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Tato price se zabyvad problematikou vlivu teplotniho stresu
na organizaci fotosystému II (PSII) v tylakoidni membrané
rostlin pomoci transmisni elektronové mikroskopie. Teoretickd
¢ast predev§im pojednavé o struktufe, funkci, organizaci PSII
v tylakoidnich membrandch rostlin a o vlivu teplotniho stresu
na strukturu PSII a tylakoidni membréany. Teoretickd ¢ast dale
obsahuje stru¢né sezndmeni s elektronovou mikroskopii
a metodami piipravy vzorkl pro elektronovou mikroskopii.

V experimentdlni ¢4sti price je studovén vliv teplotniho stresu
na organizaci PSII vizolovanych grandlnich membranach
je€mene setého (Hordeum vulgare) a mutanta jeCmene setého
viridis zb63 pomoci transmisni elektronové mikroskopie.
Z provedenych experimenti vyplyvd, Ze v grandlnich
membréanich je¢mene setého vykazuje PSII ndhodné uspofddani
a srostouci teplotou (42 °C a 46 °C) dochdzi ke zkracovani
vzdalenosti mezi jednotlivymi PSII komplexy. V grandlnich
membrandch mutanta jeCmene setého viridis zb63, ktery
vykazuje krystalické usporddani PSII v membrang, nedochézelo
srostouci teplotou ke zkracovdni vzdalenosti mezi PSIL
Byla vSak pozorovdna reorganizace PSII v grandlnich
membrandch, kterd vedla krozpadu jeho krystalického
uspofdddni. Zexperimentu provddéného na  grandlnich
membriandch mutanta jeCmene s chemicky destabilizovanym
kyslik vyvijejicim komplexem bylo zjisténo, Ze zmény
vorganizaci a struktufe PSII jsou spojené s teplotné
indukovanymi zménami komplexu vyvijejiciho kyslik.
fotosystém II, teplotni stress, transmisni elektronova
mikroskopie
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This work deals with an effect of heat stress
on a higher organization of Photosystem II (PSII)
in the thylakoid membrane of higher plants using
transmission electron microscopy. The theoretical part
primarily deals with a composition, function
and structure of PSII in the thylakoid membrane
of higher plants and deals with an effect of heat stress on a
structure of PSII  and thylakoid membranes.
In the theoretical part there is also comprised a short
overview of electron microscopy and methods of
specimen preparation for the electron microscopy are
introduced.

In the experimental part of the work the effect of heat
stress on a higher organization of PSII in the isolated
thylakoid membrane from barley (Hordeum vulgare) and
from barley mutant viridis zb63 is studied using
transmission electron microscopy. The performed
experiments show that the PSII organization in grana
membrane from barley is random and the distance
between PSII complexes with increasing temperature
(42 °C and 46 °C) has shorted. In grana membranes of the
barley mutant, which forms 2D crystalline array of PSII in
grana membrane, the shortening of the distance between
PSII complexes was not observed. But the reorganization
of PSII in the grana membranes was observed, which led
to a disruption of the crystalline organization of PSII
complexes. An additional experiment performed on grana
membranes from barley mutant with chemically removed
oxygen evolving complex revealed that changes in
the organization and the structure of PSII in the grana
membrane are linked to the temperature induced changes
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photosystem II, heat stress, transmission electron
Mmicroscopy

45

0
Czech (English)



Obsah

Seznam pouZitych ZKratek ...........cooviiiiiiiiiiiiiii e 8
1 UVO @ CIIE PIACE «.voveeeeeeeeeee e neseeseens 9
2 Struktura fotosyntetického aparatu a tylakoidni membrany ............cccccvveevvieerieennnnn. 10
3 Funkce a struktura fotosystému 11 ..........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiteee e 11
3.1 Superkomplexy PSIL........coooiiiiiiiiie e 12
3.2 Organizace PSII v tylakoidni membrang.............ccocceeeviiiiniiiiniiiiniiciiceeeeeee, 14

4, TOPLOINT SIIES..eeeuuvieeiieeeiiieeiiee ettt e ettt e etteeeteeeeteeesteeessseeensseeenssaeessseeensseeesseeensseennsnes 16
4.1 Vliv teplotniho stresu na funkci a strukturu fotosystému II ............ccccveeeiiennnnenn. 16
4.2 Vliv teplotniho stresu na strukturu tylakoidnich membran .............ccccoceeieenin. 17

5 Elektronova miKroSKOPI€ .......ccouviiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeete ettt 18
5.1 Transmisni eleKtronovy MikroSKOP .......cccueeeviiieiiiiieiiiiieniieeciee e 18
5.1.1 Metody piipravy vzorkll pro TEM.......cccccoiiiiiiiiiiiiiiecccceeeeeeee 19

6 Materidl @ MELOAY .....eeovuvieiriiiiiiiie ettt ettt et e et e et e saaee s 21
6.1 PouZit€ ChemMIKAlIE .......ccueeriiiiiiiiiiiieecee e 21
6.2 ROSHHINNY MAETIAL.......viiiiiiieiiieeiie ettt e e veeeaaeeeareeenes 21
6.2.1 KNOPUV TOZLOK ...veeeiiieiiiieeiieeiite ettt e et e et e steeesteeesvaeesbeeessaeennneeennnas 21

6.3 PESTOVANT JECIMENE.......vieiiiieeiiie ettt ettt ettt ettt e et e e siteesateeenbaeeeane 21
6.4 Vystaveni teplotnimu StIESU.......cc.ueiiriiieiiiiiiniteeeiteerieeetee ettt eire e 22
6.5 Izolace tylakoidnich MemMbIaN..........ccceeiiiiiiiieiieeceece e 22
6.6 Izolace fragmentli grandlnich membran ...........ccceevviieiiiiieniiieie e 24
6.7 Odstranéni komplexu vyvijejici Kyslik (OEC) ......cooooiiiviiiiniiiiiiiiieeiieeeieee 24
6.8 Elektronova MiKroSKOPIE.........eiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeteec e 24
6.8.1 PHPrava VZOTKI......ccueeiiiiiiiiie ettt et e e e e e 24
6.8.2 Elektronova mikroskopie grandlnich membran...........ccccoecvveeviveenieeennneennnee. 25
6.8.3 Popis vyhodnocovani SNTMKU ........coevieriiiiiieiiieiiee e 25

T VYSIEAKY ettt ettt ettt ettt e et eeaeee s 26

7.1 Vliv teplotniho stresu na organizaci PSII v grandlnich membranéch jeCmene
SELEIIO <.ttt et ettt et e bt e sae e 26
7.2 Vliv teplotniho stresu na organizaci PSII v grandlnich membrandch mutanta
JeCmMeNe SEENO VIFIAIS ZDO3I .......cooueeeiiiiiieieiiiieeeeeeee ettt 29
7.3 Vliv OEC na organizaci PSII v grandlnich membréndch mutanta jeCmene setého

VIFIALS ZDO3 oot e e e e e e e e e ae e s e e e e e aaaeseeeeeeaaaaeas 35



8 Diskuze............

9Zaver...............

Pouzita literatura



Seznam pouzitych zkratek

ATP Adenosintrifosfat

EM Elektronova mikroskopie

LHCII Svétlosbérny komplex fotosystému 11
NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
OEC Komplex vyvijejici kyslik

PSI Fotosystém 1|

PSII Fotosystém II

ROS Reaktivni formy kysliku

SEM Skenovaci elektronovy mikroskop
TEM Transmisni elektronovy mikroskop



1 Uvod a cile price

Rostliny jsou objektem badani jiz od praddavna, at’ uz pro své 1é¢ivé tucinky nebo proto,
Ze slouzi jako potrava mnoha druhiim Zivocichli, vcetn¢ Clovéka. Jednim z mnoha
motivl

k vyzkumu rostlin je poznat jejich specificky déj - fotosyntézu. Dgj, ktery
je zaloZzen na tom, Ze rostliny dokdzi vyuZzit energii ze Slunce v souboru reakci,
ve kterych dochdzi k pfeméné latek energeticky chudych (voda) na latky energeticky
bohaté (ATP, NADPH). Tyto latky vyuZzivaji pro tzv. fixaci uhliku, jejimz produktem
je sacharid, ktery rostlin¢ slouzi jako zdroj obZivy. Odpadnim produktem v tomto
procesu je kyslik, ktery je na naSi planet€¢ nezbytny pro vSechny aerobni organismy
véetné Cloveka.

Jako kazdy organismus jsou i rostliny (a probihajici procesy uvnitt bun¢k rostlin)
ovliviiovany tadou faktort. Témito faktory jsou napft. svétlo, teplota, mnozstvi vody
a jeji dostupnost, obsah Zivin nebo pH prostiedi, ve kterém rostlina roste. Pokud
pozname vliv téchto faktorii na rostliny a fotosyntézu, miiZzeme ziskané znalosti vyuZit
pro lepsi regulaci vynost hospodaisky vyznamnych rostlin v zemé&d¢€lstvi.

Ve své praci se zabyvam vlivem zvySené teploty na fotosyntézu rostlin. Konkrétné
sleduji vliv kratkodobého zvySeni teploty na organizaci superkomplext fotosystému II
(PSII) v tylakoidni membran¢ chloroplasti. Vétsina PSII superkomplexti je v granech
tylakoidni membrany uspotfdddna ndhodné, ale objevuji se i oblasti grandlni membrany,
kde jsou PSII superkomplexy uspofdddny do semikrystalickych domén
(Koufil et al., 2012). ProtoZze zvySend teplota vede ke zmén¢ strukturni organizace
samotného superkomplexu PSII, lze ocekdvat i teplotn¢ indukované zmény v jeho

organizaci na drovni grandlni membrany.

