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Zoznam skratiek

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ATP — adenozintrifosfat

PSI — fotosystém I

PSII — fotosystém II

LHCII — svetlozberny komplex Il

PAR — fotosynteticky aktivne ziarenie

LHC, LHA — light harvensting complexes, svetlozberné antény
TM — tylakoidna membrana

LL — low light, nizka intenzita osvetlenia

HL — high light, vysoka intenzita osvetlenia

NL — normal light, normalna kontrolovana intenzita osvetlenia

Chl — chlorofyl

NPQ — nefotochemické zhasanie fluorescencie chlorofylu

Fo — minimalna hodnota fluorescencie v stave adaptovanom na tmu
Fm - maximalna hodnota fluorescencie v stave adaptovanom na tmu
Fs - hladina fluorescencie v ustalenom stave.

Fm’” - maximalna fluorescencia pocas osvetlenia aktinickym svetlom
A. thaliana — Arabidopsis thaliana

HEPES — 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
BSA — hovidzi sérovy albumin

EDTA —sodna sol’ kyseliny ethylendiamintetraoctovej

Neo — neoxantin

Lut - lutein

Vio — violaxantin

Zea — zeaxantin

Car — karotenoidy

ETR — elektronovy transportny retazec

Fv/Fm - maximalny kvantovy vytazok fotochémie PSII v stave adaptovanom na tmy



1. Uvod

Najviac zndme vyuZitie svetelnej energie v rastlinach je fotosyntéza. Co sa viak stava
Vv rastline, pokial’ je vystavena priliSnému osvetleniu a nestiha danu energiu spracovat’
formou fotosyntetickych procesov ? Pocas dlhej evolucie si rastliny vyvinuli rzne typy
ochrany proti nadmernému fotosynteticky aktivnemu ziareniu. Medzi ne patri
aj nefotochemické zhasanie (NPQ), nazyvané aj svetlom podmienena, regulovana strata
tepla.

NPQ sa odohrava vo svetlozbernych anténach, ktoré st sticastou fotosystému PSII.
Na zaklade kinetiky relaxacie fluorescencie chlorofylu v tme st urcené najmenej 3 Casti
NPQ. St nimi energeticky zavisla zlozka qE, ktora je spustena protonovym gradientom
cez tylakoidni membranu a relaxuje behom niekol’kych sektiind; druha zlozka, qT,
ktord zavisi od stavovych prechodov a uvol'ni sa do niekol’kych minut; a tretia zlozka, ql,
ktora je spdsobena fotoinhibiciou a relaxuje vel'mi pomaly.

Rastlina na zber fotonov z prostredia vyuziva svetlozberné antény (light-harvesting
complexes, LHC). Tie sa nachadzaji v membranach tylakoidov v chloroplastoch.
Strukturalnym znakom tylakoidnych membran rastlin je ich stohovanie za vzniku
takzvanych gran, ktoré su navzajom prepojené spojitou sietou stromalnych lamiel.
V tylakoidnej membrane nachddzame napriklad fotosystém I (PSI), fotosystém II (PSII),
svetlozberné komplexy Il (LHCII) a komplexy cytochromu bef.

V pritomnosti kationov vedi molekularne interakcie medzi PSII a LHCII k tvorbe
superkomplexov zlozenych z dimérnych komplexov jadra PSII a periférne pripojenych
LHC. V tylakoidnej membrane (TM) Arabidopsis thaliana sa PSII najcastejSie objavuje
v podobe superkomplexu C;So:M,. LHCII je periférna anténa a obsahuje rozne
heterotriméry Lhcbl, Lhcb2 a Lhcb3 proteinov, zatial ¢o komplexy menSich antén
(Chlorophyll Protein 29 [CP29], CP26 a CP24) sa nachadzaji ako monoméry.

V praci sa zameriame na dva aspekty ovplyvnenia NPQ, a to na odstranenie Lhcb3
alalebo Lhcbh6 a aklimaciu rastlin na rdzne intenzity osvetlenia. Budeme sledovat aj
celkové ovplyvnenie rastlin a to v pomere ich asimila¢nych pigmentov alebo v hodnotach
ich maximalneho vytazku fotochémie. Praca je vol'nym pokracovanim bakalarskej prace
D. Dostalovej z roku 2020 pod vedenim Mgr. Ivy Ilikovej, Ph.D., a rovnako suvisia so
zisteniami pripravovanej Studie katedry Biofyziky Prirodovedeckej fakulty Univerzity

Palackého v Olomouci.



2. Prehlad problematiky

2.1. Princip fotosyntézy
Fotosyntéza je unikatny proces, ktory sa wuplatiuje nie len u rastlin,

ale aj v mikroorganizmoch, ktoré tvoria velkt cast’ fotosyntetického sveta. Vyuziva
slne¢né ziarenie ku syntéze organickych zlucenin, a to sacharidov z anorganickych latok,
presnejsie z oxidu uhlicitého a vody. Fotosyntéza vyuziva princip fototrofie. Fototrofia je
sposob premienania svetelnej energie na chemicka. Na tento proces sa vyuZzivaju
asimila¢né pigmenty (Hamilton 2019). Fotosyntézu mozno na zaklade principov, akym
sa bude energia zachytavat’ a premienat’, rozdelit’ na fotosyntézu za pouzitia rodopsinu
a fotosyntézu za pouzitia tetrapyrolovych farbiv. Pre Gcely tejto prace bude venovana
pozornost’ prave druhému typu. Ten mozno rozdelit’ eSte na anoxygénnu fotosyntézu
a oxygénnu fotosyntézu (Hamilton 2019). Opat, tato praca bude venovat pozornost

oxygénnemu typu fotosyntézy.

2.1.1. Oxygénna fotosyntéza
Oxygénnu fotosyntézu vyuzivaju sinice, riasy a rastliny. VSetky tieto organizmy

vyuzivaju na priebeh oxygénnej fotosyntézy Specialne organely nazyvané chloroplasty,
vzniknuté endosymbidzou (Obr. 1). Vynimkou s prokaryotické organizmy, ktoré
vyuzivaji komplexy ulozené na intracytoplazmatickej membrane (Kindgren 2010).
Chloroplast patri do skupiny heterogénnych organel nazyvanej plastidy.
Od cytoplazmy je oddeleny dvojitou membranou a je to semiautonémna organela. Hmota
V jeho vnutri sa nazyva stroéma. V strome sa nachadzaju enzymi Calvinovho cyklu, DNA

plastidu a proteosynteticky aparat. Stroma obsahuje diferencovany systém membran

Vonkajsia membrana

Vnutornd membrana

A B

AAAAAAAA

Tylakoid Lumen

Obr. 1: Vnutorna struktura chloroplastu z modelovej rastliny Arabidopsis thaliana
(Arabkovky thalovej). (A) Obrazok chloroplastu vytvoreny pomocou elektronovej
mikroskopie. Pruh predstavuje 1 um. (B) Struktiiry vo viitri chloroplastu (prevziaté
od Kindgren (2010)).



nazyvany ako vnutorny systém tylakoidov. Tento systém sa deli eSte na tylakoidy gran
a tylakoidy stromy (Lindquist a Aronsson 2018).

Tylakoidy gréan su vrstvené na sebe, stromové tylakoidy zas spéjaju jednotlivé grana,
teda tak susedia so stromov po oboch stranach (Obr. 2). Vnutorny priestor tychto utvarov
sa vola lumen. V membranach tylakoidov, sa nachadzaju pigment-proteinové komplexy

(Lindquist a Aronsson 2018; Austin a Staehelin 2011).

2.1.2. Asimilacné pigmenty
Asimilacné pigmenty, ktoré st stCastou pigment-proteinovych komplexov

nachadzajucich sa v tylakoidnych membranach, su nevyhnutné pre priebeh fotosyntézy.
Zachytavaju a absorbuju energiu svetelného Ziarenia a podielaju sa na procese prevodu
svetelnej energie na chemicku, priCom v tejto podobe sa energia uklada pre dalSie
vyuzitie. Asimilaéné pigmenty sa delia na dve skupiny a to na tetrapyrolové, medzi ktoré

radime chlorofyly, bakteriochlorofily a biliny. Druhou skupinou st izoprenoidy, medzi

Obr. 2: Prehlad organizacie tylakoidov gran a stromy. (A) az (C) su tri kompozitné
tomografické rezy zobrazujuce pohlady spredu (A), stredu (B) a zozadu (C)
na skupinu tylakoidov gran. (D) a (E) su tomograficky rekonstruované modely gran
zobrazené na (4A) az (C), pricom tylakoidy gran (gt) su zafarbené Zltou farbou

a tylakoidy stromy (st) su zafarbené nazeleno (prevziaté od Austin a Staehelin
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2.1.2.1. Chlorofyly
U struktirneho chemického vzorca chlorofylu (Obr. 3) je mozné si v§imnat’ atomu

horc¢ika koordinacne viazaného Styrmi atomami dusiku. Dusikovy atom je stcastou
pyrolového kruhu, a tak mozno skupinu asimila¢nych pigmentov chlorofylov zaradit
medzi tetrapyroly. Mozno ich prirovnat ku porfyrinom. Chlorofyly formuju tiez
tzv. E- zocyklicky piaty kruh (Merritt a Loening 1979; Phu 2014).

Rozozndva sa pdt zakladnych typov molekul chlorofylov, oznaované ako
aazf (Vernon a Seely 2014). Miera absorpcie svetla pigmentom sa oznacuje
ako molarny extinény koeficient ¢, ktory je Specificky nie len pre kazdt molekulu zv1ast
ale aj pre vinova dizku svetla. Jeho zavislost od vinovej dizky A sa vold absorpéné
spektrum (Shipman a kol. 1976).

Chlorofyl a ma maximum absorpcie v modrej Casti spektra na 430 nm a Vv ¢ervenej
oblasti na 662 nm. Chlorofyl b sa od predosliého typu chlorofylu li§i len nahradou
formylovej skupiny za metylova na uhliku C7, ajeho absorpéné maxima su blizsie
pri sebe a to na 455 nm a 644 nm. Je najéastej$im typom chlorofylu vo svetlozbernych

anténach eukaryotickych organizmov schopnych fotosyntézy (Vernon a Seely 2014).

2.1.2.2. Karotenoidy
Tento druh asimila¢nych pigmentov mozno zaradit’ medzi tertraterpény pozostavajuce

z 6smich molekul izoprénu. Mozno ich rozdelit’ na karotény a xantofyly (Britton 1996).

CH,CH; CHg

Chlorofyl a

H,C=CH N R \\
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CHy; H CH, CH, CH,
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: N%\<,(:OQCH3
e / H Chlorofyl b
it H
N

\ N’ N
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3
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Obr. 3: Struktiirny vzorec chlorofylu a a chlorofylu b prevziaty z Phu (2014).



St sucast'ou svetlozbernych systémov. Ich tlohou je prenasat’ zachytenu energiu svetla

na chlorofyly a chranit’ fotosystém pred fotooxidaciou (Nettoa kol. 2005).

2.1.3 Tylakoidnd membrdna
Strukturalnym znakom tylakoidnych membréan rastlin je ich stohovanie za vzniku

takzvanych gran, ktoré st navzajom prepojené spojitou sietou stromdlnych lamiel. Grana
st tvorené vrstvami plochych membranovych diskov tylakoidov s priemerom
~ 300 - 600 nm (Kirchhoff a kol. 2011). Rézne lipidy st asymetricky distribuované
VO vrstvach membran susediacich so stromou a lumenom. Az 40 % tylakoidnych lipidov
sa viaze na proteiny (Jost a kol. 1973; Pali a kol. 2003; Najafpour a kol. 2012). Hlavna
funkcia lipidov je vytvorit matricu pre uloZenie pigment-proteinovych komplexov
fotosyntetického apardtu a umoznit tak vznik elektrochemického potencidlu potrebného
pre produkciu ATP. Lipidy sa vyskytuju tiez ako Strukturalne zlozky (Obr. 4) hlavnych
fotosyntetickych proteinovych komplexov — fotosystém | (PSI), fotosystém II (PSII)
a svetlozberny komplex Il (LHCII)) (Mizusawa a Wada 2012). Tylakoidna membrana

je husto naplnena proteinmi. Celkové integralne proteiny a pigment-proteinové

2NADPH
2NADP" + 2H’——
.\\48
™ 4 Ferredoxin
’~,4e
Cytoplazma
T.\nmm
s Lumen
- e
o i 4
2H,0 i 8H' de N Plastocyanin

LHCH PSII eyt bf PSI

Obr. 4: Schematicky pohlad na tylakoidni membranu s viozenym fotosystémom I (PSI),
fotosystemom II (PSII), svetlozbernym komplexom Il (LHCII) a komplexom cytochromu
bef. Pre jednoduchost je zndzorneny iba jeden monomér kazdého komplexu,
transmembranové helixy su zobrazené ako valce, vsetky kofaktory okrem lipidov su
Vynechané. Lipidy, ktoré su viastneé Strukturam, su zobrazené v zastupeni vyplne priestoru
zltymi gulickami pre uhlik a cervenymi pre kyslik. Protonové, ako aj elektronové toky su
oznacené Sipkami. PQ znamena plastochinon, POH2 pre plastochinol a FNR pre
ferredoxin-NADP™ reduktdzu. Zité blesky znacia svetlo. Prevziaté od Najafpour a kol.
2012.



komplexy mézu zaberat’ 70 % az 80 % plochy v stlacenych granalnych membranach
(Haferkamp a kol. 2010).

