Abundantly and rarely
expressed Lhc protein genes exhibit distinct regulation patterns in plants. Plant
Physiology 140, 793-804.

Klughammer C., Schreiber U. (2008). Saturation pulse method for assessment of energy
conversion in PS I. The PAM Application Notes 1, 11-14.

Koufil R., Nosek L., Barto§ J., Boekema E.J., Ilik P. (2016). Evolutionary loss of light-
harvesting proteins Lhcb6 and Lhcb3 in major land plant groups — break-up of current
dogma. New Phytologist 210, 808-814.

Koutil R., Wientjes E., Bultema J.B., Croce R., Boekema E.J. (2013). High-light vs. low-light:
Effect of light acclimation on photosystem Il composition and organization in
Arabidopsis thaliana. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) — Bioenergetics 1827, 411
419.

Kovécs L., Damkjer J., Kereiche S., Ilioaia C., Ruban A.V., Boekema E.J., Jansson S., Horton
P. (2006). Lack of the light-harvesting complex CP24 affects the structure and function
of the grana membranes of higher plant chloroplasts. The Plant Cell 18, 3106-3120.

Kramer U. (2015). The natural history of model organisms: planting molecular functions in an
ecological context with Arabidopsis thaliana. eLife 4, e06100.

Kuai B., Chen J., Hortensteiner S. (2018). The biochemistry and molecular biology of
chlorophyll breakdown. Journal of Experimental Botany 69, 751-767.

Lazar D. (2015). Parameters of photosynthetic energy partitioning. Journal of Plant Physiology
175, 131-147.

Li X.P., Bjorkman O., Shih C., Grossman A.R., Rosenquist M., Jansson S., Niyogi K.K. (2000).
A pigment-binding protein essential for regulation of photosynthetic light harvesting.
Nature 403, 391-395.

Lim P.O., Kim H.J., Nam H.G. (2007). Leaf senescence. Annual Review of Plant Biology 58,
115-136.

89


https://www.researchgate.net/journal/Annual-Review-of-Plant-Biology-1545-2123

Malnoé A. (2018). Photoinhibition or photoprotection of photosynthesis? Update on the (newly
termed) sustained quenching component gH. Environmental and Experimental Botany
154, 123-133.

Maxwell K., Johnson G. (2000). Chlorophyll fluorescence — a practical guide. Journal of
Experimental Botany 51, 659-668.

Mik V., Szii¢ovéa L., Smehilova M., Zatloukal M., Dolezal K., Nisler J., Graz J., Galuszka P.,
Strnad M., Spichal L. (2011). N9-substituted derivatives of Kkinetin: Effective
antisenescence agents. Phytochemistry 72, 821-831.

Misra A. N., Misra M., Singh R. (2012). Chlorophyll fluorescence in plant biology. In:
Biophysics, 171-192.

Miiller P., Li X. P., Niyogi K. K. (2001). Non-photochemical quenching. A response to excess
light energy. Plant Physiology 125, 1558-1566.

Nelson N., Ben-Shem A. (2005). The complex architecture of oxygenic photosynthesis. Nature
reviews. Molecular and Cell Biology 5, 971-982.

Noodén L.D. (1988). The phenomena of senescence and aging. In: Senescence and aging in
plants. Academic Press, 1-50.

Noodén L., Guiamet J.J., John I. (1997). Senescence mechanism. Physiologia Plantarum 101,
746-753.

Nosek L. (2017). Structural characterization of photosynthetic supercomplexes in plants.
Diserta¢ni prace. Univerzita Palackého v Olomouci.

Pagliano C., Saracco G., Barber J. (2013). Structural, functional and auxiliary proteins of
Photosystem Il. Photosynthesis Research 116, 167—-188.

Prochazka S., Machackova 1., Krekule J., Sebanek J. a kol. (1998). Fyziologie rostlin. Academia
Praha.

Prochazkova D., Wilhelmova N. (2004). Changes in antioxidative protection in bean cotyledons
during natural and continuous irradiation-accelerated senescence. Biologia Plantarum
48, 33-39.

Rios J.J., Pérez-Galvez A., Roca M. (2014). Non-fluorescent chlorophyll catabolites in quince
fruits. Food Research International 65, 255-262.

Rohacek K. a Bartak M. (1999). Technique of the modulated chlorophyll fluorescence: basic
concepts, useful parameters, and some applications. Photosynthetica 37, 339-363.

Rohacek K. (2002). Chlorophyll fluorescence parameters: the definitions, photosynthetic
meaning, and mutual relationships. Photosynthetica 40, 13-29.

90



Rosiak-Figielek B. a Jackowski G. (2000). The disappearance kinetics of Lhcb polypeptides
during dark-induced senescence of leaves. Australian Journal of Plant Physiology 27,
245-251.

Sakuraba Y., Jeong J., Kang M.Y., Kim J., Paek N.CH., Choi G. (2014). Phytochrome-
interacting transcription factors PIF4 and PIF5 induce leaf senescence
in Arabidopsis. Nature Communications 5, 4636.