Cilem prace bylo zpracovat ptehled problematiky o vlivu teplotniho stresu
na funkci, strukturu a organizaci PSII superkomplexu v tylakoidni membranég.
Experimentdlni ¢4st prace byla zamétfena na studium uspotddani PSII superkomplexti
v izolovanych grandlnich membranich z listi jeCmene setého (Hordeum vulgare)
a mutanta jeCmene setého viridis zb63 vystavenych vyssim teplotim. Mym tkolem bylo

poridit sérii mikroskopickych snimkd grandlnich membran z jednotlivych teplotnich



variant transmisnim elektronovym mikroskopem a ze ziskanych obrdzk vyhodnotit

vliv teplotniho stresu na organizaci PSII superkomplexti v membrané.

2 Struktura fotosyntetického aparatu a tylakoidni membrany

K pochopeni sloZitych déju fotosyntézy u eukaryotickych organizmi jako jsou rostliny
a fasy, je nutné zndt strukturu organel, ve kterych se pfevazna Cast tohoto déje odehrava.
Misty, kde probihd fotosyntéza, jsou chloroplasty, coZ jsou semiautonomni bunécné
organely nachdzejici se v buiikach rostlin a zelenych tas. Chloroplasty jsou zodpovédné
za primdrni procesy fotosyntézy jako je absorpce svétla, oxidace molekul vody, syntéza
ATP a NADPH a dile za sekundarni procesy fotosyntézy - fixace CO,. Uvnitf
chloroplastii se nachdzi komplex membrdn zvany tylakoidni systém (Lawlor, 2001;
Nelson et Ben-Shem, 2004). Diky elektronové mikroskopii ultratenkych ez chemicky
fixovanych chloroplasti byly ziskdny prvotni informace o organizaci tylakoidni
membriny, které vedly k vytvofeni celé fady modelt jejtho uspofdddni (obr. 1).
Tylakoidni membrdana je sloZena z lipidové dvojvrstvy gran a ze stromdlnich tylakoidi
(lamel), které spojuji jednotlivd grana. Mezi tylakoidy je prostor, ktery je vyplnén
vodnym prostiedim, oznaovany jako tylakoidni lumen. Shluky grandlnich tylakoidd,
které jsou na sebe pritisknuty jako mince ve sloupci, vytvaii granum. Za interakce mezi
jednotlivymi tylakoidy a tvorbu gran jsou pravdépodobné zodpovédné svétlosbérné

komplexy PSII (LHCII) (Albertsson, 2001).

- . ) Ty v i
5 ¥ W TR AL e v U e B

Obr. 1. Snimek tenkého fezu zachycujici chloroplast tabaku. Na snimku jsou zachyceny
membrany chloroplasti (EM) obklopujici stroma (S), ve kterych lze rozpoznat granalni
tylakoidy (GT)
a stromdlni tylakoidy (ST). Dale se zde nachazi plastogobule (PG) a oblasti obsahujici DNA
(oznacené Sipkami). Pfevzato z Staehelin, 2003.
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Strukturni informace o proteinovém sloZeni tylakoidni membrany byly ziskdny
na zdklad¢ separace a biochemické charakterizace jednotlivych fragmentii membrany.
Bylo zjiSténo, Ze vétSina PSII a LHCII komplexi se nalézd v granech, zatimco
komplexy fotosystému I (PSI) a ATP syntdzy se vyskytuji ve stromdlnich tylakoidech
a vngjSich membranich gran. Cytochrom be/f komplex je zastoupen mezi ob&éma
membrdnami pfiblizné stejné. Tento pfedpoklad pak vedl k sestaveni trojrozmérného
modelu, ktery zobrazuje prostorovy vztah mezi grany a stromdlnimi tylakoidy

(obr. 2) (Dekker et Boekema, 2005).
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Obr. 2. Model rozloZeni proteinll v tylakoidni membrané rostlin. V modelu jsou PSII-LHCII
superkomplexy monomery oznaceny tmave zelené, LHCII jsou svétle zelené, komplexy cyt bsf
jsou oranzové, PSI modré a ATPasy ¢ervené. Délka Cerné cary (méfitko) odpovida 50 nm.

3 Funkce a struktura fotosystému I1

Fotosyst¢ém II je velky pigment-proteinovy komplex, ktery se nachdzi
v tylakoidnich membréndch vyssich rostlin, fas i sinic. V membrané se PSII vyskytuje
vétSinou jako dimer, ktery tvoii jddro PSII. Kazdy monomer jiddra PSII obsahuje
27-28 podjednotek., na které se specificky vaZou podjednotky svétlosbérného komplexu
(Caffari et al., 2009).

Hlavnimi internimi membrdnovymi proteiny jaderného komplexu PSII jsou
proteiny PsbA, B, C a D. Jaderny komplex PSII zelenych rostlin déle tvoifi extérni
proteiny PsbO, P, Q (Nelson et Yocum, 2006). Tyto proteiny dohromady tvoii komplex
vyvijejici kyslik (OEC). Funkci proteinii PsbO, P, Q je udrzovani optimalniho prostiedi
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pro oxidaci vody ve fotosyntéze. Protein PsbO stabilizuje tzv. manganovy klastr, ktery
je sloZzen ze 4 atomli manganu véZzicich se k PsbA a PsbD proteinim. V manganovém
klastru dochdzi k oxidaci vody (Barber et al., 1997). Déle se v jaderném komplexu PSII
nachédzi 13 transmembranovych proteinti: PsbE, PsbF, PsbH, Psbl, PsbJ, PsbK, PsbL,
PsbM, PsbT, PsbX, PsbY, PsbZ a Psb30. Proteiny formujici reak¢ni centrum, ve kterém
dochdzi k separaci ndboje a primarnim reakcim elektronového prenosu, se jmenuji PsbA
(nazyvané téZ D1) a PsbD (nazyvané téz D2). Absorpcni maximum molekul chlorofylu
a v reakénim centru PSII je 680 nm a proto byva reakéni centrum PSII oznaCovano jako
P680. Proteiny D1 a D2 jsou obklopeny podjednotkami CP43 a CP47 (neboli PsbB
a PsbC), které maji svétlosbérnou funkci (absorbuji a ndsledné pfenasi excitacni energii
do reakéniho centra PSII) (Shen, 2015; Dekker et Boekema, 2005).

Reak¢ni centrum je obklopeno svétlosbérnym komplexem, ktery je tvoren LHCII
komplexy. Ten je tvofen podjednotkami Lhcbl, Lhcb2 a Lhcb3, které se mezi sebou
rizné kombinuji a tvofi trimery LHCII. Dal§imi proteiny periferniho anténniho systému
jsou Lhcb4, Lhcb5 a Lhcb6, které se jinak také nazyvaji CP29, CP26 a CP24. Tyto
proteiny se vyskytuji pouze jako monomery. LHCII trimery jsou v kontaktu s proteiny
Lhcb4, LhebS a Lheb6. Protein Lheb4 je v blizkosti podjednotky CP43, protein Lhcb5
je nedaleko podjednotky reakéniho centra CP47 a v neposledni fadé¢ Lhcb6 je
v kontaktu s Lhcb4. Diky blizkosti proteinti svétlosbérného komplexu a podjednotek
reakéniho centra je umoznén pifimy pienos energie z perifernich antén do reak¢niho

centra PSII (Dekker et Boekema, 2005; Nelson et Yocum, 2006).

3.1 Superkomplexy PSIT

Jaderny komplex PSII spolu s riiznym mnoZstvim perifernich anténnich proteinii mize
tvofit tzv. PSII-LHCII superkomplexy. Superkomplexy byly poprvé pozoroviany
elektronovym mikroskopem ve vzorcich pfipravenych ze solubilizovanych grandlnich
membran jemnym detergentem (Boekema et al., 1995).

K dimernimu jadernému komplexu (oznacovany jako C,-,,core complex‘)
se mohou stabiln¢ vazat az Ctyfi periferni LHCII trimery (obr. 3). Podle ¢etnosti vyskytu
vazebného mista LHCII byly pojmenovdny vazebna mista ,,S*“ (,,strongly* vazany
LHCII trimer), ,,M* (,,moderate* vazany LHCII trimer). Vyjime¢né se na jadro PSII
mohou vdizat dalsi LHCII trimery oznacCovany jako ,,.L*“ (,,loosely” vazany LHCII

trimer). Dva S-trimery se védzou k jadernému komplexu prostiednictvim anténnich
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proteintt CP26 a CP29, potom mluvime o vzniku superkomplexu C,S,. Ke komplexu
C,S; se mohou, diky dalsim monomernim anténdm CP24 a CP29, navizat dal$i dva M-
trimery za vzniku superkomplexu C,S,M, (Caffarri et al., 2009; Koufil et al., 2012).
Superkomplexy C,S;M, byly pozorovany v nejstar§ich suchozemskych rostlindch -
jatrovkéch i v angiospermech, coz vedlo k predpokladu, Ze PSII superkomplexy C,S,M,
byly v pribéhu evoluce zachoviny. Neddvné studie ukazaly, Ze architektura a sloZeni
podjednotek PSII-LHCII C,S,M, superkomplexii neni ve vSech suchozemskych
rostlindch stejnd. Analyza transkriptomu a genomu smrku ztepilého prokdzala
nedostatek funkénich genti Lhcb6 a Lhcb3. Tento nedostatek proteind vedl ke zméndm
ve strukturdlni organizaci C,S,M; superkomplext podobnych jako u evolu¢né starSiho
organismu Chlamydomonas reinhardtii také postradajici Lhcb6 (Tokutsu et al., 2012;
Drop et al., 2014; Koufil et al., 2016).