2.1.3.1. Fotosystém Il
Na fotosystém II sa praca zameriava preto, lebo spolu s LHCII svetlozbernou anténou

tvori superkomplex PSII-LHCII, v ktorom budt prave zmeny pri mutantoch arabkovky
thalovej, na ktoré bude praca zamerana.

V pritomnosti kationov vedi molekularne interakcie medzi PSII a LHCII k tvorbe
superkomplexov zlozenych z dimérnych komplexov jadra PSII a periférne pripojenych
LHC (Obr. 5). V tylakoidnej membrane (TM) sa PSII najcastejSie objavuje v podobe
superkomplexu C2S2Mz. Cz je dimérne jadro PSII s malymi aditivnymi LHCII anténami
(CP29, CP26 a CP24). Sy st dva LHCII triméry, ktoré st silne viazané ku komplexu
cez CP26. M2 su opat’ dva triméry LHCII, ktoré st v kontakte s CP29 a CP24 a st mierne
viazané ku komplexu C>S;M. (Koufil a kol. 2013; Dekker a Boekema 2005;
Caffarri a kol. 2009). Superkomplex PSII-LHCII je primarnou funkénou jednotkou PSII
vo vysSich rastlindch viazuci vacSinu chlorofylov a nachadza sa vylucne v granéch.
Superkomplexy PSI-LHCII st schopné zhromazd'ovat’ sa do Struktr vysSieho radu
Vv granach vyssich rastlin, ako st megakomplexy, pozostavajuce z dvoch alebo viacerych
superkomplexov alebo roz$irenych vysoko usporiadanych semikrystalickych poli.
O ulohe tychto poli a dokonca aj o ich pritomnosti sa diskutovalo, kym iné Studie
nepreukazali, ze ich vzhlad zavisi od fyziologickych podmienok - semikrystalické

domény sa objavuju vo vySSej miere pri slabom osvetleni alebo pri nizkych teplotach

a mozu pokryt’ cely disk grana. Kouftil a kol. (2013) potvrdili, Ze tvorba semikrystalickej

Obr. 5: Schematicky pohlad na podjednotky apoproteinov s hlavnymi trimérmi LHCII
v modrej farbe, malymi LHCII v zelenej farbe, komplexom jadra fotosystému II (PSII)
v zltej farbe, proteinmi D1 / D2 v cervenej farbe a s podjednotkami komplexu
vywjajuceho kyslik (PsbO, PsbP a PsbQ) vo fialovej farbe. Prevziaté od Lambrev
a Akhtar 2019.



domény zavisi od svetelnych podmienok rastu a rozdielneho skladania superkomplexov
PSII-LHCII za roznych okolnosti, ako je napriklad pritomnost’ alebo absencia mensich
komplexov antén PSII a proteinu PsbS (Kovacs a kol. 2006; Kiss a kol. 2008).

2.2. Zachytenie svetelnej energie

2.2.1. Svetelné Ziarenie
Fotosyntetizujuce rastliny zachytavaju tzv. fotosynteticky aktivne ziarenie (PAR),

ktoré je v pribliznom rozsahu spektra ako viditelné Ziarenie (400-700 nm). Ziarenie
zo slnka je pri dopade na Zemsky povrch cCiasto¢ne odfiltrované atmosférou, pricom
iba 40 % prejdeného Ziarenia mozno oznacit’ za PAR Ziarenie. Avsak len 80 % PAR
ziarenia je zachytené¢ho asimilaénymi pigmentami, a nie vSetko zo zachytené¢ho svetla
sa spotrebuje na fotosyntézu, ked’ze sa znacna Cast’ strati vo forme tepla a fluorescencie.

Na tvorbu makrozluéenin sa vyuzije teda len 5 % slne¢ného Ziarenia (Mottus a kol. 2012).

2.2.2. Proces zachytdavania svetla svetlozbernymi anténami
Velka cast’ pigmentov — chlorofylov je v organizmoch vykonavajtcich fotosyntézu

viazana v tzv. ,light harvensting complexes* (LHC alebo LHA) alebo v preklade,
Vo svetlozbernych anténach. Tieto formacie funguju na principe lievika ked’ sa jedna
0 prenos energie (excitonu). Casti LHA sa delia na distalne (absorbuju svetlo kratich
vlnovych dizok = s najva¢sim mnoZstvom energie) a na proximalne (absorbujii svetlo
dlhsich vinovych dizok = s niz§im mnoZstvom energie). Prenos excitonov prebicha
v smere od tych, &o absorbuju svetlo s najniz§imi vinovymi dizkami (najvy$sou energiou)
po tie, ktoré absorbuju svetlo o najvyssich vinovych dizkach (s najnizSou energiou),
ked’Ze exciton straca Cast’ svojej energie tymto ireverzibilnym transferom, pricom cely
posun smeruje k reakénému centru. Takyto koncept lievika vyuzivaju periférne antény,
avsak nemozno ho vzdy najst’ pri jadrovych alebo fiznych anténach (Neilson a Durnford
2010; Ballottari a kol. 2012).

Princip lievika vyuZiva Forsterov neradiacny rezonanény transfer energie pokial
su molekuly chlorofylu od seba vzdialené viac ako 1 nm. Ak je tomu inak vyuZiva
sa excitacné spojenie, ktoré sa vSak moc od predoslého typu nelisi (Ballottari a kol. 2012).
Anténa LHCII (light harvesting complex of photosystem II), ktora patri medzi integralne
anachadza sa urastlin arias, predstavuje najvyznamnej$iu svetlozbernu anténu

(Lambrev a Akhtar 2019).

2.2.2.1. Struktiira a flexibilta LHCII
LHCII sa sklada zproteinov a pigmentov. Lhcbl, Lhcb2 aLhch3 st proteiny

nachadzajuce sa v LHCII, ktoré tieto pigmenty viazu. Ich vyskyt je priblizne 8:3:1



anavzajom st takmer identické (van Amerongen a kol. 2007). Kazda monomérna
podjednotka nekovalentne viaze az osem chlorofylov a, Sest' chlorofylov b a Styri
xantofyly. Transmembranova cCast’ proteinového komplexu ma vysoku Strukturalnu
rigiditu, ktora zaistuje prisnu geometriu a elektrostatické prostredie pigmentov,
ktoré nasledne uréuju vlastnosti komplexu v excitovanom stave (Standfuss a kol. 2005;
Dockter a kol. 2011). Chlorofyly st usporiadané v dvoch vrstvach a to osem chlorofylov
Vv blizkosti N-konca na stromalnej strane TM a Sest’ na lumenalnej strane (Lambrev a
Akhtar 2019).

Ako dolezita sticast’ grana je LHCII tiez kI"a¢ovym hra¢om v niekol’kych regulacnych
funkciach, ktoré granalne membrany vykonavaji, najma pri vyrovnavani toku excitaénej
energie stavovymi prechodmi a nefotochemickym zhasanim. Rozumie sa, Ze tieto
procesy zahfniajii niektoré riadené zmeny v konformécii a makroorganizacii LHCII

(Lambrev a Akhtar 2019).

2.2.3. Svetlom podmienené zmeny v makroorganizdcii tylakoidnej membrdany
Granalna tylakoidnd membrana vysoko flexibilne upravuje svoju Strukturu, zloZenie

a supramolekularnu ~ organizdciu  na  réznych  hierarchickych  {drovniach,
v mikroskopickom aj mezoskopickom meradle a v ¢asovych skalach trvajtcich niekol'ko
sekind az dni. Dlhodoba aklimatizacia na fyziologické prostredie zvycajne zahrnuje
zmeny Vv zloZeni lipidov, bielkovin a pigmentov a ultrastrukttre chloroplastov. Napriklad
listy na sInku a listy v tieni sa liSia svojimi pomermi chlorofylov (Chl) a/b. Dlhodoba
aklimatizacia prinaSa reorganizaciu superkomplexov PSII-LHCII, modulaciu velkosti
antén a obsahu Specifickych proteinov Lhch (Albanese a kol. 2016; Anderson 1986).

Schopnost” fotosystému PSII katalyzovat' fotooxidaciu vody je spojena s jeho
citlivostou na oxidacné poskodenie. Tyka sa to najmé jadrovej podjednotky, proteinu D1.
Fotoposkodeny PSII prechdadza opravou vo viacstupiiovom procese zahfiiajicom
reverzibilnu fosforylaciu zékladnych podjednotiek PSII, néasledne monomerizéciu
a bo¢nt migraciu jadra PSII z gran do stromovych tylakoidov. Nasleduje Ciasto¢na
demontaz PSII a potom proteolyticka degradacia poskodeného proteinu DI. Protein D1
sa po predoslom kroku nahradi novou kopiou a nasleduje opitovné zostavenie
monomérov PSII a migracia spdt’ na grana, dimerizacia a zostavenie superkomplexu
(Theis a kol. 2016).



Dalsou dynamickou zmenou v makroorganizacii TM st stavové prechody
ktoré pravdepodobne vyzaduju prestavbu superkomplexov fotosystému. Ide hlavne
0 vyrovnanie toku energie medzi PSIl a PSI a tym k vyrovnaniu toku. elektronov
Vv elektronovom transportnom retazci fotosyntézy. Ako PSII tak aj PSI primaja fotony
a stavové prechody vyrovnavaji mnozstvo absorbovanej energie skrz tieto dva
fotosystémi tym, ze trimérny LHCII sa moéze presunat k PSI (prechod zo stavu
1 do stavu 2). Pokial’ PSII prima velké mnozstvo fotonov, méze dojst’ k fosforylacii
LHCII, fosforylovany LHCII sa prestiva k PSI. Zaroven sa zmensi svetlozberna anténa
na PSII, tymto sp6sobom sa zabrani fotoposkodeniu PSII. Bude prichadzat’ menej energie
z antény. Naopak pri zatieneniu sa vracia do stavu 1. Trimér LHCII sa defosforyluje
a presuva sa pre¢ od PSI (Lambrev a Akhtar 2019; Iwai a kol. 2008). Proces blizsie
vysvetluje Obr. 6.

2.2.3.1. Aklimdcia rastlin na zvysenu a znizenu intenzitu osvetlenia
Efektivna aklimatizacia na rozne intenzity osvetlenia je pre fitness rastlin

nevyhnutna. V roku 2017 bola vytvorena stadia (Schumann a kol. 2017), kedy bola

Arabidopsis thaliana pestovana pri troch réznych konstantnych intenzitach svetla

A Stav 1 Stav 1/ Stav 2 Stav 2
Megakomplex Superkomplex Jadrovy komplex
(22,000 kD) (900-1000 kD) (300-400 kD)

Monomerizacia
megakomplexu

-

oG Y,

Stav 1 —’ Stav 1/ Stav 2

Obr. 6: Navrhovany model remodelacie PSII pocas prechodu zo stavu 1 do stavu 2.

(A) Pohlad zhora nadol zo stromdlnej strany membrany ukazujuci rozdelenie
megakomplexu PSII a oddelenie periférnej antény. Fosforylacie v prvom a druhom kroku
su oznacené modrymi a cervenymi kruhmi s pismenom ,,P*“. (B) Bocny pohlad na rovinu

membrany zobrazujuci zmeny v tylakoidnej ultrastrukture (Iwai a kol. 2008).
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(LL: 25 umol fotonov-m 2-s7%; NL: 100 pmol fotonov-m 2-s;

HL: 500 pumol foténov-m™ 2-s™1) a za podmienok prirodzeného kolisavého svetla (NatL).
Bola vykonana  dokladnd  charakterizacia  morfologickych, fyziologickych
a biochemickych vlastnosti so zameranim na fotoochranné mechanizmy. Rastliny
pestované za konsStantnych vysokych svetelnych podmienok vykazovali zvySeny rast
V porovnani s rastlinami pestovanymi za staleho slabého osvetlenia, ako sa usudzuje
zZ fenotypu 6 tyzdiov starych rastlin. Ako najmensie boli vyhodnotené rastliny pestované
na LL. Mikroskopicka analyza prierezov listov odhalila podobnu hrubku listov
asi 115—-30 pum v rastlinach LL a NL, zatial' ¢o rast pod HL viedol k priblizne
dvojnasobne silnej§im listom s hrubost'ou asi 270-280 pum. Zvysena hrabka listov rastlin
HL bola sposobena hlavne predizenymi bunkami parenchymu a iba Giastoéne stvisela
S0 zvySenym poctom bunkovych vrstiev, ktoré sa pohybovali medzi 6 vrstvami
V LL rastlinach, 7 vrstvami v NL a 8 vrstiev v rastlinich HL. Pocet chloroplastov
na mezofylovu bunku sa zvysil z priblizne Styroch v LL rastlinach na Sest’ v NL rastlinach
aosem v HL rastlinach. Iba maly rozdiel bol uréeny pre obsah Chl v chloroplastoch, ktory
v NatL (Schumann et al. 2017).