Sane P.V., Ivanov A., Oquist G., Hiiner N. (2012). Thermoluminescence. photosynthesis:
plastid biology, energy conversion and carbon assimilation. Advances in Photosynthesis
and Respiration 34, 445-474,

Serddio J., Schmidt W., Frankenbach S. (2017). A chlorophyll fluorescence-based method for
the integrated characterization of the photophysiological response to light stress.
Journal of Experimental Botany 68, 1123-1135.

Shi, L.X., Schroder, W.P. (2004). The low molecular mass subunits of the photosynthetic
supracomplex, photosystem Il. Biochimica Et Biophysica Acta — Bioenergetics 1608,
75-96.

Schwarz E.M., Tietz S., Froehlich, J.E. (2018). Photosystem I-LHCII megacomplexes respond
to high light and aging in plants. Photosynthesis Research 136, 107-124.

Sobieszczuk-Nowicka E., Wrzesinski T., Bagniewska-Zadworna A., Kubala S,
RucinskaSobkowiak R., Polcyn W., Misztal L., Mattoo A.K. (2018). Physiogenetic
dissection of dark induced leaf senescence and timing its reversal in barley. Plant
Physiology 178, 654-671.

Song Y., Yang C., Gao S., Zhang W., Li L., Kuai B. (2014). Age-triggered and dark-induced
leaf senescence require the bHLH transcription factors PIF3, 4, and 5. Molecular Plant
7,1776-1787.

Spundova M., Popelkova H., Tlik P., Skotnica J., Novotny R., Naus J. (2003). Ultra-structural
and functional changes in the chloroplasts of detached barley leaves senescing under
dark and light conditions. Journal of Plant Physiology 160, 1051-1058.

Spundova M., Sloukova K., Hunkova M., Nau§ J. (2005a). Plant shading increases lipid
peroxidation and intensifies senescence-induced changes in photosynthesis and
activities of ascorbate peroxidase and glutathione reductase in wheat. Photosynthetica
43, 403-400.

Spundova M., Strzalka K., Nau§ J. (2005b). Xanthophyll cycle activity in detached barley
leaves senescing under dark and light. Photosynthetica 43, 117-124.

Spundovda M. (2019). Leaf senescence as a light-dependent process. Habilitaéni préace.
Masarykova univerzita.

Tamary E., Nevo R., Naveh L., Levin-Zaidman S., Kiss V., Savidor A., Levin Y., Eyal Y.,

Reich Z., Adam Z. (2019). Chlorophyll catabolism precedes changes in chloroplast
structure and proteome during leaf senescence. Plant Direct 3, 1-18.

91


mailto:grzesiek@main.amu.edu.pl

Tanksley S.D. (2004). The genetic, developmental, and molecular base of fruit size and shape
variation in tomato. The Plant Cell 16, 181-189.

Townsend A.J., Saccon F., Giovagnetti V., Wilson S., Ungerer P., Ruban A.V. (2018). The
causes of altered chlorophyll fluorescence quenching induction in the Arabidopsis
mutant lacking all minor antenna complexes. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) —
Bioenergetics 1859, 666-675.

Vickova A., Spundové M., Kotabova E., Novotny R., Dolezal K., Naus J. (2006). Protective
cytokinin action switches to damaging during senescence of detached wheat leaves in
continuous light. Physiologia Plantarum 126, 257-267.

Wang, J., Leister, D., Bolle, C. (2015). Photosynthetic lesions can trigger accelerated
senescence in Arabidopsis thaliana. Journal of Experimental Botany 66, 6891-6903.

Weaver L.M., Amasino R.M. (2001). Senescence is induced in individually darkened
Arabidopsis leaves, but inhibited in whole darkened plants. Plant Physiology 127, 876—
886.

Wei, X.P., Su, X.D., Cao, P., Liu, X.Y., Chang, W.R., Li, M., Zhang, X.Z., and Liu, Z.F. (2016).
Structure of spinach photosystem II-LHCII supercomplex at 3.2 angstrom resolution.
Nature 534, 69-74.

Woo H.R., Kim H.J., Nam H.G., Lim P.O. (2013). Plant leaf senescence and death — regulation
by multiple layers of control and implications for aging in general. Journal of Cell
Science 126, 4823-4833.

Woo H.R., Kim H.J., Lim P.O., Nam H.G. (2019). Leaf senescence: systems and dynamics
aspects. Annual Review of Plant Biology 70, 347-376.

XiaQ., TanJ., Cheng S., Jiang Y., Guo Y. (2019). Sensing plant physiology and environmental
stress by automatically tracking Fjand Fi features in PSII chlorophyll fluorescence
induction. Photochemistry and Photobiology 95, 1495-1503.

Yang Y.N., Safarova R.B., Park SY ., Sakuraba Y., Oh MH., Zulfugarov I.S., Lee Ch.B., Tanaka
A., Paek NCH., Lee CHH. (2019). Chlorophyll degradation and light-harvesting
complex Il aggregate formation during dark-induced leaf senescence in Arabidopsis
pheophytinase mutants. Journal of Plant Biology 62, 27-38.

Zelisko A., Jackowski G. (2004). Senescence-dependent degradation of Lhcb3 is mediated by
a thylakoid membrane-bound protease. Journal of Plant Physiology 161, 1157-1170.

92


https://www.researchgate.net/journal/Annual-Review-of-Plant-Biology-1545-2123