V literatufe byl popsdn i vznik superkomplexii C,S,M,L;, u Spendtu, tyto
superkomplexy se vS§ak vyskytuji méné Casto (Boekema et al., 1999). S-trimer je sloZen
zLhcbl a Lhcb2 genovych produkti. M-trimer obsahuje Lhcbl a Lhcb3 genové
produkty (Dekker et Boekema, 2005).

e CP29 CP26 CP24
Core complex (C,) S trimer M trimer (Lhcb4) (Lchb5) (Lhcb6)

Obr. 3. Projek¢ni mapa rtiznych forem PSII superkomplexti Arabidopis thaliana ziskané
z elektronového mikroskopu a obrazové analyzy. A) Projekéni mapa PSII C,S, superkomplext,
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B) C,S;M  superkomplex a C) C,S;M, superkomplex. (D-F) Strukturdlni model PSII
superkomplexti ziskany z vhodné doplnénych struktur s vysokym rozliSenim rostlinnych PSII
superkomplext. Pfevzato Caffarri et al. 2009; Wei et al. 2016.

3.2 Organizace PSII v tylakoidni membrané

Studium organizace PSII v izolovanych tylakoidnich membranéch je primarné zaloZeno
na mikroskopickych snimcich z elektronového mikroskopu na vzorcich pfipravenych
metodou mrazového leptdni a mrazového Sté€peni tylakoidnich membran. Elektronova
mikroskopie poskytla cenné informace o rozmeérech, tvarech a misté¢ PSII a jeho
anténnich systémech (Koufil et al., 2012).

Bylo zjiSt€no, Ze 85 % PSII se nachdzi v granech a 15 % ve stromdlnich
tylakoidech (Staehelin 2003). Vétsina PSII superkomplexti je v granech uspoidddna
nahodné,
ale objevuji se 1 oblasti grandlni membrany, ve kterych je PSII uspofddin
do semikrystalickych domén (obr. 4). Aby se v membrané PSII uspofddaly
do semikrystalickych domén, je nutné, aby doSlo k separaci PSII superkomplexi
od ostatnich membranovych proteinti, napt. LHCII nebo proteinti PsbS. Faktory, které
mohou zvysit vyskyt usporddani PSII do semikrystalickych domén jsou prostredi
s nizkou teplotou, nizkou intenzitou osvétleni, vysokou koncentraci cukru ¢i dokonce
specifickym pH pufru (Kirchhoff et al., 2013). Které sily konkrétné¢ zplisobuji separaci
protein, nejsou prozatim zndmy. Je vSak mozné, Ze usporddani PSII
do semikrystalickych domén je energeticky vyhodné, zatimco ndhodné uspotrddani PSII
v membranéch je entropicky vyhodné. Nabizi se moznost, Ze sily v membranéach jsou
v rovnovaze tak, aby mohly odpovidat na strukturdlni zmény (z ndhodného uspotradéani
PSII do uspotadani do semikrystalickych domén) za minimalniho pouZiti energie a tim

umoznit funk¢ni modifikace (Kirchhoff et al., 2013; Kouril et al., 2012).
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Obr. 4. Snimky pofizené elektronovym mikroskopem zobrazujici organizaci PSII
superkomplexti v tylakoidni membrané Arabidopsis thaliana s ndhodnou A) a krystalickou B)
organizaci PSII komplexii. Detail v A) zobrazuje vysledek analyzy z 224 PSII vybranych
ze snimkl. Detail v B) zobrazuje vysledky z analyzy 96 dil¢ich oblasti nebo krystalickych poli
vybranych ze snimkt. C) Pfifazeni 2D poli PSII zB) vhodné doplnénych strukturdlnim
modelem PSII C,S,M, superkomplexu podle Caffari et al., 2009. D) Novy typ sbaleni PSII
C,S,M, superkomplexd. Méfitko pro snimky z elektronového mikroskopu (A, B) je 100 nm.
Prevzato z Koufil et al., 2012.

Superkomplexy PSII, které mohou tvofit krystaly, jsou GC,S,, C,S;M
a CS;M,. Vyznam téchto krystalll objasnil Kirchhoff et al., 2013, ktery navrhl,
ze supramolekularni reorganizace do semikrystalickych domén pii slabém osvétleni
slouZi k pfekondni piipadnych problémi s pfeplnénim membrany proteiny. Pfi aklimaci
rostliny na nizké osvétleni totiZz dochédzi k vyraznému zvySeni poctu svétlosbérnych
antén, naopak ke sniZeni poctu PSII a cytochromu bef komplexu (Kirchhoff et al.,
2007). Naopak pfi vyssi intenzité osvétleni se pocet LHCII sniZuje, zatimco mnoZstvi
PSII se zvySuje ve srovndni s PSI. Uspofdddni PSII do semikrystalickych domén

Vv,

v izolovanych membrandch dlouhodob& vystavenych vyS$im intenzitdm svétla je
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pozorovdno méné cCasto oproti izolovanym membrandm dlouhodobé vystavenych
nizkym hladindm svétla (Koufil et al., 2013).

Pti ptrekroCeni dodavky svételné energie oproti poptdvce energie, je aktivovano
nefotochemické zhéseni, pfi némZ dochédzi k prevadéni prebyteCné energie na teplo.
Bylo zjisténo, Ze uspofdddni do semikrystalickych domén urychluje pteménu
violaxantinu na zeaxantin, ktery se podstatnou mérou uplatituje ve zhdsecich procesech
(Kirchhoff, 2013).

Zda se, ze zména organizace proteintt do uspofddaného stavu zjednoduSuje
molekularni diftizi malych molekulovych pienasecu elektront jako napf. plastochinonu
nebo ochrannych pigmentti xantofyll pfes preplnéné tylakoidni membrany, coZ vyrazné
ovlivituje elektronovy transport a fotoprotektivni energeticky zdvislé zhaSeni

(Tietz et al., 2015).

4. Teplotni stres

4.1 Vliv teplotniho stresu na funkci a strukturu fotosystému II

Rostliny, stejné jako ostatni organismy, jsou ndchylné na zmény podminek, ve kterych
ziji. Pasobeni rozli¢nych faktori mé na rostlinu rizny dopad. Pokud je rostlina a dalsi
oxygenni fotosyntetické organismy vystavena teplotnimu stresu, dochdzi k naruSeni
procesu fotosyntézy. Bylo zjiSté€no, Ze teplotni stres md, vedle inhibice fixace oxidu
uhlicitého v Kalvinové cyklu, nejvétsi dopad na strukturu a funkci PSII (Berry
et Bjorkman, 1980).

Vlivem vysokych teplot (okolo 40°C) dochézi k uvoliiovani proteini PsbO, P, Q
a manganu z jejich vazebnych mist. NaruSuje se struktura manganového komplexu
(ztraci se dva ze Ctyf manganatych iontll z manganatého komplexu).

Okolo teploty 42°C a vyse dochdzi k postupné inaktivaci akceptorové strany PSII.
Dochézi k rozpadu OEC, coZ vede ke zméndm supramolekuldrni organizace jadra PSII.
K dplné inaktivaci fotochemické funkce PSII dochdzi pii teplotich 49-50°C.
Neprobihaji ndbojové separacni reakce, PSII dimerni jaderny komplex se zacina
oddélovat na monomery a celkové dochazi k strukturné-funkénimu poSkozeni PSII
(Busheva et al., 2012).

Pisobenim vysokych teplot je poskozen reparacni mechanismus proteas,
coz miZe mit za ndsledek inhibici PSII, kterd je nevratnd (Yamamoto et al., 2008).

Pti teplotach okolo 40°C dochézi k rozStépeni D1 proteinu. Proteiny D2, CP43 a CP47
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zustdvaji neporuseny. Za rozstépeni D1 proteinu je pravdépodobné zodpovédna
proteasa FtsH, kterd se vlivem tepla pfesouvd ze stromatu do grana a zde Stépi protein
D1. Dalsi proteasou stépici D1 protein je proteasa Deg, kterd se nachdzi v lumenu
tylakoidii. Diive se myslelo, Ze jako prvni je D1 protein degradovan proteasou Deg.
Nyni se vSak za primdrni Stépeni D1 proteinu povazuje FtsH proteasa. Nicméné pokusy,
které by vedly k detekci FtsH proteasy hmotnostnim spektrometrem ve fragmentech
obsahujici proteolytickou aktivitu, byly nedspésné. Stdle tedy neni dostupny piimy
dikaz, ze FtsH proteasa je zapojena do degradaniho kroku D1 proteinu (Yoshioka-
Nishimura et al., 2014).

Pisobenim vysokych teplot byly v PSII pozorovany reaktivni formy kysliku
(ROS) jako je peroxid vodiku, superoxidovy radikdl a hydroxylovy radikdl. Reaktivni
formy kysliku jsou produkovany reakénimi centry fotosystému a zpusobuji oxidativni
poskozeni fotosyntetického aparatu (Allakhverdiev et al., 2008).

Pti teplotnim stresu (od teploty 35°C) dochdzi k uvoliiovani LHCII od jadra PSII.
Pficemz bylo pozorovéano, ze jadro PSII putuje do stromdlnich tylakoidl, zatimco
LHCII ziistava v granech (Sundby et Andersson, 1985).

Veskeré poznatky tykajici se migrace slozek v grandlnich membrdnach byly
ziskdny nepiimo z biochemickych experimenti. Pifima studie pomoci transmisni
elektronové mikroskopie (TEM) zkoumajici vliv teplotniho stresu na PSII dosud nebyla
provedena. Pravé studium vlivu teplotniho stresu na PSII pomoci TEM je jeden z cila

této préce.