V poslednych rokoch sa skumali aj modifikdcie svetelného aparatu, obsah
asimila¢nych pigmentov a celkové spravanie rastlin po akliméacii na rézne druhy
osvetlenia. Vo vysledkoch stadie zroku 2016 (Albanese a kol. 2016) prisli
s nasledujucimi zavermi. Po dlhodobej aklimacii fotosyntetického aparatu na ré6zne druhy
osvetlenia bolo mozné sledovat’ zmeny v zloZeni fotosyntetickych pigmentov. Tylakoidy
extrahované z rastlin hrachu aklimované na zvySujlce sa intenzity svetla (slabé svetlo
ointenzite 30 pmol-‘m2-s' fotéonov, LL; mierne kontrolné svetlo o0 intenzite
150 umol-m~2:s7 foténov, CL; vysoké svetlo 0 intenzite 750 pmol-m2-s™* fotonov, HL)
vykazovali zvySenie pomeru Chl a/b v HL rastlinach (HL 4,0 oproti CL 3,3) a pokles
v LL rastlinach (LL 2,9 vs CL 3,3). Vzhl'adom k tomu, ze Chl b sa $pecificky viaze na
anténne proteiny (LHCD), tieto zmeny v pomere Chl a/b naznacuju, ze zmeny osvetlenia
boli u¢inné pri indukcii modulécie velkosti svetlozbernych antén. Aby ziskali prehlad
0 zlozeni superkomplexov PSII-LHCII, vykonala sa podrobna proteomicka analyza na
izolovanych vzoriek PSII-LHCII. Po digescii vSetkych zafarbenych skvin v géli
trypsinom odhalila analyza pritomnost’ zakladnych podjednotiek PSII CP47, CP43, D2
a D1, Siestich proteinov vonkajSej antény Lhcb (Lhcb1-6) a OEC podjednotky PsbO
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Vv izolovanych superkomplexoch. Proteomicka analyza tiez detegovala pritomnost
izoforiem monomérnej antény Lhcb4 (Albanese a kol. 2016).

Nasledne boli skimané aj iné anténne podjednotky, ako su Lhcb3 a Lhb6. Tie patria
medzi anténne podjednotky so zvlastnou distribuciou, prva je zlozkou iba M-trimérov
LHCII a druhd monomérnym LHCII fungujicim ako S$pecificky linker pre M-trimér
LHCII k C2S2 superkomplexu (Albanese a kol. 2016). Tieto podjednotky boli detegované
iba v dvoch najtazsich superkomplexoch z troch pritomnych vo vzorkach PSII-LHCII,
ktoré boli takto identifikované ako C2S:M3z a C2S2M; v dosledku toho bola tretia forma
s najmensSou vel'kost'ou a bez M interpretovana ako typ C2S». Z tychto analyz bolo zrejmé,
ze v rastlinach adaptovanych na LL prevladali superkomplexy PSII-LHCII typu C2S2M:
a CoS;M, zatial Co v pripade rastlin adaptovanych na HL to boli C)Sy
(Albanese a kol. 2016).

Izolované C2S:M2, C2SoM a CzS» boli tiez prevazujucou formou superkomplexov
nachadzajicich sa v nativnhych membrénach. Pritomnost zvySeného mnozstva
C2S2 v rastlinach aklimovanych na HL moZno povaZovat’ za indikaciu vyssej akumulécie
degradovanych a/alebo nepripojenych foriem superkomplexov v rastlinach adaptovanych
na HL. Okrem toho v nich bolo viditeI'né va¢sie mnozstvo monomérneho PSII a vol'nych
LHCII, ¢o naznacuje Ze celkova organizacia PSII je vyznamne modifikovana v rastlinach
aklimatizovanych na vysoké osvetlenie (Albanese a kol. 2016).

Zmeny v mnozstve funkéného anténneho komplexu PSII sa dalej hodnotili
Vv tylakoidnych membranach a superkomplexoch PSII-LHCII izolovanych z rastlin
dlhodobo aklimovanych na rdzne svetlené podmienky pomocou chlorofylovych
fluorescenénych technik. Merania fluorescencie ukazali, Ze analyzované rastliny
reagovali na zvySenie intenzity rastového svetla zmenSenim velkosti ich anténneho
systému PSII, s podobnym trendom pozorovanym ako v tylakoidnych membranach,
tak aj v izolovanych vzorkach PSII-LHCII. Pri porovnani HL rastlin vs rastlin LL bola
tato redukcia vyraznejSia u tylakoidov ako u izolovanych castic, priCom dosiahla pokles
asi 0 45 % v prvych a o 21 % v poslednych. Pri zrovnani velkosti antény PSII a pomerov
Chl a/b nameranych vo vzorkach tylakoidov a PSII-LHCII sa pozorovala dobra korelacia
medzi zniZzenim velkosti antény PSII a zvySenim pomeru Chl a/b po zvyseni intenzity
osvetlenia.

Skiimany bol aj proteiny PsbS. Ten sa opisuje ako regulacny protein pre PSII
Vv rastlinach, pricom jeho lokalizacia v tylakoidnych membranach je stile nejasna

(Gerotto a kol. 2015). Analyza neodhalila PsbS v Ziadnom z izolovanych PSII-LHCII,
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¢o potvrdzujui proteomické analyzy, a to napriek jeho pritomnosti v zodpovedajicich
vychodiskovych tylakoidoch. Aby pochopili (Albanese a kol. 2016), ¢i doslo k inej
akumuldacii tejto podjednotky v tylakoidoch izolovanych z rastlin pestovanych pri
roznych intenzitach svetla, merali relativny obsah PsbS imunoblotovanim. Uvedené
vysledky kvantifikécie ukazuju, ze mnozstvo PsbS je 1,4 krat vysSie v HL rastlinach
vzhl'adom na CL rastliny, zatial’ o v LL rastlinach je znizena na 0,75 nasobok. Tieto
udaje podporuju myslienku, ze ked’ st rastliny pestované pri vysokom svetle, je PsbS
nadmerne exprimovany, aby sa zvysila rychlost” aktivacie NPQ, naopak, pri pestovani pri
slabom osvetleni je hladina PsbS znizen4, aby sa zabranilo zbytocnému rozptylu energie.
V tychto vzorkach rovnakou metddou kvantifikovali aj jadrova podjednotku PSII D2.
Ak je obsah PsbS normalizovany na obsah jadra PSII, je zvySenie mnozstva PsbS
Vv rastlinach HL este vacsie (1,7 nasobné) a jeho pokles v LL rastlinach este vyraznejsi
(0,6 nasobné) (Albanese a kol. 2016).

Najnovsia $tadia (Grinzato a kol. 2020) naznacuje diverzifikovana stratégiu,
ktoru prijali rastliny vo¢i aklimovaniu na rézne druhy intenzity osvetlenia pri zachovani
stohovania granalnych tylakoidov. V rastlinach pestovanych pri slabom osvetleni
(LL; 30 pmol-m2-s7! foténov) sa na vii¢Sie a hrubsie grandlne membrany zmestia hlavne
sparované superkomplexy s vidcSou anténou (C2S2My)2, ktoré maji usporiadanie,
ktoré maximalizuje exponovanu oblast LHCII na zber svetla a zvySuje konektivitu PSII
na optimalizaciu svetla a efektivnost’ vyuZitia. V tychto rastlinach poskytuje vzajomna
interakcia stromalne exponovanych N-koncov dvoch protil'ahlych podjednotiek Lhcb4
vV (C2S2M2)2  superkomplexu fyzickti kotvu v stromalnej medzere na posilnenie
zoskupenia  gran. 'V rastlindich  pestovanych  na  vysokom  svetle
(HL; 750 mol-m2s! foténov) sa do uzsich a tensich granalnych membran zmestia
vacsinou sparované superkomplexy s menSou anténou (C2S2)2, ktoré maju usporiadanie,
ktoré zmensSuje oblast LHCII vystavenu svetlu zvySenim prekrytia trimérov S-S. Toto
takmer Gplné prekrytie trimérov LHCII v superkomplexe (C2S2)2 mdze hrat” klacovu
ulohu pri udrZiavani stohovania grandlnych tylakoidov v rastlinich dlhodobo
aklimovanych na vysoké osvetlenie. Okrem toho v tychto rastlinich moze Ciastocné
obsadenie polohy Lhcb4 v (C2S2)2 izoformou Lhcb4.3 konstitutivne znizit' vdzbovu
afinitu pre d’alSie triméry M-LHCII, a tym pdsobit’ fotoprotektivne funkcie na PSII

pri nadmernom kons$tantnom osvetleni (Grinzato a kol. 2020).
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2.3. Nefotochemické zhasanie fluorescencie

2.3.1. Fluorescencia chlorofylu
K procesu absorpcie svetla v rastlinach sa vyuzivaju chlorofyly. Tie absorbujt

najlepSie v Cervenej a modrej oblasti. Po absorpcii svetla dojde ku excitacii molekuly
chlorofylu. Excitované molekuly cholorofylu nie st stabilné a snazia sa nadbyto¢nej
energie zbavit a vratit’ sa do zakladného stavu. Po absorpcii modrého svetla sa molekula
chlorofylu dostdva do vysSieho excitovan¢ho stavu, nasledne vSak klesne na nizsi
excitovany stav podobny tomu, pri absorpcii svetla z ¢ervenej oblasti. Prijata svetelna
energia sa vyziari vo forme tepla. ZnizSiecho excitovaného stavu sa molekula
vSak nésledne dostdva na zakladny stav pricom existuje niekol’ko moznosti vyuzitia
energie (Lazar 2015).

Prvym z nich je fluorescencia (Obr. 7). Dalej to moze byt formou tepla. TieZ si mozu
molekuly chlorofylu medzi sebou excitanii energiu predavat ateda uvadzat
do excitovaného stavu molekuly okolo seba. Takisto dochadza aj ku separacii naboja
v reakénom centre. Tento proces je klI'i¢ovy pre fotosyntézu, ked’Ze sa pri iom premieiia
energia zo ziarenia na energiu chemickych vizieb (Lazéar 2015). Poslednou moZnost'ou
je reakcia molekuly chlorofylu s kyslikom za vzniku reaktivnych foriem kyslika (ROS),
ktoré bunkovu Struktaru vSak poskodzuju. Vsetky zmienené procesy medzi sebou stperia.

Pre pribliZzenie vysSie spomenutych procesov, ich priebehu a pod. boli rozpisané
nasledovne. Hned’ ako st fotony absorbované LHA pigmentmi, st rychlo ekvilibrované

medzi vSetkymi pigmentmi, vratane pigmentov reakénych centier. Fotochémia je vysoko

Prichadzajlce ROS

Fotochémia
svetlo

Fluorescencia

Fotosystém ||

Bazalna, konstitutivna,
neregulovana strata
tepla

Svetlom podmienena,

regulovana strata
tepla

Obr. 7: Schematické zndzornenie zakladného rozdelenia prichddzajiicej svetelnej energie

vyskytujuceho sa vo fotosystéme Il. Prevziaté od Lazar 20135.
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efektivna v pripade, ked je reakéné centrum (fotosynteticky aparat) v takzvanom
»otvorenom* stave, fluorescenéna emisia je nizka (Miyake a kol. 2009; Henriques 2009).

Ak je ucinnost’ fotochémie nizka, je to v pripade, ze je reak¢né centrum (fotosynteticky
aparat) v takzvanom ,,uzavretom® stave (uzavrety + otvoreny = 1), fluorescencna emisia
je vysoka (Miyake a kol. 2009; Henriques 2009). Z dovodu existencie vzajomného
vzt'ahu medzi vyuzitim excitacnej energie na fotochémiu (separacia primarneho naboja)
alebo fluorescen¢nti emisiu vo fotosyntetickych vzorkach, méze fluorescenény signal

informovat’ o fotosyntetickej funkcii (Henriques 2009).

2.3.2. ZloZky nefotochemického zhdasania
Nefotochemické zhasanie fluorescencie chlorofylu (NPQ) je proces, pri ktorom

sa prebyto¢na absorbovana svetelna energia odvadza vo forme tepla. Tento proces
prebieha vo fotosyntetickych membranach rastlin, rias a sinic(Govindjee a kol. 2014).
NPQ bol predstaveny ako jeden z procesov, ktoré¢ vznikaju vo fotosyntetickej membrane
a ktoré nie st fotochemického povodu. Aktivita reakéného centra fotosystému II (RCII)
skutocne sposobuje vyznamné zniZenie alebo potlacenie fluorescencie chlorofylu,
pretoze spotrebovava sveteln energiu, ktora by sa inak mohla uvolnit’ prostrednictvom
fluorescencie, interkonverzie alebo medzisystémovym prechodom (Obr. 8)
(Ruban 2016).