4.2 Vliv teplotniho stresu na strukturu tylakoidnich membran

Teplotn¢ indukované zmény ve struktuie a funkci PSII komplext jsou doprovéazeny také
strukturdlnimi zménami tylakoidni membrany. Teplotni stres zplsobi rozvolnéni
tylakoidnich membran, pievdzné jednotlivych gran. Tato zména byt mulZe vratnd
¢i nevratnd. Studie z 80. let minulého stoleti ukdzaly, Ze pfitisknuti tylakoidl k sobé
do gran je zpusobeno -elektrostatickymi interakcemi mezi proteiny na povrchu
membrdany. Za nevratnou zmeénu rozvolnéni tylakoidnich membran od sebe
pravdépodobné mohou zmény v distribuci LHCII, stejné tak strukturdlni zmény PSIIL.
Vlivem vysokych teplot (teploty 35-45°C) dochdzi ke zvySeni fluidity
membranovych lipidi, coZz vede k naruseni lipidové dvojvrstvy a snizeni poctu

fosfolipidii. Nasledky zmén fluidity membranovych lipidi se projevi destabilizaci
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protein-lipidovych interakci, které ovlivni organizaci a funkci PSII. Pfi teplotich
vySSich nez 45°C byly pozorované rozsdhlé fazové separace naruSené lipidové
dvojvrstvy, které zahrnuji tvorbu trojrozmérnych struktur obracenych valcovych micel
(Gounaris et al., 1983).

Pti vysokoteplotnim stresu se objevuji ROS, které oxiduji nasycené mastné
kyseliny v tylakoidnich membranach. Nenasycené mastné kyseliny zpiisobuji naruSeni
tekutosti membrany. Nastésti se rostliny dokdzi piisobeni ROS brénit. Pfi vysSich
teplotdich jsou produkovédny antioxidanty (napf. kyselina askorbovd, karotenoidy,
o-tocopherol) a enzymy (askorbdt peroxidasa, superoxid dismutasa) (Asada, 2006).
Tyto antioxidativni systémy hraji vyznamnou roli v ochrané proti poskozeni buné¢k
rostlin. Rostliny se mohou postupn¢é adaptovat na teplotni stres. Teplotni aklimace

zahrnuje reorganizaci tylakoidni membrany a zménu sloZeni lipidi. Zaroven stoupa

hranice teploty, pii které je tekutost membréany a funkce zachovana (Xu et al., 2006).

5 Elektronova mikroskopie

Pti pozorovani objektd svételnym ¢i jinym mikroskopem je rozliSovaci mez omezena
difrakénim limitem, ktery je roven pfiblizn€ poloviné vlnové délky zdrojového svétla.
Ditlezitym krokem k pouZiti elektronu v elektronové mikroskopii (EM), byl polozen
objevem Luis de Broglieho, ktery navrhl, Ze rychle letici ¢astice (elektron) ma ¢éasticovy
1 vinovy charakter.

Existuji dva typy elektronového mikroskopu- transmisni a skenovaci. Skenovaci
elektronovy mikroskop (SEM) je zaloZzen na detekci rozptylenych elektront, zatimco
TEM na detekci elektronii, které vzorkem prochazi. V bakaldiské praci byla pouzita

metoda TEM, kter4 je ve stru¢nosti popsdna v nasledujici kapitole.

5.1 Transmisni elektronovy mikroskop

Transmisni elektronovy mikroskop se stal od svého vzniku vyznamnym ndstrojem
pro studium struktury biomakromolekul a proteinovych komplext. V konstrukci TEM
nachdzime jakousi analogii se svételnym mikroskopem. Zdrojem elektronti je
elektronové délo, které je slozeno z tzv. Wehneltového valce, anody a katody. Katodou
muze byt wolframové vldkno nebo elektronova tryska na bazi hexaboridu lanthanu
(LaBg), kterd emituje elektrony. Katoda je vystfedéna do stiedu otvoru Wehneltova

vélce, odkud jsou elektrony urychleny anodou pro prilet tubusem a leti smérem
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na kondenzor. Jako kondenzor slouzi dvé kondenzorové Cocky, jejichZ ulohou je
promitnout obraz ki{ZiSt¢ na preparat a homogenné jej ozafit. NejdileZitéjSim prvkem
TEM je objektivova ¢ocka, protoze tvoii zdkladni obraz. Pro dalsi zvétSeni obrazu se
dale pouziva projektiv (nazyvané také projektor), ktery je tvoien az Ctyfmi CocCkami.
Upravou prochézejiciho proudu ¢otkami miizeme ménit vysledné zvétseni mikroskopu.
Obraz je promitnut na fluorescen¢ni stinitko, pokryté fluorescenénim sulfidem
zineCnatym, ktery emituje zelené svétlo, v zdvislosti na mnozstvi dopadajicich
elektronti. Obraz z TEM muzeme zaznamenat na fotograficky film, ktery je v dneSni
dobé nahrazen digitdlni CCD kamerou. Na obrdzku 5 je zobrazeno schéma transmisniho

elektronového mikroskopu v porovnéni se svételnym mikroskopem (Vijtek et al., 2012;

Laboratoi mikroskopie atomarnich sil).

svételny ]
mikroskop zdroj TEM

svétla
h“""\-.,‘

kondenzor
rd T

vzorek

objektiv
I L

projektiv

[

\

obrazova
rovina

R

fluorescen¢ni stinitko

Obr. 5. Zjednodusené schéma svételného a transmisniho elektronového mikroskopu. Namisto
zdroje svétla je VvTEM elektronické délo. Obrazek prevzat a upraven z:
https://cmrf.research.uiowa.edu/transmission-electron-microscopy

5.1.1 Metody pripravy vzorki pro TEM

Vzorek, ktery chceme pozorovat v TEM, se aplikuje na mikroskopickou sitku
(nejCasteéji médeénou), kterd je potazend tenkym uhlikovym filmem. Zptisob ptipravy

vzorkl ovliviiuje vysledny kontrast proteinovych komplexti v obrazu. Pro strukturni
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analyzu proteinovych komplexd se velmi Casto pouzivd metoda negativniho barveni.
Biomolekuly se vklddaji do roztoku soli tézkych kovl. Pfi suseni vyplni soli tézkych
kovli prazdné prostory kolem molekul, pficemZ nepronikaji do hydrofilnich ¢asti
proteinu. Pfed aplikaci soli tézkych kovl je nutné uhlikovy film potaZeny
mikroskopickou médénou miiZku upravit doutnavym vybojem, aby se film stal vice
hydrofilni a proteiny 1épe pfilnuly na film.

Jinou metodou vyuZzivanou pfi ptipravé biologickych vzorka je metoda kryogenni
EM, kterd spociva v rychlém zmraZeni biologického vzorku. Vytvoii se tenkd amorfni
vrstvicka ledu, ve které jsou objekty vizualizovdny bez kontrastujici latky. Zatimco
metodou kryogenni EM dosahujeme lepSiho rozliSeni oproti metodé negativniho

barveni, kontrast je niZs$i (Boekema et al., 2009). Kryogenni EM také klade vyssi ndroky

na pristrojové vybaveni.
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6 Material a metody

6.1 Pouzité chemikalie

Askorbat sodny Sigma

BSA Sigma

Digitonin Sigma
Ethylendiamintetraoctova kyselina, sodna stl Sigma
Hepes Sigma
Chlorid sodny Lachema
Chlorid hotecnaty, hexyhydrat Lachner
Sacharosa Lachema
Tris pufr Sigma

Uranyl acetdt

6.2 Rostlinny material

Jako rostlinny materidl byl pouZit jeCmen sety (Hordeum vulgare) a mutant jeCmene

viridis zb63, ktery se vyznacuje téméert uplnou absenci fotosystému I.

6.2.1 Knopuv roztok
Rostliny byly zaléviany Knopovym roztokem, ktery byl pfipraven ndasledujicim
zpusobem: k 950 ml deionizované vody bylo pfiddno po 10 ml ze zdsobnich roztokl

(tab. 1). Jako posledni byly ptidany 3 kapky 50% roztoku FeCls.

Tab. 1. SloZeni zasobnich roztoki pro piipravu Knopova roztoku.

Chemikalie Koncetrace (g/l)

KCI 71
KH,PO, 14.3
KNO3 14.3
Ca(NOs).4H,0 57.2
MgSO, 14.3

6.3 Péstovani jecmene

Seminka jeCmenu setého (Hordeum vulgare) a mutanta jeCmene byla nasazeny
do inertniho materidlu (perlitu). Rostliny je¢mene setého byly péstovany ve fytokomoie

Microclima 1750 (Snijders Scientific, Holandsko) za podminek osvétleni 16 hodin den
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a 8 hodin tma. Ozafenost byla 140 pmol-m™s™'. Rostliny byly p&stovany po dobu 9 dnii
pfi teploté 21 °C a relativni vlhkosti 60/70%.

Rostliny mutanta jeCmene byly péstovany ve fytokomoie Microclima 1750
(Snijders Scientific, Holandsko) za podminek osvétleni 16 hodin den a 8 hodiny tma.
Ozérenost byla 140 umol-m'2-s'1. Rostliny byly péstovany po dobu 7 dntl pfi teploté 25
°C arelativni vlhkosti 50%.

Rozdilné podminky péstovani byly zpiisobeny vytiZzenosti fytokomory

na pracovisti.

6.4 Vystaveni teplotnimu stresu

Listy jeCmene setého byly adaptované na tmu po dobu 15 minut. Po té byly listy
vystaveny po dobu 30 minut teplotnimu stresu ve vodni 14zni termostatu JulaboED F12
(Julabo Labortechnik, Némecko) pii teplotich 42 °C a 46 °C. V piipadé¢ mutantu
je€mene viridis zb63 byl teplotni stres, z divodu nedostatku rostlinného materidlu,
provadén az na izolovanych tylakoidnich membranéch pted samotnou izolaci grandlnich
membrin v mikrozkumavkdéch . Teplotni stres mutanta je¢mene byl dodatecné doplnén

jeste o dalsi dvé teploty a to 35 °C a 38 °C.

6.5 Izolace tylakoidnich membran

Izolace tylakoidnich membran byla provedena kombinaci protokolt z praci Dau
et al., (1995) a Hideg, (2004). Horni polovina listli jeémene byla ustfiZzena a listy byly
vloZzeny do homogenizacni naddoby a bylo pfiddno 150 ml pufru A (viz tab. 2)
vychlazeném na teplotu 0 °C. Listy byly homogenizoviny pomoci tyCového
homogenizatoru T25basic (IKA Labortechnik, Némecko) pii 13 000 otickach
za minutu. Homogenizace probihala 4x v 5 sekundovych intervalech. Po dobu
homogenizace byla homogeniza¢ni nddoba chlazena v ledové ldzni. Homogenat byl
prefiltrovan pfes 2 vrstvy nylonové sitky (velikost oka 40 um). Filtrat byl rozdélen
do ctyf 50 ml centrifugacnich kyvet a centrifugovdn v centrifuze 3-30K (Sigma,
Némecko). Centrifuga byla nastavena na 4 °C a centrifugace probihala pti 5000 g, 6
minut. Suspenze byla odlita a pelet resuspendovin v pufru B (viz tab. 2) vychlazeném
na 0°C. Resuspendovany pelet byl rozdélen do dvou 50 ml centrifugacnich kyvet
a centrifugovéan ve vychlazené centrifuze na 0 °C pii 5000 g, 10 minut. Supernatant byl

odlit a pelet resuspendovan v pufru C (viz tab. 2) vychlazeném na 0 °C.
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Resuspendovany pelet byl ptelit do jedné centrifugacni kyvety a centrifugovan
v centrifuze nastavené na teplotu 4 °C pii 5000 g, 5 minut. Supernatant byl odlit
a vznikly pelet byl resuspendovan v minimdlnim mnozstvi (asi 1 ml) pufru C.
U suspenze tylakoidnich membran byla zméfena pomoci spektrometru UVS550 (Thermo
Spectronic, USA) absorbance chlorofylu pti vlnovych délkach 646,8; 663,2 a 750 nm.
Hodnoty absorbance byly pouzity pro vypocet koncentrace chlorofylu a, b podle
Lichtenthalerovych rovnic (Lichtenthaler, 1987):

Ca = 12.25(Ag632— A750) — 2.79(As46.8— A750)

b = 21.50(As46.8— A750) — 5.10(Ag63.2— A750)

Ca... koncentrace chlorofylu a v pg/ml
Cp... koncentrace chlorofylu b v pg/ml.

Vhodnym natedénim byly ziskany roztoky izolovanych tylakoidnich membran
je€mene setého o koncentraci chlorofylu 2000 pg/ml a mutanta jeCmene o koncentraci
230 pg/ml. Jednotlivé vzorky byly rozdéleny do mikrozkumavek po 100 ul a uloZeny
do -80 °C pro néasledné pouziti. Veskerd prace s listy a ndslednd izolace probihala

za nizké intenzity zeleného osvétleni. Rostlinny material byl chlazen v ledové lazni.

Tab. 2. SloZeni pufrii pro izolaci tylakoidnich membran

Chemikalie Koncentrace
Pufr A Sacharosa 400 mM
(pH 7.2) HEPES 35 mM
NaCl 400 mM
MgCI2-6H20 4 mM
Askorbat sodny* 5mM
BSA* 2 mg/ml
Pufr B HEPES 25 mM
(pH 7.5) NaCl 150 mM
MgCl2:6H20 8 mM
Na-EDTA 1 mM
Pufr C Sacharosa 400 mM
(pH 7.2) HEPES 50 mM
NaCl 15 mM
MgCI2-6H20 5mM

* Pfiddno ptfed pouZitim.
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6.6 Izolace fragmentu granalnich membran

Nésledujici postup byl spolecny pro oba rostlinné materidly: V chladové komote bylo
do mikrozkumavky pfidano 100 pl vzorku izolovanych tylakoidnich membran.
Pro izolaci grandlnich membran z tylakoidnich membran je¢mene setého byl pouZit
nasledujici postup: Do mikrozkumavky byl pfiddn pufr C neobsahujici sacharosu,
a digitonin (koncentrace digitoninu byla 0,7 %). Celkovy objem pufru, digitoninu
a vzorku cinil 400 pl. Koncentrace chlorofylu byla 2 mg/ml. Pro vzorky tylakoidnich
membrdn mutanta jeCmene byl pouZit ndsledujici postup: Do mikrozkumavky
byl ptidan pufr C neobsahujici sacharosu, vychlazeny na 0 °C a digitonin (koncentrace
digitoninu byla 0,2 %). Celkovy objem pufru, digitoninu a vzorku c¢inil 115 pl.
Koncentrace chlorofylu byla 0,23 mg/ml Nésledujici postup byl spole¢ny pro oba
rostlinné materidly: Mikrozkumavka byla v chladové komotfe na 30 minut michdna.
Po té byla mikrozkumavka centrifugovdna ve vychlazené centrifuze na 4 °C pii 7 000g,
10 minut. Supernatant byl odlit a pelet byl resuspendovdn v 1 ml pufru C, ktery
neobsahoval sacharosu. Resuspendovany pelet byl centrifugovdn ve vychlazené
centrifuze na 4 °C pifi 7000g, 10 minut. Cely proces promyvani a centrifugace
byl opakovan 2-3x v pfipad¢ jeCmene setého (dle potieby) a 1x v piipadé mutanta
jeCmene. Posledni pelet vzorku jeCmene setého byl resuspendovan v 100 pl pufru C
neobsahujici sacharosu. Pelet vzorku mutanta je¢mene byl resuspendovan v 50 pl

pufru C neobsahujici sacharosu.

6.7 Odstranéni komplexu vyvijejici kyslik (OEC)

Odstranéni OEC na izolovanych tylakoidnich membriandch mutanta je¢mene
viridis zb63 bylo provedeno alkalickym 0,8M TRIS pufrem, pH 9,6 (Busheva et al.,
2012). Ke 100 pl vzorku tylakoidnich membran nestresovaného mutanta je¢mene viridis
zb63 byl pifidan 0,8M TRIS pufr. Koncentrace chlorofyld byla 0,2 mg/ml.

Mikrozkumavka se vzorkem a TRIS pufrem byla michdna v chladové komoie 15 minut.

6.8 Elektronova mikroskopie
6.8.1 Piriprava vzorku

Elektron-mikroskopickd sitka potaZend podpirnym uhlikovym filmem byla upravena
doutnavym vybojem (PELCO easiGlow Discharge System, Ted Pella, Californie,

USA). Elektron-mikroskopickd sitka se vystavuje doutnavému vyboji proto,
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ze uhlikovy film na elektron-mikroskopické miiZce se stane hydrofilni, coz slouZzi
pro lepsi prilnuti vzorku. Vzorku bylo naneseno 5 pl. Po 1 minuté byl vzorek odsan
a na sitku bylo naneseno 5 pl 2% uranylu acetdtu, ktery byl po 2 minutich odsan.
Uranyl acetat slouzi pro zlepSeni kontrastu biologického materidlu v elektronovém

mikroskopu.

6.8.2 Elektronova mikroskopie granalnich membran

Pfipravené vzorky grandlnich membrin byly pozorovany transmisnim elektronovym
mikroskopem Jeol-2010F (Jeol, Japan) pii zvétSeni 25 000x. Snimky byly pofizeny
CCD kamerou G2-KeenView ovlddanou softwarem iTEM (Olympus Soft Imaging

Solutions).

6.8.3 Popis vyhodnocovani snimkii

U potizenych snimkl grandlnich membran jeCmene setého a mutanta jecmene setého
viridis zb63 byla zhodnocena organizace PSII komplexii v grandlnich membranéch.
Organizace byla urCena jako ndhodnd nebo krystalickd. Analyza vzdalenosti
PSII komplexii v grandlni membrdané byla provedena pomoci programu GRIP

(Univerzita v Gronigenu, Nizozemi) a programu Microsoft Excel.
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7 Vysledky

Cilem této prace bylo zjistit vliv zvySené teploty na organizaci superkomplext PSII
v grandlnich membrdn jeCmene setého a mutanta jeCmene viridis zb63 pomoci

transmisni elektronové mikroskopie.

7.1 Vliv teplotniho stresu na organizaci PSII v granalnich membranach
jecmene setého

Vliv zvySené teploty na organizaci PSII byl sledovdan v grandlnich membranach
izolovanych z listi je¢mene setého. Grandlni membrany byly izolovany z kontrolnich
(teplotné nestresovanych) listd jeCmene setého a ddle z listdl, které byly vystaveny
teplotnimu stresu 42 °C a 46 °C.