Na zaklade kinetiky relaxacie fluorescencie chlorofylu v tme su uréené najmenej
3 ¢asti NPQ. St nimi energeticky zavisla zlozka qe, ktora je spustena protéonovym
gradientom cez tylakoidni membranu a relaxuje behom niekolkych sekiind; druha
zloZka, qr, ktora zavisi od stavovych prechodov a uvol'ni sa do niekol’kych minut; a tretia
zlozka, qi, ktora je sposobena fotoinhibiciou a relaxuje vel'mi pomaly (Jahns a Holzwarth
2012; Ruban a Murchie 2012; Zhao a kol. 2017; Rochaix 2014). NPQ sa odohrava
v anténe (Fleming a kol. 2012; Ruban a kol. 2012), ktora prechadza zmenou vyvolanou
rozdielom pH (ApH) (Strand akol. 2014). NPQ jebud priamo spustané ApH,
protonaciou anténnych komponentov, alebo nepriamo, aktivitou xantofylového cyklu
(Ruban a Murchie 2012). Pretoze ApH sa generuje v dosledku transportu elektronov,
prispieva k velkosti zmeny cely rad drah (Strand a Kramer 2014), pricom sa ukazuje,
ze cyklicky transport elektronov okolo PSI je hlavnym prispievatelom k zlozke ApH,
ktora spusta najvacsiu ¢ast NPQ (Munekage a kol. 2004). Je pravdepodobné, ze pomer
PSII k PSI definovany napriklad v priebehu reakcie ovplyvni spist, a teda aj velkost
NPQ (Brestic a kol. 2015). Protony, nachadzajtce sa v lumenoch tylakoidov, ovplyviuja
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Obr. 8: Typicky vystup PAM pre fluorescenciu listu arabkovky thalovej ukazujiici
indukciu a relaxdaciu NPQ. Fn a Fo su maximdlne a minimdlne hodnoty fluorescencie
listu v stave adaptovanom na tmu, v tme pred osvetlenim aktinickym svetlom. Fs je
hladina fluorescencie v ustalenom stave. Fm’ je maximdlna fluorescencia pocas
osvetlenia aktinickym svetlom. Na uzavretie vsetkych RCII boli aplikované svetelné pulzy
a boli pouzité na stanovenie Fm a Fn'. gE a gl su rychlo a pomaly relaxujuce zlozky NPQ

(Ruban 2016).
tri kl'acové komponenty zapojené do NPQ: violaxantin-deepoxidaza, protein PsbS

aanténa LHCII (Belgio akol. 2013; Ruban 2016). NPQ znizuje kvantovy vytazok
fotochémie PSII o 60-80 %. Molekuldrny mechanizmus, ktory stoji za NPQ, nebol
doposial’ jednoznacne stanoveny a v skuto¢nosti méze existovat’ niekol’ko mechanizmov
posobiacich paralelne. Zhodlo sa vsak, ze aktivacia NPQ je spojena so zmenami
organizacie membran. Samotna makroorganizacia (Obr. 9) je rozhodujuca pre G¢innost’
NPQ pri odstranovani excitonou zreakénych centier. EXxcitony migruju medzi
komplexmi pigment-protein na velké vzdialenosti, ktoré sa vyzna¢uju difuznou dizkou
~ 50 nm (Bennett a kol. 2019; Amarnath a kol. 2016) alebo velkost'ou funkénej domény
niekol’kych desiatok anténnych komplexov (Lambrev a kol. 2011; Barzda a kol. 2001)
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Obr. 9: Strukturalny model reorganizdcie tylakoidnych membran —suvisejiici
S nefotochemickym zhaSanim fluorescencie. V tme a slabom osvetleni je LHCII
distribuovany pomerne rovnomerne v grane, pricom vytvara velké superkomplexy
CoSoMy s PSII a malymi anténnymi proteinmi. Pri nadmernom osvetleni ApH spusta
konformacnu zmenu v komplexoch LHC, ktora sposobuje ciastocnu disocidciu
superkomplexu PSH-LHCII a vedie k agregdcii LHCII. Deepoxiddcia violaxantinu
na zeaxantin podporuje agregdaciu LHCII, a teda NPQ. Prevziaté od Lambrev a Akhtar
2019.

2.3.3. Zmeny v roznych faktoroch ovplyvitujucich NPQ pri rastlindch s prirodzenym

a mutantnym genotypom
Podrla niekol’kych §tudii sa o¢akava, ze LHCII bude jednym z hlavnych miest priebehu

NPQ. Najnovsie pozorovania (Wu a kol. 2020) ukazali postupné znizovanie mnozstva
velkych LHCII polypeptidov (Lhcbl, Lhcb2 a Lhcb3). Najmd znizenie Lhcb3
so znizenym obsahom Chl b. Ukazal sa v$ak maly dopad znizenia na Lhcb4 a Lhch5
na arovniach LHCI polypeptidu. V tomto pripade sa znizila len hladina obsahu Chl b.
Obsah Lhcb6, minoritného LHCII, bol tieZ zniZzeny, no bez vyraznych zmien
v zékladnych Struktarach: PSII, PSI a D1. Tie neboli ovplyvnené. Celkovo je zrejmé,
ze Lhcb3 je najcitlivejsi na znizenie obsahu Chl b. To nie je prekvapujuce, pretoze ide
0 najmenej pocetnu podjednotku v komplexe LHCIIL. Vzhl'adom na to, Ze Lhcb3 sa zjavne
vyvinul v rastlinach adaptovanych na podne prostredie a nenachadza sa v riasach,
bola tloha tohto proteinu obsiahnuta v mechanizmoch NPQ (Alboresi a kol. 2008).
Ukézalo sa, ze zniZenie obsahu Lhcb3 koreluje so stratou mierne viazanych LHCII M-

trimérov a zmenami Vv orientacii M-trimérov. Lhcb3 teda hra rozhodujucu ulohu pri
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regulacii prenosu energie z LHC do jadra reakéného centra vo vyssich rastlinach (Wu a
kol. 2020). Aj ked’ najvicsie straty LHCII boli pozorované pre Lhcb3 so znizenym
obsahom Chl b tiez bolo pozorované znizenie v mnozstve Lhcbl spojené so zniZzenim
celkového chlorofylového obsahu. Lhcbl sa prevazne nachddza v volne viazanych
LHCII L- triméroch, ako aj v LHCII M-triméroch. ZniZzenie hladin Lhcbl su v sulade
s predchadzajicimi opismi demonstrujicich stratu volne viazanych LHCII trimérov
spojenych so stratou Chl b (Friedland a kol. 2019). Celkovo tieto vysledky ukazujt,
7e volne viazané LHCII L-triméry st najviac ovplyvnené zniZzenim obsahu Chl b. Po nich
nasleduju LHCII M-triméry.

2.4. Arabidopsis thaliana

2.4.1 Modelova ardabkovka thalova (Arabidopsis thaliana)
Arabidopsis thaliana je mala burina z rodiny horcice. Povazuje sa za vhodny

organizmus pre $tadium klasickej genetiky uz viac ako Styridsat’ rokov. Vedci nedavno
zistili, ze tato kvitnuca rastlina ma tiez vel’kosti genomu a genomickl organizaciu, ktoré
ju odportcaju pre uréité experimenty v molekularnej genetike. Vd’aka I'ahkosti, s akou
je tato rastlina vhodna na pracu v klasickej aj molekularnej genetike, sa Arabidopsis
Siroko pouziva ako modelovy organizmus v molekularnej genetike, vyvoji, fyziologii
a biochémii rastlin (Meyerowitz 1987).

2.4.2. Anténne proteiny
V rastlinach reakéné centra fotosyntézy (RC) vyuzivaju slnecnu energiu na pohon

elektronov z vody na NADP*. Tento transport je spojeny s prenosom H * z chloroplastovej
stromy do lumenu tylakoidov, ktory vytvara protonovy gradient pre syntézu ATP.
Kapacitu absorpcie svetla zvysuju proteiny viazuce pigmenty tvoriace anténny systém.
Vo vyssich rastlindch je anténny systém obklopujuci jadro fotosystému II (PSII)
kodovany plastidovym gendomom. Komplexy viazuce chlorofyl a/b (LHC) st kodované
jadernym genoémom. LHCII je hlavnou sucastou periférnej antény a obsahuje rozne
heterotriméry Lhcbl, Lhch2 a Lhcb3 proteinov, zatial ¢o komplexy menSich antén
(Chlorophyll Protein 29 [CP29], CP26 a CP24) st kddované génmi Ihcb4, Ihcb5 a Ihch6
a nachddzaju sa ako monoméry (Jansson 1999). Strukturalna analyza organizacie
superkomplexov PSII a Lhecb v membranach grana odhalila, Zze menSie komplexy CP26
a CP29 sa nachiddzaji medzi jadrovym komplexom a trimérnym LHCII
(Boekema a kol. 1999). Dalsie triméry LHCII, v zavislosti od intenzity rastového svetla,
dokonc¢ia Struktru PSII a vyZzaduju CP24 na pripojenie k jadru PSII vytvorenim
komplexu s CP29 (Dekker a kol. 2005). Podobne ma PSI Styri anténne proteiny Lhca,
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ktoré poskytuju celkovo 10 odlisSnych izoforiem Lhc vo vysSich rastlinach
(Jansson 1999). Tieto génové produkty boli konzervované pocas najmenej 350 milionov
rokov evolucie, ¢o vyrazne naznacuje, ze kazdy komplex pigment-protein ma Specificku
funkciu vo vysoko variabilnych podmienkach prirodného subaerialneho prostredia
(Ganeteg a kol. 2004).

Anténne proteiny st nevyhnutne potrebné na uplnu expresiu NPQ (Briantais 1994).
Antisense inhibicia expresie CP29, CP26 a Lhcbl + Lhcb2 (Andersson a kol. 2003)
nenarusila NPQ, zatial' ¢o delécia génu lhcb6 kodujiceho CP24 tato funkciu znizila
(Kovacs a kol. 2006). Prekvapivo bolo vsak obmedzenie NPQ (de Bianchi a kol. 2008)
arychlosti rastu koCP24 obratené u dvojitétho mutanta koCP24/26, ¢o naznacuje,
ze fenotyp koCP24 nebol sposobeny Specifickymi vlastnostami CP24, ale skor u¢inkom
na organizaciu fotosyntetickych komplexov v rdmci jednotlivych gran, ktoré ovplyviiuja
rychlost’ transportu elektrénov (ETR) a ¢erpanie protéonov do limenu tylakoidu.

PSII zelenych rastlin a rias st organizované v grandlnych membranach ako velké,
dimérne superkomplexy PSII-LHCII pozostdvajice z dvoch komplexov jadra
a premenlivého poc¢tu komplexov periférnych antén obklopujtcich jadra. Periférne
komplexy zachytavajuce svetlo PSII st zlozené zo Siestich typov apoproteinov
(Lhcbl az 6) spojenych s pigmentmi a lipidmi. Lhebl az 3 apoproteiny spolu tvoria
polypeptidova entitu LHCII, najperiférnejSi a najrozsirenej$i anténny komplex PSII,
ktory predstavuje priblizne 70 % z celkového mnozZstva chlorofylu v PSII. Lhcb4, Lhcb5
a Lhcb6 zase tvoria polypeptidovu Cast’ takzvanych mensich periférnych komplexov
zachytavania svetla, menovite CP29, CP26 a CP24, ktoré podla vSetkého
sprostredkovavaju viazbu LHCII na jadro (Lucinski a kol. 2006).

LHCII sa skladd z homo- aj heterotrimérnych kombinacii apoproteinov Lhebl az 3.
NajrozsiahlejSia verzia superkomplexu PSII-LHCII s nazvom C2S:M2 (ktord obsahuje
dva triméry LHCII S a dva triméry M) je zd’aleka najhojnejSia, minimalne v tylakoidnych
membranach Arabidopsis thaliana. Ukazalo sa, ze triméry LHCII S obsahuju vyluéne
apoproteiny Lhcbl a Lheb2, zatial’ ¢o triméry M zahfnaju vSetky tri apoproteiny LHCII.
To je dovod, preco su Lhebl a Lheb2 ovel’a hojnejsie ako Lheb3 - spolu tvoria asi 89 %
obsahu apoproteinov LHCII. Lhcbl az 3 apoproteiny su si navzajom vel'mi podobné,
takze ich primarne Struktary poskytuju az 94 % identity pre par Lhcb1/2 aaz 80 % a 74 %
identity, pokial ide o pary Lhcb3/Lhcb2 a Lhcb3/Lhebl, v zavislosti od druhu
(Lucinski a kol. 2006).
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2.4.2.1 koLhcb3 mutant
Pretoze sa aminokyselinové sekvencie apoproteinov LHCII pocas niekol’kych stoviek

miliénov rokov vyvoja rastlinnej riSe priliS nemenili, d4 sa ocakavat, ze vSetky
tri apoproteiny Lhcbl, Lhcb2 a Lhcb3 - najmenej zastipeného - maju jedine¢ny
Struktarny a funkény vyznam. Ukézalo sa, ze Lhcb3 nemdze byt tplne nahradeny Lhebl
a Lhcb2, pokial’ ide o jeho prispevok k strukture superkomplexu PSII-LHCII, pretoze
Casticova makrostruktira C2S2M, mutantnych rastlin koLhcb3, v ktorej Lhcbl a Lhcb2
nahradzaju chybajice Lhcb3 vo vnuatri LHCII triméru M, st mierne pozmenené oproti
Standardom LHCII. Je to pravdepodobne sposobené jedine¢nost'ou povrchovej interakcie
medzi Lhcb3 a Lheb6, ktora spolu s Lheb4 sprostredkovava vézbu triméru LHCIT M na
jadro PSII. Dalej sa Lhcb3 1isi od Lhebl a Lheb2, pretoze mu chyba treoninovy (alebo
serinovy) zvySok umiestneny blizko N-konca molekul Lhcb1/Lheb2. Bolo navrhnuté,
ze jednou jedine¢nou funkciou Lhcb3 moze byt obmedzenie stavovych prechodov. Tento
navrh bol vSak vazne naruSeny demonstraciou, ze triméry LHCII, ktoré obsahuju Lhcb3,
teda triméry M, sa nez(castiiuju na stavovych prechodoch, takze jedinecnost’ funkcie

Lhcb3 stale zostava neuchopitel'na (Adamiec a kol. 2015).