Z kazdé teplotni varianty jeCmene setého byly izolovdny fragmenty grandlnich
membran, které byly ndsledné¢ snimkovany pomoci transmisniho -elektronového
mikroskopu. U kazdé teplotni varianty bylo pofizeno 25 snimkd. Analyza jednotlivych
snimkii byla zaméfena na distribuci PSII komplexi v izolovanych tylakoidnich
membranach. PSII komplex je v grandlni membrian¢ pozorovatelny diky svému
charakteristickému dimeru jaderného komplexu, na jehoZ lumendlni stranu
je navazdn OEC, ktery tak piispivd k zvétSeni kontrastu PSII v elektronovém
mikroskopu. U kontrolntho vzorku jeCmene setého bylo zjisténo, Ze vétSina PSII
komplext vykazuje ndhodné uspotadani (viz obr. 5). Jen velmi ojedinéle PSII komplexy
vykazovaly krystalické uspofadani (viz obr. 5). U grandlnich membran pfipravenych
z teplotn¢ stresovanych listl je¢mene setého jiZ nebyly pozorovany Zzadné PSII
komplexy vykazujici toto krystalické uspotfddani, vSechny PSII komplexy vykazovaly
nahodné uspotfadani (viz obr. 6). Zastoupeni krystalického a ndhodného uspofaddni PSII
superkomplexti
v grandlnich membranich jeCmene setého vystaveného teplotnimu stresu ukazuje

tabulka 3.
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Obr. 5. Snimky z elektronového mikroskopu zobrazujici grandlni membrany kontrolniho vzorku
je¢mene setého vykazujici A) ndhodné usporadani PSII komplexd, B) krystalické usporadani
PSII komplext. Zvétseni: 25 000x. Velikost snimkti: 1100x825 nm.

Obr. 6. Snimky =z elektronového mikroskopu zobrazujici grandlni membrany vykazujici
ndhodné usporadani PSII komplexd teplotné stresovaného vzorku jeCmene setého A) 42 °C,
B) 46 °C. Zvétseni: 25 000x. Velikost snimku: 1100x825 nm.

Tab. 3. Zastoupeni krystalického a ndhodného uspofddani PSII ve snimcich grandlnich
membrindch jeCmene setého po vystaveni teplotnimu stresu. U kazdé teplotni varianty bylo
analyzovano celkem 25 mikroskopickych snimkd.

Krystalické Néhodné

Teplota (°C) (podet snimkel)  (podet snimku) Krystalické (%) Nahodné (%)
25 1 24 4 96
42 0 25 0 100
46 0 25 0 100

Pro detailngj$i rozbor vlivu zvySené teploty na ndhodné uspotfdddni PSII komplexii
v grandlni membrdné bylaz pofizenych snimkd provedena analyza vzdjemnych
vzdalenosti jednotlivych PSII komplext. Z kazdé teplotni varianty byly analyzovany
vzdélenosti mezi PSII komplexy z jednoho snimku. Vypoctené hodnoty vzdélenosti
v programu Excel byly zaneseny do grafu pro kazdou teplotni variantu zvlast

(viz obr. 7)
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Obr. 7. Vliv teploty na velikosti vzdalenosti mezi PSII komplexy v grandlnich membrinach
je€mene setého vystavené teploté A) 25 °C, B) 42 °C, C) 46 °C. U kaZdé teplotni varianty byl

analyzovan 1 snimek vykazujici ndhodné usporadéani PSII, zvétSeni: 25 000x.
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Ptes snahu analyzovat vzdélenosti mezi PSII komplexy v grandlnich membréanach
se vliv teplotniho stresu na organizaci PSII nepodafilo prokazatelné¢ zhodnotit kvili
Spatnému kontrastu PSII na snimcich. Proto bylo pfistoupeno k experimentu
s mutantem je¢mene setého viridis zb63, ktery se vyznacuje krystalickym uspotdddnim
PSII komplext, a kde by teplotné indukované zmény v organizaci PSII mély byt 1épe

viditelné.

7.2 Vliv teplotniho stresu na organizaci PSII v granalnich membranach

mutanta je¢mene setého viridis zb63

Mutant jeCmene setého viridis zb63 se vyznacuje téméf dplnou absenci PSI komplex,
ale s normdlni aktivitou PSII. PSII mutanta je sloZen z dimeru PSII reakéniho centra,
které je obklopeno monomernimi anténami Lhcb4, Lhcb5 a dvéma trimery LHCII.
Bylo zjisténo, Ze mutant jeCmene setého viridis zb63 obsahuje méné PSII antén.
Organizace PSII v grandlnich membrandch mutanta je krystalickd, proto by jakékoliv
teplotné indukované zmény v organizaci PSII komplext mély byt dobfe pozorovatelné
(Morosinotto et al., 2006).

V dalsi ¢asti experimentu byla provedena izolace grandlnich membran z mutanta
je€mene viridis zb63, jehoz tylakoidni membrany byly teplotné stresovdny. Z kazdé
teplotni varianty izolovanych tylakoidnich membrian mutanta jeCmene setého bylo
analyzovano 50 snimka grandlnich membran. V grandlnich membranach kontrolnich
vzorki mutanta jeCmene setého viridis zb63, ktery nebyl teplotné stresovan,
byla organizace PSII v 82 % analyzovanych snimku krystalickd (viz obr. 8). Ndhodné
usporddani PSII v grandlnich membranach kontrolnich vzorkii mutanta jecmene setého
viridis zb63 bylo oproti kontrolnim vzorka grandlnich membran jeCmene setého méné
Casté. Pouze v 18 % snimkl grandlnich membrdn mutanta jecmene bylo pozorovano

nahodné uspotfddéani PSII (viz obr. 8).
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Obr. 8. Snimky z elektronového mikroskopu zobrazujici grandlni membrany kontrolniho vzorku
mutanta je¢mene setého viridis zb63 vykazujici A) krystalické uspofddani PSII komplext
B) ndhodné uspotadani PSII komplexa. ZvétSeni: 25 000x. Velikost snimkti: 1100x825 nm.

Nésledné bylo provedeno zhodnoceni zastoupeni krystalického a ndhodného
uspofdddni PSII v grandlnich membrandch teplotn€ stresovanych mutantli jeCmene
setého viridis zb63.

Pti teplot¢ 35 °C byl pozorovan ubytek krystalického uspofdddni PSII
membrandch mutanta. Krystalické uspofddani PSII bylo pozorovédno na 72 % snimcich
grandlnich membridndch (viz obr. 9). Zastoupeni ndhodného usporddani PSII

v membrandch mutanta jemene setého bylo pozorovino na 28 % snimcich (viz obr. 9).

Obr. 9. Snimky zelektronového mikroskopu zobrazujici grandlni membriany teplotné
stresovaného vzorku (35 °C) mutanta je¢mene setého viridis zb63 vykazujici A) krystalické
usporadani PSII komplexti B) ndhodné usporadani PSII komplext. Zvétseni: 25 000x. Velikost
snimk: 1100x825 nm.

V granélnich membranich mutanta jeCmene viridis zb63, u néhoz byly tylakoidni
membrany vystaveny teplotnimu stresu 38 °C, dochdzi k razantnimu ubytku
krystalického uspotfdddni PSII. PtfevaZuje ndhodné uspotfddani PSII. Krystalické

usporadani PSII v grandlnich membrandch bylo pozorovédno na 48 % mikroskopickych
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snimk (viz obr. 10). Ndhodné uspotddani PSII bylo zastoupeno na 52 % snimcich

(viz obr. 10).

Obr. 10. Snimky =z elektronového mikroskopu zobrazujici grandlni membrany teplotné
stresovaného vzorku (38 °C) mutanta jeCmene setého viridis zb63 vykazujici A) krystalické
usporadani PSII komplexti B) ndhodné usporadani PSII komplext. Zvétseni: 25 000x. Velikost
snimki: 1100x825 nm.

V grandlnich membrdnidch mutanta jeCmene viridis zb63, jehoZz tylakoidni
membrany byly vystaveny teplotnimu stresu 42 °C, jiz vyrazné pievaZovalo ndhodné
uspofddani PSII komplext. Zatimco zastoupeni krystalického uspofdddni PSII bylo
pozorovdno na 18 % snimcich, v 82 % snimcich membrdn byla organizace PSII

nahodna (viz obr. 11).

Obr. 11. Snimky =z elektronového mikroskopu zobrazujici granidlni membrany teplotné
stresovaného vzorku (42 °C) mutanta je¢mene setého viridis zb63 vykazujici A) krystalické
uspotradani PSII komplexti B) ndhodné usporadani PSII komplext. Zvétseni: 25 000x. Velikost
snimk: 1100x825 nm.

Grandlni membrany mutanta jeCmene setého viridis zb63, u kterého byly
tylakoidni membrany vystaveny teploté¢ 46 °C, neobsahovaly témét ziadné PSII

vykazujici krystalické uspotfddani. Pouze na 4 snimcich grandlnich membrin (8 %)
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bylo pozorované krystalické uspordddni PSII komplexd. Ve zbylych 92 % snimcich
2).

byla organizace PSII ndhodna (viz obr. 1

R

Obr. 12. Snimky =z elektronového mikroskopu zobrazujici grandlni membrény teplotné
stresovaného vzorku (46 °C) mutanta je¢mene setého viridis zb63 vykazujici A) krystalické
usporadani PSII komplexti B) ndhodné usporadani PSII komplext. Zvétseni: 25 000x. Velikost
snimki: 1100x825 nm.

Prehled zastoupeni krystalického a nahodného uspordadani PSII v grandlnich
membrandch mutanta je¢mene setého viridis zb63 v jednotlivych teplotnich variantach

prehledné shrnuje tabulka 4.

Tab. 4. Zastoupeni krystalického a ndhodného uspotfddani PSII ve snimcich grandlnich
membrandch mutanta je¢mene setého viridis zb63 po vystaveni teplotnimu stresu. U kazdé
teplotni varianty bylo analyzovano celkem 50 mikroskopickych snimki.

o Krystalické Nahodné CLs e . Lo
Teplota (°C) (podet snimki) (podet snimki) Krystalické (%) Nahodné (%)
25 41 9 82 18
35 36 14 72 28
38 24 26 48 52
42 9 41 18 82
46 4 46 8 92

Z obdrZenych vysledkli lze konstatovat, Ze s rostouci teplotou byl pozorovin
ubytek krystaliého uspordddni PSII komplexii v grandlnich membranidch mutanta
jeCmene setého viridis zb63. Vliv teploty na zastoupeni krystalického uspotadani PSII

komplexil v grandlnich membriandch mutanta jeémene znizoriuje obrazek 13.
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Obr. 13 Vliv teploty na zastoupeni krystalického uspofadani PSII komplext v grandlnich
membranich mutanta jeCmene setého viridis zb63. Z kazdé teplotni varianty bylo analyzovano
celkem 50 mikroskopickych snimk.