2.4.2.2 koLhcb6 mutant
V stadii z roku 2008 (de Bianchi a kol. 2008) bol uvedeny zaver, ze absencia CP24 meni

organizaciu PSII a nasledne obmedzuje difuziu plastochinénu. Pri pestovani
v kontrolnych podmienkach (100 umol foténov-m~2-s1, 24 °C, 8/16 defi/noc) po dobu
3 tyzdnov rastliny koCP24 boli ovela menSie ako rastliny prirodzeného genotypu
(Wild type). Rastliny koCP24 sa lisili v tom, ze vel'’ké mnozstvo ich stromovych membran
malo tupé konce, ktoré neboli zachytené v granach, a Gplne im chybali Skrobové granuly.
koCP24 vykazal mierne vyssi pomer PSII-jadro/Lhcb a nizsi pomer PSI-LHCI/PSII-Lhcb
(koCP24 =1,26). V koCP24 bol okrem tplného nedostatku CP24 silne znizeny aj LHCI|I
komponent Lhcb3, tieZ sa zistil vel'mi maly narast Lhcb1 a Lheb2, ale pod Statistickou
vyznamnostou. U koCP24 zmenu kooperativity PSIlI pravdepodobne spésobuje
zhlukovanie LHCII a/alebo reakénych centier PSII  pozorovanych elektronovym
mikroskopom (EM).

Rozdiely v transmembranovom gradiente mézu byt spdsobené zmenami v kapacite
transportu elektronov (ETR). Pre testovanie tejto hypotézy bola rychlost’ ETR hodnotena
in vivo na rastlinach pestovanych v kontrolnych svetelnych podmienkach.
U prirodzeného genotypu sa narast ETR zavisly od svetla blizil k saturicii pri

650 pumol foténov-m2-s* a po tejto hodnote uz nebol pozorovany d’ali narast. koCP24

19



vykazal vyrazne nizsie rychlosti ETR, tiez pri vel'mi nizkej intenzite svetla. Rastliny bez
CP24 nestracaji CP29, ¢o naznacuje, Ze tento komplex je stabilizovany priamou
interakciou s jadrovym komplexom PSII (de Bianchi a kol. 2008).

V granach rastlin s prirodzenym genotypom je distribucia tetramérnych castic PSII
homogénna po celom povrchu. Polia PSII v koCP24 su zloZzené zo superkomplexov C2S2
pretoze maju rovnaki zakladnu jednotku ako sa nachadza v genotype so silne
redukovanym anténnym systémom Lhc bez CP24 a vel'kej Casti trimérov LHCII. koCP24
ma vSak plnu skélu trimérov LHCII. Grand membrany koCP24, okrem toho ze maju
stibory C2S2, obsahuju diskrétne ¢asti LHCII trimérov, ktoré su rozptylené niekol’kymi
komplexmi jadra PSII. Pomer LHCII/PSII jadro je silne zvyS$eny v niektorych oddelenych
oblasti koCP24 grandlnych membran. Strata CP24 vedie k tvorbe poli C2S2
(de Bianchi a kol. 2008).

2.4.2.3 koLhcb3koLhch6 mutant
Rastliny s chybajucimi proteinmi Lhcb3 a Lheb6 st novosyntetizované mutanty, ktoré

boli pripravené v laboratériach Ustavu experimentalnej botaniky Akadémie vied CR
(Ilikova nepublikované). Doposial’ o nich nie st zname ziadne publikacie. V minulom
roku vSak bola obhajend bakalarska praca D. Dostalovej (Dostalova 2020) 0 syntetizacii
tychto mutantnych genotypov. Zo zistenia v praci vyplynulo, Ze u tohto typu mutanta
dochadza k uvolneniu alebo ¢iastoénému odpojeniu svetlozbernych antén, co vyvolalo
nasledujuce ukazy. Netypicky dvojfdzovy priebeh krivky NPQ, zvySenie minimélnej
fluorescencie v stave adaptovanom na tmu (Fo), atiez spomalenie elektronového
transportu (ETR) z fotosystému II. Tiez mozno podotknut’, Ze autori prace robili
aj chlorofylové stanovenie, kedy bol zisteny obsah chlorofylu u tohto typu rastlin nizsi
nez u rastlin s prirodzenym genotypom (= 10 %), co moze byt’ nasledkom straty proteinov
Lhcb3 a Lhch6 viazucich molekuly chlorofylu. Tiez boli v praci publikované vysledky
fenotypizacie rastlin, kedy rastliny bez Lhcb3 a Lheb6 boli signifikantne vécsie (celkova

velkost ruzice), nez rastliny s prirodzenym genotypom.
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3. Ciel prace

Autor ma v teoretickej Casti vypracovat’ prehl'ad problematiky zamerany na zlozky
nefotochemického zhasania fluorescencie, Struktaru fotosyntetického aparatu a mutantné
rastliny s absenciou svetlozbernych komplexov. Rovnako musi zvladnut’ metddu merania
pulznej amplitidovej modulacie pomocou komeréného pristroja DualPAM 100
a interpretovat’ ziskané vysledky v stvislosti s kinetikou nefotochemického zhéasania.
Stcast’ou prace je aj naucit’ sa metoddu izolacie tylakoidnich membran, a vediet’ separovat’
pigment-proteinové komplexy tylakoidnich membran pomocou nativnej gélovej
polyakrylamidove;j elektroforézy.

Autor prace ma napestovat’ rastliny Arabidopsis thaliana prirodzeného genotypu
a jeho mutantné formy s absenciou Lhcb3 a/alebo Lhcb6, a rastliny nechat’ aklimovat’
na vysoku a nizku intenzitu osvetlenia a aplikovat’ na ne uvedené experimentalne metddy.

Vysledky mé vyhodnotit’, porovnat’ a diskutovat’ v suvislosti so sti¢asnou literattrou.
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4. Material a metody

4.1. Material
4.1.1 Chemikalie

Aceton (VWR chemicals, USA), akrylamid (Bio-Rad, USA), askorbat sodny (Sigma-
Aldrich, Némecko), destilovana HO, glycerol (Lach-ner, CR), hexahydrat chloridu
hote¢natého (Sigma-Aldrich, USA), hovddzi sérovy albumin (BSA; Sigma-Aldrich,
USA), chlorid sodny (Lach-ner, CR), kyselina sirova (Lach-ner, CR),
N,N,N‘,N*- tetramethylethylendiamin (TEMED; Bio-Rad, USA), peroxodisiran amonny
(APS; Bio-Rad, USA), sacharéza (Lach-ner, CR), sodna sol' kyseliny
ethylendiamintetraoctovej (EDTA; Sigma-Aldrich, USA), sodna sol’ n-dodecyl-a-D-
maltosid (Sigma-Aldrich, USA), 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
(HEPES; Sigma-Aldrich, Nemecko)

4.1.2 Pristrojové vybavenie

Analytické vahy (Scaltec instruments GmbH, Nemecko)

Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5430R (Eppendorf, CR)

Dvojlucovy spektrometer Unicam UV550 (Unicam, UK)

Elektroforeticka komora Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad, USA)

Fluorometer PEA (Plant Efficiency Analyser; Hansatech, UK)

Fluorescen¢ny a absorpény systém Dual-PAM-100 (Walz, Némecko)

Fotoaparat (Huawei Mate 20 Lite, Cina)

Fytoscope (PSI, Ceské republika)

Homogenizator IKA Labortechnik T25 basic (IKA, USA)

LI-250A Light Meter (LI-COR Biosciences, USA)

Peristaltickd pumpa s komorou pro nalévani gradientovych gelt PCD 21
(Serpadla Koutil, CR)

pH meter WTW inoLab 7110 (WTW, CR)

Sada automatickych pipiet (Nichipet, USA)

Skener Amersham Imager 600RGB (GE HealthCare Life Sciences, UK)

Skla pre naliatie gélu pre elektroforézu (Sigma-Aldrich, USA)

Véhy (Sartorius, Némecko)

Vortex mixér (Heidolph, Nemecko)

Zdroj pro elektroforézu POWERPAC 1000 (Bio-Rad, USA)
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Ostatne pomocky: substrat Potgrond H (Klasmann-Deilmann GmbH, Nemecko),
kvetinace, igelitové vrecuska, pinzety, plastové mikroskimavky (Eppendorf, Nemecko),
podnosy pod kvetinace, kyvety (Hellma Analytics, Nemecko), falkony, folie, noznice,
nyloénova sietka s vel’kost'ou oka 40 um, Stetec.
4.1.3 Rastlinny materidl a podmienky pestovania
Arabidopsis thaliana — ekotyp Columbia (Col-0), oznacovana v praci ako prirodzeny
genotyp (wild type; WT)
Arabidopsis thaliana — mutant koLhcb3 (SALK_020314c), ozna¢ovany V praci ako 3
Arabidopsis thaliana — mutant koLhcb6 (SALK_077953), oznacovany V praci ako 6
Arabidopsis thaliana — mutant koLhcb3koLhcb6, ktory vznikol skrizenim mutantov
Arabidopsis thaliana koLhcb3 (SALK _020314c) a koLhch6 (SALK_077953) s T-DNA
inzerciou v kodujtcej oblasti génu Lhcb3, respektive Lhch6, ozna¢ovany v praci ako 3+6.
Prvé namocenie semiacok prebehlo 7. 12. 2020, posledné namocenie prebehlo 20. 12.
2020. Semiacka boli namoc¢ené v destilovanej vode po dobu jedného dna v 'adnicke. Prva
vysadba prebehla 8. 12. 2020, poslednd vysadba prebehla 21. 12. 2020. Ilustra¢né
fotografie z pripravy vysadby a vysadby st v Casti Prilohy (Priloha 1). Pestovanie rastlin
bolo $tyri tyzdne na normalnom osvetleni (NL; 110 umol foténov m2-s?), nasledne boli
rozdelené do troch skupin. Kazda zo skupin bola d’alej pestovana dva tyZdne na predom
$pecifikovanom normalnom osvetleni (NL; 110 pmol foténov m2-s?, 1. skupina),
vysokom osvetleni (HL; 750 pmol fotéonov m2-s, 2. skupina), a nizkom osvetleni
(LL; 30 umol fotéonov m2-s%, 3. skupina). Podmienky vo fytotrone boli nasledovné pocas
celej doby pestovania: jednalo sa o kratky den (8/16 h) so zaciatkom osvetlovania
v 7:00 a s koncom 0 15:00. Teplota za svetla bola 22 °C, za tmy 20 °C. Vlhkost
bola 60 %. Presadenie rastlin do vacsich kvetinacov prebehlo 3 tyzdne od vysadby.

4.1.4 Metody

4.1.4.1. Spektrofotometrické stanovenie obsahu pigmentov
Spektrofotometria moéze byt rozsirenim ktoréhokol'vek z typov spektroskopie. Je

to termin, ktory sa vzt'ahuje na kvantitativnu analyzu spektier na porovnanie relativnej
absorpcie alebo emisie roznych vlnovych dizok svetla. Fotometria sa pouZiva
na stanovenie absolitneho mnozstva alebo relativneho mnozstva dvoch alebo viacerych
zlucenin alebo prvkov vo vzorke alebo v stibore vzoriek. V obidvoch pripadoch vyzaduje
spektrofotometria (SP) starostlivi kalibraciu a validaciu spektroskopického systému

a detektora. SP je zakladnym prvkom mnohych forenznych porovnani vzoriek, najméa
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tych, ktoré zahfiaji zmesi materialov absorbujucich svetlo, ako st farbiva a pigmenty
(Eyring a Martin 2013).

Ako vzorky pre spektofotometrické stanovenie boli pouzité zamrazené listky (jeden
az Styri pre jednu vzorku), ktoré boli pred odobratim zatemnené 30 minut. Bola stanovena
ich plochaa FW (fresh weight, vaha ,,Cerstvych® listov). Vzorky boli nasledne zamrazené
v tekutom dusiku auchované pri -80 °C. Plocha listov sa stanovila obkreslenim
na priesvitna foliu, ktora bola nasledne naskenovana. Pomocou programu ImageJ bola
stanovena plocha v cm?. Listy boli zo $est-tyzdiiovych rastlin aklimovanych na silné,
normalne anizke osvetlenie A. Thaliana, (prirodzeny genotyp, koLhcb3, koLhch6
a koLhcb3Lhcb6). Pocas celého procesu sa pracovalo pri slabom zelenom osvetleni
avzorky boli chladené na Tade. Najprv sa listky homogenizovali pomocou ti¢ika
v maziari s 80% acetonom a Stipkou MgCOs. Nasledne sa centrifugovali pri 4 °C, 4000 ¢
desat’ minut. Nasledne bol zliaty supernatant do prazdnych mikroskumaviek pre
spektrofotometrické stanovenie. Bola stanovend absorbancia vzoriek pri vlnovej dizke
470 nm, 646,8 nm, 663,2 nm a 750 nm, oproti 80% acetonu ako blanku. Vzorky boli
umiestnené v kremennych kyvetach (Hellma Analytics, Nemecko). Stanovovali sme
obsah chl a, chl b a karotenoidov, aj ich vzajomné pomery, to vSetko stiahnuté na plochu

listu. Stanovenie chlorofylov prebiehalo podl'a rovnic (Lichtenthaler 1987):

chi, = ((12,25(A663,z —A750);2,79(A646’8—A750)).V) "

12,25(Aes6,8—A750)—2,79(As63,2 —A750))'V)

chl, = ( - )

Stanovenie karotenoidov sa pocitalo podla:

(1000-(A4_70—A750)—1,82-(Chl a)—85,02(Chl b))_V

car = 192 (3)

V rovniciach(1), (2) a (3) oznacuje A absorbanciu roztoku. A7so je absorbancia pri 750
nm, Aesssg je absorbancia pri 646,8 nm, Asss2 je absorbancia pri 663,2 nm. V oznacuje

objem vzorky v ml. S je plocha listov, z ktorych bol roztok pripraveny v cm?,

4.1.4.2. HPLC
Vysokoucinna kvapalinovéa chromatografia (HPLC) je hlavnym analytickym néstrojom

v sucasne] vede s pravdepodobne najvy$Sim poctom nainStalovanych a globélne
fungujucich systémov. Moderna HPLC pontka vysoké rozliSenie umoznujice
kvantitativne stanovenie cielovych analytov v komplexnych matriciach vd’aka svojej

kompatibilite s mnohymi detektormi (Gika a kol. 2016).
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Metdda bola pouzita na kvantifikaciu obsahu xantofylov (violaxantin, zeaxantin,
neoxantin a lutein) a karoténov s pouzitim systému Alliance e 2695 HPLC (Waters,
Milford, MA, USA) a detektormi 2998 Photodiode Array. Separacia sa uskutoc¢iiovala
pouzitim gradientového systému (1,5 ml min™ pri 25 °C) na LiChrospher® 100 RP-18
(5 um) LiChroCART® 250-4 (Merck, Darmstadt, Nemecko) s rozpustadlami
v pomeroch acetonotril:metanol:voda. (87:10:3; v/v) a metanol:n-hexan (80:20; Vv/v).
Kvantifikacia  xantofylov  bola zalozenda na porovnani ich absorbancie
(441 nm violaxantin, 446 nm antheraxantin a 454 nm zeaxantin) so zodpovedajicimi
Standardmi od DHI Lab Products (Hersholm, Dansko).