Ze ziskanych snimkl grandlnich membridn byla provedena analyza vzdélenosti
mezi PSII, aby mohl byt detailnéji zhodnocen vliv teplotniho stresu na organizaci PSII
v grandlnich membranich. Byly analyzovany vzdalenosti PSII v grandlni membriné
mutanta jeCmene setého viridis zb63 z jednoho snimku pro kazdou teplotni variantu.
Vzdalenosti mezi PSII byly spocitiny v programu Excel. Vypoctené vzdélenosti PSII

byly zaneseny do grafu pro kazdou teplotni variantu zvI4st’ (viz obr. 14)
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Obr. 14. Vliv teploty na velikosti vzdalenosti PSII v grandlnich membranach mutanta je¢mene
setého viridis zb63 vystavené teploté A) 25 °C, B) 35 °C, C) 38 °C D) 42 °C, E) 46 °C. U kazdé

teplotni varianty byl analyzovan 1 mikroskopicky snimek s ndhodnym uspotfdddnim PSII
v membranach, zvétSeni: 25 000x.

Protoze teplotni zdvislost krystalického uspofddani PSII komplexti v grandlni
membrané (obr. 13) ndpadné pfipomind prabch teplotni inaktivace funkce OEC,
byl proveden jeSt¢ jeden neplanovany experiment, ve kterém byl posouzen vliv

strukturni celistvosti OEC na organizaci PSII komplexi.

7.3 Vliv OEC na organizaci PSII v granalnich membranach mutanta
jec¢mene setého viridis zb63

V poslednim experimentu byl chemicky odstranén OEC v nestresovaném vzorku
tylakoidnich membranach pomoci 0,8M Tris pufru, pH 9,6. Nasledn¢ byly membrany
pozorovany transmisnim elektronovym mikroskopem pii zvétSeni 25 000x. Celkem
bylo analyzovdno 50 snimku, ze kterych byly vybrdany 2 reprezentativni snimky
ukazujici krystalické a ndhodné uspotfddani PSII v grandlni membrané (viz obr. 15).
Bylo zjisténo, Ze po chemickém odstranéni OEC z PSII komplext byl pozorovan rozpad
krystalického uspotdddni PSII komplexii v grandlni membrané. Analyza snimkua
ukazuje, Ze ve vice snimcich (66 %) grandlnich membran vykazuje PSII ndhodné
uspotddani. Zastoupeni ndhodného a krystalického uspofdddni PSII po chemickém

odstranéni OEC ukazuje tabulka 5.
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Obr. 15. Snimky =z elektronového mikroskopu zobrazujici grandlni membriny teplotné
nestresovaného vzorku mutanta jemene setého viridis zb63 po chemickém odstranéni OEC
vykazujici A) krystalické uspotadani PSII komplexti B) ndhodné uspotadani PSII komplext.
Zvétseni: 25 000x. Velikost snimka: 1100x825 nm.

Tab. 5. Zastoupeni krystalického a nahodného uspotfdddni PSII ve snimcich grandlnich
membrdn v kontrolnim vzorku (25 °C) nestresovaného mutanta jeCmene viridis zb63
a zastoupeni krystalického a nahodného uspotadani PSII ve snimcich grandlnich membran
v kontrolnim vzorku (25 °C) nestresovaného mutanta jeCmene viridis zb63 po chemickém
odstranéni kyslik vyvijejictho komplexu. Bylo analyzovano 50 snimki z kazdé varianty.

Kontrola Po odstranéni OEC
Teplota (°C) Krystalické (%) Nahodné (%) Krystalické (%) Nahodné (%)
25 82 18 34 66
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Teplotni stres vede ke zméné struktury tylakoidi a PSII komplext. Z diivéjsich praci
bylo zjisténo, Ze teplotni stres je zodpovédny zarozvolnéni tylakoidni membrény.
Vlivem tepla dochdzi ke zméndm distribuce proteinovych komplexti LHCII
a strukturdlnim zménam PSII. Z biochemickych analyz bylo zjiSténo, Ze jaderné
komplexy PSII migruji z gran do oblasti stromdlnich tylakoidd, zatimco LHCII zistava
v granech (Sundby et Andersson, 1985). V bakalafské praci byl zhodnocen vliv
teplotniho stresu na organizaci PSII v grandlnich membranach izolovanych tylakoidnich
membrdn pomoci transmisni elektronové mikroskopie. Pro studium byl vybran
organismus jeCmen sety, jehoz listy byly teplotné€ stresovany pfi teploté 42 °C a 46 °C
a jako kontrolni teplota byla zvoleno 25 °C. Tyto teploty byly vybrany z toho diivodu,
Ze pfi nich nastavaji vyrazné zmény ve fotochemické funkci PSII a bylo ocekavano,
Ze tyto funk¢ni zmény povedou i ke zméndm organizace PSII v membrané. Pfi teploté
42 °C dochézi k rozpadu OEC, kdy jsou uvoliiovdny jeho podjednotky PsbO, PsbP,
PsbQ a mangany z vazebnych mist. Uplnd inaktivace fotochemickych dé&ji PSII nastdvé
pfi teploté 49-50 °C (Busheva et al., 2012).

Ze snimki zelektronového mikroskopu bylo zjiSténo, Ze vétSina
snimk grandlnich membran jeCmene setého, u kterého nebyl proveden teplotni stres,
vykazuje ndhodné wuspofddani PSII a jen nepatrné mnozstvi z celkovych
25 analyzovanych snimkii grandlnich membran jeCmene setého, vykazuje krystalické
uspotddani PSII komplexii. I v prubéhu snimkovani grandlnich membran bylo
krystalické uspotfadani PSII komplexti pozorovadno jen velmi vzicné. Oproti husenicku
rolnimu (Arabidopsis thaliana) je zastoupeni krystalickych struktur v kontrolnich
vzorcich jeCmene setého vyrazné nizsi. Podil krystalickych domén u husenicku rolniho
se pohybuje kolem 10 % (Koufil et al., 2013). V ostatnich snimcich granélnich
membran teplotné stresovanych vzorki je¢mene setého bylo pozorovano pouze ndhodné
uspotddani PSII. Pro objektivnéjsi zhodnoceni vlivu teplotniho stresu na organizaci PSII
by bylo tfeba analyzovat vétsi mnoZstvi snimkl grandlnich membran je¢mene.

Rozborem vzdalenosti PSII bylo zjiSténo, Ze s rostouci teplotou se vzdélenosti
mezi jednotlivymi PSII zmenSuji. Zatimco v kontrolnich vzorkli grandlnich membrin
byly vzdélenosti mezi jednotlivymi PSII urCeny nejcastéji v rozmezi 27-31 nm,
pii teplot¢ 46 °C bylo nejvétsi zastoupeni vzdalenosti 18-25 nm. Toto zjisténi

M/ Wew

je zajimavé vzhledem ke diivéjSim pracim, ve kterych se doviddme, Ze PSII vlivem
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vysSich teplot migruji do stromdlnich tylakoidl. Proto by se dalo ofekdvat naopak
sniZeni hustoty PSII a zaroven zvétSeni vzdalenosti mezi jednotlivymi PSIIL. Vliv teploty
na usporadani PSII komplexii v membranach vSak nebylo mozné ptesné a objektivné
zhodnotit z diivodu nizsiho rozliSeni, které branilo k jednozna¢nému urceni pozic PSII
ve snimcich grandlnich membran. V prubéhu experimentélni prace bylo pfistoupeno
na experiment s mutantem jeCmene setého viridis zb63, ktery téméf postradd PSI
komplexy. Organizace PSII komplext je v grandlnich membranéach krystalicka, jevi se
tedy jako vhodny materidl pro posouzeni vlivu teploty na uspofddani PSII v tylakoidni
membrané, protoZe jakékoliv teplotn¢ indukované zmény by mély dobie pozorovatelné
(Morosinotto et al., 2006).

Pro studium vlivu teploty na uspotddani PSII v tylakoidni membrdan¢ mutanta
jeCmene setého viridis zb63 byly zvoleny tyto teploty: kontrolni 25 °C, 35 °C, 38 °C,
42 °C a 46 °C. Oproti je¢menu setému byly pfidany dv¢ teploty, aby bylo moZzné 1épe
zhodnotit, kterd teplota je pro organizaci PSII kliova, tj. pii které nastavaji nejveétsi
zmény v usporadani PSII v grandlnich membréanach. Ze studii, které se zabyvaji vlivem
teploty na strukturu a funkci PSII komplexu, je zndmo, Ze pii zvySenych teplotich
dochdzi k postupnym strukturnim zméndm na drovni PSII, coZ by mohlo mit vliv
1 na jeho organizaci v grandlni membriné. Témito teplotami jsou 35 °C, pii které
dochdzi kuvoliiovani LHCII od jadra PSII. Dalsi teplotou, pifi které dochazi
k vyznamné zméné ve PSII je 38 °C, pii které se zacinaji uvolilovat proteiny PsbO, P, Q
a mangany z jejich vazebnych mist (Busheva et al., 2012, Yamamoto et al., 2008). Na
snimcich grandlnich membrdn mutanta jeCmene setého, které nebyly teplotné
stresovany, bylo pozorovdno krystalické uspofdddni na 82 % snimcich granélnich
membran. Ve zbylych snimcich teplotné nestresovanych grandlnich membran mutanta
jeCmene setého bylo uspoidddni PSII komplexii ndhodné. Déle byly analyzovany
vzdalenosti PSII v jednom snimku grandlnich membrin z kaZzdé teplotni varianty.
Z analyzy vzdalenosti PSII u kontrolniho vzorku vyplyva, Ze jednotlivé PSII byly od
sebe vzdaleny od 14 do 50 nm, pfiCemz nejvétsi zastoupeni vzdalenosti bylo v rozmezi
26-30 nm.