Dana technika ndm sluzila ako doplnenie k spektrofotometrickému stanoveniu
chlorofylov. Priamo sme techniku nevykonavali. Za samotni analyzu by sme tymto
cheeli pod’akovat’ doc. Pavlovi Pospisilovi z katedry Biofyziky Prirodovedeckej fakulty

Univerzity Palackého v Olomouci.

4.1.4.3. Velmi rychla fluorescencna indukcia
Fluorometer PEA (Plant Efficiency Analyser, Hansatech) meria fluorescen¢né signaly

chlorofylu emitované zo =zelenych rastlin. Vyhodou fluorometra PEA je jeho
kompaktnost’, cenova dostupnost’ a moznost’ pouzitia aj v pol'nych podmienkach. Jedna
sa o rychlu nedestruktivnu metddu poskytujucu komplexné informacie o stavu
fotosyntetického aparatu vzorky. Merania indukcie fluorescencie sa uskutociiuje
za pouzitia na tmu adaptovanych, neporusenych listov, ihli¢ia alebo inych vzoriek vratane
mikrorias a makrorias pomocou samostatného prisluSenstva
("Hansatech Instruments™ 10. 1. 2021).

Meranie na pristroji prebiehalo na vzorke 13 az 15 rastlin pre kazdy typ a pre kazdé
svetlo. Meralo sa za slabého zelené¢ho svetla na neoddelenych listoch predtym 30 minut
zatemnenych, po dobu 10 sekund na 4400 umol foténov-m2-s* intenzite aplikovaného
saturaéného pulzu. Pre spracovanie vysledkov sluzil program Biolyzer a WInPEA.

Analyzované parametre mozno najst’ v tabul’ke (Tabulka 1).
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Tabulka 1: Parametre velmi rychlej fluorescencnej indukcie chlorofylu. Parametre sui uvedené v takej podobe, ktora

bola vyuZitd v prdci spolocne s ich vypoctom a popisom (prevzaté od Stirbet a kol. 2018).

Parameter Popis parametra
Fo Minimalna fluorescencia v stave
adaptovanom na tmu
Fm Maximalna fluorescencia v stave
adaptovanom na tmu
Fy/F = 1m~ Fo Maximalny kvantovy vytazok
viim = fotochémie PSII v stave
adaptovanom na tmu
F300 us Intenzita fluorescencie v ¢ase 300 us

__ Fsoops—Fo
dv/dty = FM_Fo 0,25

Mo
V;

TRo/RC = MO/VJ

Relativna rychlost’ fotochémie

Pogiatoény sklon (v ms™ 1) ndbehu
O-J fluorescencie

Relativna variabilna fluorescencia v
bode J (O-J-1-P)

Maximalny zachyteny tok excitonov na

aktivny PSII

4.1.4.4. Princip pulznej amplitudovej modulacnej techniky
Technika vyuziva fluorometre, ktoré moézu vyuzivat rozdielne pristupy

na zachytavanie fluorescencie. Vyuziva sa principu troch svetiel: aktinické, meracie
a saturané pulzy. Zéablesky meracieho svetla st vel'mi kratke. V pripade potreby s
meracie zablesky aplikované s nizkou frekvenciou, ¢o vedie k nizkej integrovanej
intenzite budiaceho svetla tychto meracich zableskov. Pocas kazdého zablesku merania
je fluorescen¢ny signal detegovany detektorom s rychlou odozvou a vel’kym rozsahom
linearity. Detektorom sa rozumie fotodioda. Prva funkcia je nevyhnutna kvoli schopnosti
detegovat’ rychle zmeny vo fluorescen¢nom signéli a druha vlastnost’ je nevyhnutna,
pretoze fluorescencny signdl je detegovany aj niekol'ko mikrosekind po meracom
zablesku. Tento pristup k meraniu sa bezne nazyva pulzna amplitidova modulacia (PAM)
(Schreiber 2004). Popis jednotlivych analyzovanych parametrov a pomocnych

parametrov je v tabul’ke (Tabul’ka 2).
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Tabulka 2: Parametre pulznej amplitiidovej moduldcie popisujiice stav fotosystému I a Il. Parametre sii uvedené v takej

podobe, ktora bola vyuzita v prdci spolocne S ich vypoctom a popisom (prevzaté od Schrieber 2011, Ruban 2016, Waltz

Cit.31. 1. 2021)

Parameter

Popis parametra

Y1) = (Fn-F)/ Fm

Y(I) = 1- Y(ND) - Y(NA)

ETR (I) = 0,5 - 0,84 - PPFD - ®pgy

ETR (II) = 0,5 0,84 - PPFD - ®pg;

Y(ND) = 1 - P700 red

Y(NA) = (Pn-Pr)/Prn

NPQ = (Fm-Fn')/ F'

QP = (Fm-F)/ (Fn'-Fo)

Fr'

Pm

Pm'

P700 red

PPFD

Dps

Dps;

Efektivny kvantovy vytazok fotochémie
PSII

Efektivny kvantovy vytazok fotochémie PSI

Relativna miera rychlosti elektronového
transportu (rychlost’ nabojovej separacie v
reakénych centrach PSII)

Relativna miera rychlosti elektronového
transportu (rychlost’ nabojovej separacie v
reakénych centrach PSI)

Nefotochemicky kvantovy vytazok
PSI sp6sobeny limitaciami na donorovej
strane

Nefotochemicky kvantovy vytazok
PSI sposobeny limitaciami na akceptorovej
strane

Nefotochemické zhasanie chlorofylovej
fluorescencie

Koeficient fotochemického
zhaSania

Maximadlna fluorescencia pre stav
adaptovany na svetlo

Maximalna zmena signalu P700 po kvantitativne;j
transformacii P700 z Gplne redukovaného do
uplne oxidovaného stavu

Maximalna zmena signalu P700 v danom
svetelnom stave po aplikacii satura¢ného impulzu

Zlomok celkového P700, ktory je
redukovany v danom stave

Hustota fotosynteticky aktivnych fotonov

Maximalny (alebo potencidlny) kvantovy vytazok
fotochémie PSII pre stav adaptovany na svetlo

Maximalny (alebo potencidlny) kvantovy vytazok
fotochémie PSI pre stav adaptovany na svetlo
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Pre ucely merania je pouzity pristroj Dual-PAM 100, od vyrobcu Waltz. Meraci
systtm Dual-PAM 100 robi paralelné zaznamenavanie aktivit fotosystému II
a fotosystému 1 zaroven. Dual-PAM 100 ma v podstate obidve vlastnosti vysoko
vykonného chlorofylového fluorometra PAM a spektrometra s dvojitou vinovou dizkou
absorpcie. Informacie ziskané meranim chlorofylovej fluorescencie charakterizuju stav
PSIl a zmeny oxidacného stavu P700 nam poskytuju informacie o PSI
(“Walz - Germany” 10. 1. 2021).

Meranie na pristroji prebichalo nasledovne. Bolo vybratych 5 rastlin z kazdého typu
pre kazdy druh osvetlenia, ktoré boli Sest’ tyzdnov staré. Rastlina bola pred samotnym
meranim 30 minat zatemnena. Meranie prebiehalo na oddelenom liste umiestnenom
$pickou stonky po oddeleni do kvapky destilovanej vody, a nasledne vsunuty do meracej
Casti pristroja adaxidlnou stranou smerom k detektoru. Meraci protokol trval 31 mintt
a celé meranie prebichalo za slabého zeleného svetla.

Fluorescencia PSII a redoxné zmeny P700 sa zaznamenavali su¢asne za pomoci
meracieho systému Dual-PAM 100 (Heinz Walz, Effeltrich, Nemecko) pocas indukcie
nefotochemického  zhaSania (NPQ) pod cervenym  aktinickym  svetlom
(800 umol foténov-m-2-s) 15 minut. Takisto sa zaznamenavala aj jeho relaxacia v tme
rovnako 15 minut s pouzitim 300 ms saturujicich impulzov cerveného svetla
(10 000 pmol foténov-m2-st).

4.1.4.5. Izolacia tylakoidnych membran
Listy rastlin sa homogenizuji v homogenizacnom bufferi A. Vzniknuty homogenat

sa nasledne prefiltruje cez 2 vrstvy nylonovej sietky. Pri homogenizacii je pouzivany
buffer s vysokou koncentraciou sacharézy a NaCl. Vysoké koncentracie tychto latok
zaist'uju tzv. izotonické prostredie, ktoré je svojou id6novou a osmotickou silou podobné
vnutornému prostrediu buniek a teda st chloroplasty chranené pred popraskanim.
Pokial' st nasledne vyizolované chloroplasty prenesené do bufferu s nizkou
koncentraciou sachar6zy a NaCl, dojde u nich vplyvom osmotického tlaku k nasatiu vody
a kich prasknutiu. Vd’aka prasknutiu vonkajSej chloroplastovej membrany tak dojde
K uvolneniu tylakoidnych membran do prostredia bufferu. U suspenzii chloroplastov
a tylakoidnych membran sa meria koncentracia chlorofylu aab. Pre toto stanovenie
sa pouzivalo spektroskopické meranie v 80% acetone a pre prepocet koncentracie boli

pouzité Lichtenthalerove rovnice (Lichtenthaler 1987):

chly, = 1225(‘4663,2 - A750) - 2'79(‘464—6,8 - A750)% (4)
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chl, = 21»5(14646,8 - A750) - 5'1(‘4663,2 - A750) % (5)
V rovniciach A oznacuje absorbanciu roztoku. A7so je absorbancia pri 750 nm, Aesssg je
absorbancia pri 646,8 nm, Ases2 je absorbancia pri 663,6 nm.

Pocas celého experimentu sa pracovalo pri slabom zelenom svetle v temnom
laboratoriu, chemikalie ako aj vzorky boli chladené pocas celej doby na I'ade. Pre potreby
merania boli vytvorené tri buffre A, B a C 0 nasledujicom zlozeni:

Buffer A: 35nM HEPES, pH 7.2, 400mM sachar6za, 400mM NaCl, 4mM MgClz, 5SmM
askorbat sodny, 2 mg-ml™* BSA

Buffer B: 25mM HEPES, pH 7.5, 150mM NaCl, 8mM MgClz, 1ImM EDTA

Buffer C: 50mM HEPES, pH 7.2, 400mM sacharoza, 15mM NaCl, SmM MgCl>
Homogenizacia bola prevadzana v bufferi A, v troch 15 sekundovych cykloch pri 13000
otackach za minatu pri spusteni homogenizatoru. Centrifiga bola pocas celého
experimentu chladen4 na 4 °C. Centrifugécia bezala v pripade prvého cyklu 6 mintt
na 5000 g. Nasledne bol pelet resuspendovany v bufferi B a prebehla d’al$ia centrifugacia
(10 minat) pri 5000 g a pelet sa resuspendoval v bufferi C. Posledny centrifuga¢ny cyklus
bezal 5 mintt na 5000 g a pelet bol resuspendovany v bufferi C. VVzorky tylakoidnych
membran boli rozdelene na alikvoty, zamrazené v tekutom dusiku a uchovavané
pri - 80 °C.

4.1.4.6. Elektroforéza
Elektroforéza je separacnd metdda, ktora je zaloZend na migréacii nabitych Castic

v nosnom meédiu (kvapalina alebo hydrofilny gél) pod vplyvom elektrického pola.
Schopnost’ elektroforézy separovat’ nabité Castice sa pohybuje od malych anorganickych
alebo organickych i6nov po nabité biopolyméry (ako DNA alebo proteiny) alebo dokonca
chromozomy, mikroorganizmy alebo celé bunky (Gas 2005).