Vzorky izolovanych tylakoidnich membridn mutanta je¢mene setého viridis zb63,
které byly vystaveny teploté 35 °C, vykazovaly na 72 % snimcich grandlnich membran
krystalické uspotddani PSII komplexti. Dochézelo k narastu ndhodné organizace PSII

v grandlnich membran. Je mozné, Ze je to zpusobené destabilizaci PSII, pfi které
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dochdzi pti 35 °C k uvoliiovani LHCII komplext od jadra PSII. Vyrazné zmenSeni nebo
zvétSeni vzdélenosti PSII nebylo zjisténo.

Pti teploté 38 °C byl pozorovan vyraznéjsi pokles krystalického uspotddani PSII
komplexti v grandlnich membrandch mutanta je¢mene setého viridis zb63. Na snimcich
grandlnich membréan prevazoval ndhodny systém PSII (vyskytoval se na 52 % snimcich
teplotni varianty). Pfi teploté¢ 38 °C doSlo pouze k mirnému zmenSeni vzdalenosti PSII.
Nejvyssi zastoupeni vzdélenosti PSII v membranéch bylo zji$téno v rozmezi 19-28 nm.

U teplotni varianty 42 °C mutanta jeCmene setého viridis zb63 jiz doSlo
k razantnimu zvySeni zastoupeni ndhodného uspofddani PSII v grandlnich membrandch.
Nédhodné usporddani bylo moZzné pozorovat na 82 % snimcich membrén, coZ bylo oproti
grandlnim membrandm vystavenych 25 °C vice neZ 4x vyssi zastoupeni. Vzdalenosti
PSII se od ptedchozi teplotni varianty jen mirné liSily. Vzdalenosti PSII byly nejcastéji
spocitany v rozmezi 20-27 nm.

Pti teploté 46 °C pouze na 8 % snimcich grandlnich membrian mutanta jeCmene
vykazovaly PSII komplexy krystalické uspoiddani. VétSina PSII byla v grandlnich
membranach uspofddana ndhodné. Rozborem vzdalenosti bylo zjisténo, Ze nejcastéjsi
vzdalenost mezi PSII byla v rozmezi 21-26 nm. Obdrzené vysledky ukazuji, Ze zvySend
teplota prokazatelné meéni interakce mezi PSII komplexy v grandlni membrané.
Zména téchto interakei vede k rozpadu krystalického uspotadani PSII v membrang.

U mutanta jeCmene setého nebyly se vzrustajici teplotou pozorovany vyrazngjsi
zmény ve vzddlenostech PSII v grandlnich membranich, které byly vystaveny
teplotnimu stresu. Pro prukaznéjsi vysledky by vSak muselo byt analyzovdno vice
snimki. Jednou z moznych pfi¢in pro¢ u mutanta viridis zb63 nedochdzelo ke zménam
vzdalenosti PSII v grandlnich membranéch je ten, Ze v grandlnich membrandch mutanta
viridis zb63 nejsou volné LHCII. Superkomplex PSII mutanta je¢mene setého je tvofen
dimerem jaderného komplexu a ,,strongly* vazanym LHCII trimerem. Dohromady tvoii
C,S; superkomplex, zatimco PSII je¢mene setého je tvofen C,S;M, superkomplexem.
Volné LHCII v membran¢ je¢mene setého vlivem teploty mohou agregovat. V granalni
membrané mutanta se volné LHCII nenachézeji, nedochézi ke shlukovani proteint a tim
padem ani ke zkracovani vzdalenosti mezi PSII komplexy (osobni sdéleni vedouciho
prace R. Koufila).

S rostouci teplotou byl pozorovan ubytek krystalického uspoiddani PSII

v grandlnich membrdandch mutant je¢mene. Velmi vyrazny pokles nastal pfi teploté

38 °C, coz je teplota, pti které také dochdzi k destabilizaci OEC. Kfivka, ukazujici
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pokles krystalického uspotfdddni napadné pripominala kifivku inaktivace OEC s rostouci
teplotou. Tato analogie vedla k hypotéze, Ze teplotni destabilizace OEC, ma vliv
na krystalickou organizaci PSII v membrané. V dfivéjSich pracich bylo navrZeno,
Ze teplotni inaktivace souvisi s agregaci a naslednou disociaci LHCII. Prozatim se vSak
nevi, jak teplo indukuje agregaci LHCII. Busheva et al., 2012 se ve své praci také
zabyvaji, jak souvisi OEC s ochranou jadernych komplext PSII pfed vysokoteplotnim
stresem. Ze 77 K fluorescencnich spekter bylo zjisténo, Ze dochdzi k podobnym
zménam jak u membran, které byly vystaveny teplotnimu stresu, tak u membrén, které
byly oSetfeny Tris pufrem, kterym byl odstranén OEC. Z tohoto pozorovani
je vyvozovano, Ze rozpad OEC vede ke strukturnim zméndm supramolekuldrniho
usporadani PSII (Busheva et al.,, 2012). Aby bylo potvrzeno, zda k reorganizaci
a rozpadu krystalického uspotadani PSII dochazi vlivem uvoliovani OEC, byl proveden
kratky experiment na mutantu jeCmene.

Pro zhodnoceni vlivu destabilizace OEC na organizaci PSII byl v poslednim
experimentu chemicky odmyt OEC u teplotné nestresovaného vzorku mutanta jeCmene.
Grandlni membrany mutanta jeCmene byly analyzovany transmisnim elektronovym
mikroskopem. Analyzou snimka bylo zjiSténo, Ze 66 % snimkl grandlnich membrin
skutecné vykazovalo ndhodné uspordddni PSII. Oproti kontrolnimu vzorku mutanta
jeCmene, u kterého nebylo provedeno chemické odstranéni OEC, doslo k vyraznému
naristu ndhodného uspoiddani PSII v grandlnich membranach. Zatimco u kontrolniho
vzorku mutanta jeCmene vykazovalo vice nez 80 % grandlnich membran krystalické
usporadani PSII, v grandlnich membranach mutanta jeCmene, u kterého byl odstranén
OEC, krystalické uspotadani PSII bylo pozorovano jiZ pouze u 1/3 snimka granélnich
membran. Byl tedy potvrzen predpoklad, ze uvoliiovani OEC z lumendlni strany PSII,
které je indukované vysokou teplotou, ma zdsadni vliv na destabilizaci krystalického

uspofddani PSII komplexti v grandlni membrané.
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9 Zavér

Je zndmo, Ze teplotni stres vede ke strukturnim zméndm tylakoidnich membran a PSII
komplext. Cilem této prace bylo zpracovat prehled problematiky o vlivu teplotniho
stresu na funkci, strukturu a organizaci fotosystému II v tylakoidni membrané
a zhodnotit vliv vyssi teploty na organizaci PSII v grandlnich membrandch jeCmene
setého pomoci transmisni elektronové mikroskopie.

Pouze minimdlni mnoZstvi z analyzovanych snimkid grandlnich membran
vykazovalo krystalické uspofddani. V ostatnich snimcich grandlnich membréan
kontrolnich i teplotné¢ stresovanych (42 °C a 46 °C) vzorcich bylo pozorovano ndhodné
usporddani PSII komplexd. Ukézalo se, Ze s vyssi teplotou dochdzi ke zkracovani
vzdalenosti PSII v grandlni membrdn€. Nicméné pro objektivnéjSi zhodnoceni vlivu
teplotniho stresu na vzdéalenosti mezi PSII komplexy by bylo potfeba analyzovat veétsi
pocet mikroskopickych snimkii s vy$Sim rozliSenim a kontrastem PSII komplexi
v membring.

V dalsi ¢asti prace byl z divodu jiz vySe popsanych studovan vliv vyssi teploty
(35 °C, 38 °C, 42 °C, 46 °C a kontrolni teplota 25 °C) na organizaci PSII v granélnich
membrdandch mutantu jeCmene viridis zb63. Kontrolni vzorek vykazoval na 82 %
snimcich krystalické uspofdddni PSII v grandlnich membrandch. Bylo zjisténo,
Ze se vzrustajici teplotou dochézelo k tbytku krystalickych forem PSII v membranéch.

U mutanta jeCmene setého bylo také studovano, zda strukturni zmény PSII
pii vyssich teplotach souvisi s inaktivaci OEC, jak naznacuji prace napi. Busheva et al.,
2012. Po chemickém odstranéni OEC z PSII byl pozorovdn vyrazny pokles
krystalického uspotfadani PSII v membranach, z ¢ehoZz je mozné vyvodit, Ze zmény
v organizaci a struktufe PSII jsou spojené s teplotn€ indukovanymi zménami OEC.

Cile prace zpracovat prehled problematiky a zhodnotit vliv teplotniho stresu
na organizaci PSII byly splnény. Pro prikazné&jsi vysledky prace by vSak bylo tifeba
analyzovat vice snimki grandlnich membrén je¢mene i mutanta jeCmene.

Protoze zvySend teplota je Casto spojena i se zvySenym osvétlenim, bylo
by zajimavé zhodnotit také vliv zvySené teploty a svétla dohromady na organizaci PSII

v grandlnich membréanach.
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