Po nachystani ,,I'ahkého* a ,,tazkého* roztoku do falkén, chemikalii TEMED a APS,
a pripravy elektroforetickej aparatury bol spusteny proces nalievania gélov. V naSom
pripade bol pouzity hrebienok na 10 jamiek. Gély tuhli v chladenej miestnosti 24 hodin.
Roztoky boli nachystané nasledovne:

Lahky gél: 1,65mM gél buffer, 7,5mM H20, 8uM arkylamid

Tazky gél: 2mM glycerol, 1,6mM gél buffer, 4mM H20, 16uM arkylamid

Gél buffer (pH 7.0): 3M aminokapronova kyselina (ACA), 0,3M Bis-Tris/HCI

Pre Clear-native PAGE sa vzorky o 10 pg a5 pg chlorofylu solubilizovali
s n- dodecyl- a-D-maltozidom s pouzitim hmotnostného pomeru detergent/chlorofyl 15
a doplnili savzorkovym bufferom (50mM HEPES, pH 7,2, 04M sachardza,
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5mM MgCl,, 15mM NaCl, 10% glycerol) na kone¢ny objem 30 ul a v druhom pripade
40 pl. Vzorky boli nasledne centrifugované pri 20000 g pri 4 °C 10 minuat, aby
sa odstranili nesolubilizovany biologicky material. Supernatant bol naneseny
na polyakrylamidovy gél s gradientom 4az 8 %. Elektroforeticka separécia
sa uskutocnovala v systéme Bio-Rad Mini protean tetra cell (Bio-Rad), pricom sa zacalo
s kon$tantnym pradom 3,5 mA po dobu 15 mintt a potom sa pokracovalo s konstantnym
pradom 7 mA, kym sa predna cast’ nedostala k spodnej casti gélu. Obrazkovy zaznam
gélu bol vytvoreny pomocou gélového skenera Amersham Imager 600RGB
(GE HealthCare Life Sciences). Na vizualizaciu vsetkych pasiem bol pouzity rezim
prenosu pomocou osvetlenia bielym svetlom a fluorescen¢ny rezim na rozliSenie medzi
pasmami obsahujucimi PSI a PSII (excitaéna vinova dizka 460 nm, pasmovy filter

so stupnicou od 690 do 720 nm).

4.1.5 Softwary pre spracovdvanie vysledkov
Microsoft Excel (MS Office, USA)

ImagelJ (online)

Origin (OriginLab Corporation, USA)
Biolyzer (Fluormetrics software, Svaj&iarsko)
WInPEA (Hansatech Instruments, UK)

VisionPro (Fisher Scientific)

4.1.6 Statistickd analyza ddt
Statisticka analyza dat prebehla cez software Origin. Na danych datach bola vykonana

Statistickd analyza, typ ANOVA, s hladinou vyznamnosti o = 0,05 pricom bol pouZity

test podl'a Bonferroniho.
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8. Vysledky

Rastliny prirodzeného genotypu spolu s koLhch3, koLhcb6 a koLhbc3koLhch6 boli po
Siestich tyzdnoch rastu podrobené fyziologickej charakterizacii (Obr. 10). Mozno
si v§imnat® zna¢né rozdiely medzi jednotlivymi skupinami rastucimi na rdznych
intenzitach osvetlenia, ako aj rozdielmi medzi genotypmi samotnymi. Rastliny rastice
na normalnom svetle sa vyznacovali dlhymi stredne hrubymi stonkami a stredne velkou
plochou listov. RuZica bola prizemna s t'ahajicimi sa listami. Vzorky rastice na vysokom
osvetleni sa vyznacovali kratkymi hrubymi stonkami a najvacSimi listami zo vSetkych
skupin. Listy boli rovnako najhrubsie v skupine rastucej na vysokom osvetleni
zo vsetkych skupin. Ruzica bola usadla a kosata s rozlozenymi listami. Tretia skupina
rastica na nizkom osvetleni mala tenké, dlhé stopky s drobnymi, jemnymi listkami.
Ruzica bola mal4 s vyrazne tahajicimi sa stonkami. Co sa tyka velkosti jednotlivych
genotypov, najviacSie  fyziologické zmeny  vykazovali rastliny  koLhch6
a koLhcb3koLhch6, ktoré boli vyrazne mensie nez ostatné rastliny s rozdielnym
genotypom. Tato zmena sa najviac prejavila na vysokom osvetleni, no bola pozorovana
aj pri vzorkach zo skupiny aklimovanej na nizke osvetlenie. Prekvapenim boli koLhcb3,

ktoré boli podobne velké ako rastliny prirodzen¢ho genotypu.

WTLL 3LL

Obr. 10: Fotodokumentdcia reprezentativnych rastlin v Siestom tyzdni ontogenéze, ktoré boli
vyuzivané na fyziologicku charakterizaciu. Na obrazkoch mozno vidiet Sesttyzdiové rastliny
Arabidopsis thaliana (AT prirodzeny genotyp, WT) a jej mutanty s chybajiicimi Lhcb (koLhcb3 (3),
koLhcb6 (6), koLhcb3koLhcb6 (3+6)). Pestovanie rastlin bolo styri tyzdne na normalnom osvetlent
(NL; 110 umol foténov-m?s?), potom dva tjzdne na predom Specifikovanom vysokom osvetleni
(HL; 750 pmol foténov-m ?-s), nizkom osvetleni (LL; 30 umol foténov-m?s?) a pokracovalo sa aj
Vv normadlnom osvetleni (NL; 110 umol foténov-m2-st). Snimky boli vyhotovené fotoapardtom Huawei

Mate Lite 20. Mierka je 3 cm.
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8.1 Analyza pigmentov

Analyza vzoriek prebehla pomocou spektrofotometrickej analyzy (Obr. 11) atiez
pomocou HPLC (Obr. 12). Na danych datach bola vykonana Statistickd analyza, typ
ANOVA, s hladinou vyznamnosti o = 0,05 pri¢om bol pouzity test podl'a Bonferroniho.

V pripade vysledkov zo spektrofotometrickej analyzy boli skimané obsahy chlorofylov
a a b, karotenoidov, siéet obsahov chlorofylov a a b, pomery chlorofylov a ku b k sebe
aj obsahy karotenoidov ku chlorofylom (Obr. 11).

Pri skupine rastlin aklimovanej na normalne osvetlenie boli tieto veli¢iny zhruba
podobné a jednotlivé typy sa drzali pri sebe. Hodnoty obsahu chlorofylu a vztiahnutého
na plochu listusa pohyboval medzi 5 az 8,5 pg-cm™. Pri chlorofyle b to bolo od 2
po 3 pg-cm™. To isté mozno tvrdit’ aj o skupine rastlin aklimovanej na vysoké osvetlenie
(chlb: 5 az 10 pug-em?), no vyskytuje sa tu zvlastnost v podobe rozdelenia skupiny
na dve podskupiny, maja podobny obsah pigmentov ato je prirodzeny genotyp
s mutantnym genotypom kolhch3kolhch6, dosahujuce hodnot od 6 po 10 pg-cm™
a mutatné genotypy kolhch3 a kolhch6 s rozmedzim hodnét 5 az 7 pg-cm2, bez $tatisticky
vyznamnych rozdielov u chlorofylu a. U obsahu chlorofylu b sa vyskytol statisticky
testovanej pre dany pigment ato od 0,5 po 2 pg-cm™. Zvysné rastliny aklimované na
vysoké osvetlenie vykazovali hodnoty obsahu chlorofylu priblizne od 1,5 po 3,5 pg-cm’ 2.
Skupina rastlin aklimovand na nizke osvetlnie prekvapila vyraznymi Statistickymi
rozdielmi, najmi medzi kolhcb6 (= 10 — 14 pg-em? chl a; =3 -6 ug-em? chl b)
a kolhch3kolhch6 (= 2,5 — 3,5 pg-em™ chl a; = 1,5 pg-cm 2 chl b). Pri analyze obsahu
karotenoidov na plochu nastalo mierne stipanie hodn6t od rastlin NL
(~1-2pg-cm 2car) po rastliny HL (= 1,25 — 2,25 pug-em™ car). Skok nastal opit
urastlin LL medzi kolhch6 (= 2,5 — 3,75 upgem? car)  akolhcb3kolhch6
(=0,5—1 pg-cm 2 car). Avsak pri analyzach pomerov chl aku chl b, achls ku car
mutant kolhcb6 aklimovany na vysoké osvetlenie vyrazne prekvapil. Pri analyze pomeru
chlorofylu a ku chlorofylu b bol prave tento pomer najvyssi u tohto mutanta (= 2,75 — 7)
a to Statisticky vyznamne, v pripade analyzi pomerov celkového obsahu chlorofylov ku
karotenoidom bol naopak pomer tohto mutanta najnizsi (= 3,25 — 5), opat’ Statisticky

vyznamne. Celkovo mozno tvrdit, Ze skupina aklimovanid na vysoké osvetlenie

evve
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Obr. 11: Vysledny obsah pigmentov a ich pomerov v grafoch. Obsahy chlorofylu a (chl a), chlorofylu b
(chl b) a karotenoidov (car) vztiahnuté na plochu listu. Dalej tu figuruje obsah chlorofylu a a chlorofylu
b (chl a+b), pomer obsahov chlorofylov a ku b (chl a/b) a tiez aj pomer obsahov chlorofylov ku obsahu
karotenoidov (chl/car). Analyza tychto veli¢in bola spravend na oddelenych listoch zatemnenych
Sesttyzdnovych rastlin Arabidopsis thaliana (AT prirodzeny genotyp, WT) ana jej mutantoch
S chybajucimi Lhceb (koLhcb3 (3), koLhcb6 (6), koLhcb3koLhcb6 (3+6)). Rastliny boli pestované 4 tyZdne
pri 110 umol foténov-m™?-s* (NL), potom potom boli rozdelené do 3 skupin a dva tyzdne boli vystavené:
Prva skupina na normalnom osvetleni (NL, 110 umol foténov-m?-s%), druha skupina na vysokom osvetleni
(HL; 750 pumol foténov-m2-s?), atretia skupina na nizkom osvetleni (LL; 30 pumol foténov-m?-s?).
Jednalo sa 0 8 hodinovy denny reZim pri teplote 22 °C a 16 hodinovy nocny rezim pri teplote 20 °C.
Vihkost bola 60 %. Ciara predelujiica box zndzoriiuje medidn. Stvorec v boxe zndzoriuje hodnotu
aritmetického priemeru. Velkost boxu zdola ohranicuje hodnota prvého kvartilu, zhora zas tretieho
kvartilu. Kriziky nad a pod boxami zndzornuju maximalnu a minimdalnu hodnotu zo suboru. \zorka
pozostavala z 1-5 listov daného typu rastliny a boli podrobené spektrofotometrickej analyze. Pocet vzoriek
n = 5. Na danych datach bola vykonana Statisticka analyza, typ ANOVA, s hladinou vyznamnosti o. = 0,05
pricom bol pouzity test podla Bonferroniho. Pismend nad jednotlivymi boxami v grafe predstavujii

Statisticky vyznamné rozdiely. Rovnaké skupiny su oznacené rovnakymi pismenami.
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Obr. 12: Vysledny obsah pigmentov a ich pomerov v grafoch. Obsahy neoxantinu (neo), luteinu (lut), obsah
violaxantinu (vio), obsah zeaxantinu (zea) a obsah karotenov (car) vztiahnuté na plochu listov. Analyza
tychto velicin bola spravend na oddelenych listoch zatemnenych Sesttyzdnovych rastlin Arabidopsis
thaliana (AT prirodzeny genotyp, WT) a na jej mutantoch s chybajiicimi Lheb (koLheb3 (3), koLhcb6 (6),
koLhcb3koLhcb6 (3+6)). Rastliny boli pestované 4 tyzdne pri 110 umol foténov-m2-s* (NL), potom potom
boli rozdelené do 3 skupin a dva tyzdne boli vystavené: Prva skupina na normdlnom osvetleni (NL; 110
umol foténov-m?-s), druhd skupina na vysokom osvetleni (HL; 750 umol foténov-m?-s), a tretia skupina
na nizkom osvetleni (LL; 30 umol foténov-m2-st). Jednalo sa o 8 hodinovy denny rezim pri teplote 22 °C
a 16 hodinovy nocny rezim priteplote 20 °C. Vihkost bola 60 %. Analyza vzoriek prebehla pomocou
HPLC. Ciara predelujiica box zndzoriuje medidn. Stvorec v boxe zndzoriuje hodnotu aritmetického
priemeru. Velkost boxu zdola ohranic¢uje hodnota prvého kvartilu, zhora zas treticho kvartilu. Kriziky nad
a pod boxami zndzoriuju maximalnu a minimdlnu hodnotu zo suboru. Pocet vzoriek n = 5. Na danych
datach bola vykonanda Statistickd analyza, typ ANOVA, s hladinou vyznamnosti o. = 0,05 pricom bol pouzity
test podla Bonferroniho. Pismend nad jednotlivymi boxami v grafe predstavuju Statisticky vyznamné

rozdiely. Rovnaké skupiny su oznacené rovnakymi pismenami.
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V pripade analyzy pomocou HPLC sa zistovali obsahy neoxantinu, luteinu,
violaxantinu, zeaxantinu a karoténov vztiahnuté na plochu. Mézeme tu vidiet podobnosti
s predoSlou analyzou (Obr. 12).

Pre obsahy neoxantinu vykazovali vyznamné Statistické odchylky mutanty kolhch6
aklimované na nizke osvetlenie (= 0,6 — 1 pg-cm™ neo), ktorého obsah neoxantinu bol
najvyssi, a kolhcb3kolhch6 aklimované na nizke osvetlenie (= 0,2 — 0,4 pug-cm™ neo),
zanalyzy obsahu luteinu (kolhcb6 LL =~ 0,9 - 1,7 pgem? lut;
kolhch3kolhch6 LL ~ 0,4 pg-cm lut) a karoténov (kolhch6 LL =~ 0,075 — 0,225 pug-cm™
car; kolhch3kolhch6 LL =~ 0,025 pg-cm 2car). Zaujimavé zistenia prisli aj s analyzou
obsahu violaxantinu, kedy skupina rastlin aklimovana na vysoké osvetlenie mala obsahy
tohto pigmentu $tatisticky vyznamne vysoké (WT HL = 03 — 04 pg-cm? vio;
kolhch3kolhch6 =~ 0,25 — 0.4 pg-cm 2vio), opaéne, najniz§i obsah pigmentu
bol u kolhcb3kolhch6 aklimovaného na nizke osvetlenie (=0,075 pg-cm 2vio).
Pri analyze obsahu zeaxantinu boli hodnoty pri rastlinach aklimovanych na nizke
a normalne osvetlenie nulové, jedina skupina vykazujuca obsah zeaxantinu bola skupina

aklimovana na vysoké osvetlenie ( = 0,015 — 0,05 pug-cm % zea).

8.2 Vel'mi rychla fluorescen¢na indukcia chlorofylu a
Analyzované boli parametre minimalna fluorescencia v stave adaptovanom na tmu

(Fo), maximalna fluorescencia v stave adaptovanom na tmu (Fm), maximalny kvantovy
vytazok fotochémie PSII v stave adaptovanom na tmu (Fv/Fm), relativna rychlost’
fotochémie (dV/dtp) a maximalny zachyteny tok excitonov na aktivny PSII (TRo/RC)
(Obr. 13) a priebeh O-J-1-P kriviek (Obr. 14). Vzorka pozostavala z 10-15 neoddelenych
listov daného typu rastliny, ktoré boli zmerané pomocou fluorometra PEA. Vyhodnotenie
prebehlo pomocou programu Biolyzer a WinPea.

Pri analyze minimalnej fluorescencie v stave adaptovanom na tmu (Fo) sa opakoval pri
kazdej skupine rastlin trend postupného nérastu hodndt a to od prirodzeného genotypu,
nasledne kolhcb3 akolhch6, po kolhcb3kolhch6 (Obr. 13). V pripade rastlin
aklimovanych na nizke osvetlenie st Statisticky vyznamné rozdiely dokonca medzi
genotypmi samotnymi atiez prave tato skupina dosahuje najvysSie hodnoty
Fo (LL: WT =400 - 600 r.j.; kolhch3~=500-900 r.j.;, kolhch6 =~ 700 — 1200 r..;
kolhcb3kolhcb6 ~ 1100 — 1300 r.j.).
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Hodnoty maximalnej fluorescencie v stave adaptovanom na tmu (Fm) vykazovali
Vv pripade rastlin aklimovanych na nizke osvetlenie rovnaky trend ako to bolo v pripade

Fo (Obr. 13). U rastlin aklimovanych na normalne osvetlenie a U rastlin aklimovanych na
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Obr. 13: Vybrané parametre velmi rychlej fluorescencnej indukcie chlorofylu a. V grafoch siu zahrnuté
minimalna fluorescencia v stave adaptovanom na tmu (Fo), maximdina fluorescencia v stave adaptovanom na
tmu (Fn), maximdiny kvantovy vytazok fotochémie PSII v stave adaptovanom na tmu (Fu/Fn), relativna rychlost
fotochémie (dV/dto) a maximdalny zachyteny tok excitonov na aktivny PSII (TRyRC). Analyza tychto velicin bola
spravend na neoddelenych listoch zatemnenych Sesttyzdnovych rastlin Arabidopsis thaliana (AT prirodzeny
genotyp, WT) a na jej mutantoch s chybajiicimi Lhch (koLhcb3 (3), koLhch6 (6), koLhcb3koLhch6 (3+6)).
Rastliny boli pestované 4 tyZdne pri 110 umol foténov-m?-s* (NL), potom potom boli rozdelené do 3 skupin a
dva tyZdne boli vystavené: prvd skupina na normdlnom osvetleni (NL, 110 umol foténov-m?-s), druhd skupina
na vysokom osvetleni (HL; 750 umol foténov-m?-s?), a tretia skupina na nizkom osvetleni (LL; 30 umol
foténov-m?-s1). Jednalo sa 0 8 hodinovy denny reZim pri teplote 22 °C a 16 hodinovy nocny rezim pri teplote
20 °C. Vihkost bola 60 %. Vzorka pozostavala z 10-15 neoddelenych listov daného typu rastliny. \Velmi rychla
fluorescencnd indukcia bola zaznamenand pomocou fluormetra PEA. Saturacni pulz mal intenzitu 4400 umol
fotonov-m2-s* a bol aplikovany po dobu 10 s. Vyhodnotenie prebehlo pomocou programu Biolyzer a WinPea..
Ciara predelujiica box zndzoriuje medidn. Stvorec v boxe zndzoriiuje hodnotu aritmetického priemeru. Velkost
boxu zdola ohranicuje hodnota prvého kvartilu, zhora zas tretieho kvartilu. Kriziky nad a pod boxami zndzornuju
maximalnu a minimalnu hodnotu zo suboru.Na danych datach bola vykonana Statisticka analyza, typ ANOVA,
S hladinou vyznamnosti a. = 0,05 pricom bol pouZzity test podla Bonferroniho. Pismenad nad jednotlivymi boxami

V grafe predstavuju Statisticky vyznamné rozdiely. Rovnaké skupiny su oznacené rovnakymi pismenami.
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Obr. 14: Vyhodnotené normované O-J-1-P krivky popisujuce relativnu intenzitu fluorescencie a O-J-1-P krivky
popisujuce intenzitu fluorescencie pre dany typ osvetlenia, na ktorom bola vzorka pestovand. Nenormované
krivky su v grafoch viavo hore vo forme inletov. Analyza tychto velicin bola spravend na neoddelenych listoch
zatemnenych Sesttyzdnovych rastlin Arabidopsis thaliana (AT prirodzeny genotyp, WT) a na jej mutantoch
S chybajucimi Lhcb (koLhceb3 (3), koLhcb6 (6), koLhcb3koLhcb6 (3+6)). Rastliny boli pestované 4 tyzdne pri
110 umol foténov-m?-s* (NL), potom potom boli rozdelené do 3 skupin a dva tyzdne boli vystavené: Prva
skupina na normdlnom osvetleni (NL; 110 umol foténov-m?-s), druhd skupina na vysokom osvetleni (HL, 750
umol fotonov-m?st), atretia skupina na nizkom osvetleni (LL; 30 umol foténov-m?-s*). Jednalo sa 08
hodinovy denny rezim pri teplote 22 °C a 16 hodinovy nocny rezim priteplote 20 °C. Vihkost bola 60 %.
Vzorka pozostavala z 10-15 neoddelenych listov daného typu rastliny. Velmi rychla fluorescencnd indukcia
bola zaznamenanda pomocou fluormetra PEA. Saturacni pulz mal intenzitu 4400 umol fotonov-m=2-s?t a bol
aplikovany po dobu 10 s. Vyhodnotenie prebehlo pomocou programu Biolyzer a WinPea. Pre intenzitu
fluorescencie bola vZdy vybratd jedna reprezentativna krivka zo suboru, pre relativnu intenzitu fluorescencie

bola normovana OJIP krivka vytvorend z danej vybratej reprezentativnej krivky.

vysoké osvetlenie sa vSak tento trend zmenil (HL: WT = 2250 — 2550 r.j,;
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kolhch3~1800 - 2100 r.j., kolhch6 = 1650 — 1950 r.j.; kolhch3kolhch6
~ 1750 —2100r.j.), v pripade prirodzeného genotypu so Statistickou vyznamnostou
oproti kolhcb3, kolhcb6 a kolhch3kolheb6. Co sa tyka hodndt Fr rastlin aklimovanych na
nizke osvetlenie, jednalo sa o narast hodnét (Obr. 13).

Hodnoty maximalneho kvantového vytazku fotochémie PSII v stave adaptovanom
natmu (FvW/Fm) ukazujuceho vitalitu rastlin, sa ukazal trend klesajucich hodnot Fu/Fm
od prirodzeného genotypu cez kolhcb3 a kolhch6 po kolhcb3kolhch6 opit’ so Statistickou
vyznamnost'ou (Obr. 13). V pripade NL skupiny sa jednalo o pokles medzi hodnotami
priblizne od 0,85 po 0,65, u HL rastlin priblizne od 0,875 po 0,75 a u LL v rozmedzi
priblizne od 0,8 po 0,55, pricom kazdy pokles bol so Statisticky vyznamnym rozdielom.
Je teda mozné povedat’, Ze najvyraznejsi pokles efektivity fotochemickych procesov PSII
nastal u LL skupiny, najmenej vyrazny zas u rastlin aklimovanych na vysoké osvetlenie.

V pripade analyzy relativnej rychlosti fotochémie (dV/dto) je viditelné drzanie
sa jednotlivych skupin aklimovanych na rozne osvetlenie pri sebe (NL = 0,9 — 1,35;
HL =~ 0,45 -0,75; LL = 0,9 — 1,65) (Obr. 13).

Rovnaké zavery, aké boli vyvodené pri dV/dto boli aj pri analyze maximalneho
zachyteného toku excitonov na aktivny PSII (TRo/RC) (Obr. 13).

Pre tcely prace bola vytvorena aj analyza O-J-1-P kriviek, ktoré su typické pre priebeh
vel'mi rychlej fluorescenénej indukcie chlorofylu a (Obr. 14). Pre obrazovi prezentaciu
kriviek bola vybrana vzdy jedna reprezentativna krivka zo suboru dat pre kazdu variantu
vzorky.

Pri analyze krivky pre NL skupinu je vyrazny rozdiel medzi podobami priebehu O-J-
I-P u rastlin prirodzeného genotypu s rastlinami mutatného genotypu kolhcbh3 oproti
rastlinam mutantnych genotypov kolhch6 a kolhcb3kolhch6 (Obr. 14). Tento jav sa uz
neprejavil pri rastlindch aklimovanych na vysoké a nizke osvetlenie. AvSak pri HL
je badatel'ny rychlej$i nabeh fluorescencie nez u rastlin aklimovanych na normalne
osvetlenie. Opa¢ne pomalsi nabeh fluorescencie vidno pri skupine LL oproti rastlinam

NL.
8.3 Vysledky pulznej amplitidovej modulacie

V tejto Casti su analyzované priebehy nefotochemického zhasania (NPQ) v Case
(Obr. 15), relativnej miery rychlosti elektronového transportu PSI (rychlost’ nabojovej
separacie v reakénych centrach PSI) (ETRI) v Case a priebeh relativnej miery rychlosti

elektronového transportu PSII (rychlost’ nabojovej separacie v reakénych centrach PSII)
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(ETRII) v ¢case (Obr 16), priebeh efektivneho kvantového vytazku fotochémie PSII
(Y(I1)) a PSI (Y(I)) v case (Obr. 17) a nefotochemického kvantového vytazku PSI
sposobené¢ho limitdciami na donorovej strane v case (Y(ND)) a priebeh
nefotochemického kvantového vytazku PSI spdsobeného limitdciami na akceptorovej
strane v ¢ase (Y(NA)) (Obr. 18). V hlavnej Casti prace su uvedené len priblizené prvé 3
minuty priebehu, okrem priebehu NPQ (Obr. 19), ostatné celé grafy mozno najst’ v sekcii
Prilohy (Priloha 2, Priloha 3, Priloha 4).

Pri analyze vysledkov vSetkych uvedenych velicin mozno pozorovat’ rychlejsi nabeh
pri rastlinach prirodzeného genotypu a mutatného genotypu kolhch3, nez u mutatnych
genotypov kolhch6 a kolhch3kolhch6. Tento rozdiel je najlepSie pozorovatel'ny u NPQ,
u rastlin aklimovanych na vysoké osvetlenie (Obr. 15).

Rozdiel v tom, ked’ ako prvé vyskocili hodnoty kolhch6 a kolhcb3kolhch6, sa ukazal
pri parametri Y(NA) (Obr. 18). Po prvych par minutach sa vsak priebehy zjednotili,
rovnaky jav sa pozoroval aj u parametrov Y(ND) (Obr. 18), ETR(II) a ETR(I) (Obr. 16),
Y(II) aY(l) (Obr. 17). Nemozno to vSak povedat o parametri NPQ, a rozdiel medzi
jednotlivymi skupinami bol zachovany, ¢o moZzno vidiet najmi na celkovom priebehu
tohto parametru, tiez je mozne pozorovat’ aj fakt, ze rastliny aklimované na vysoké
osvetlenie tento rozdiel silne vykazuju (Obr. 19).

Dalej si mozno v celkovom priebehu viimnit aj rychleho ndbehu NPQ pri skupine HL
srychlou relaxaciou (Obr. 19). Opacéne to je pri rastlinach aklimovanych na nizke
osvetlenie, kedy nabeh NPQ je zna¢ne pomalsi a to aj oproti skupine NL, a nasledne
pomaly relaxuje. V pripade kolhcb3 NL bol narast najrychlejsi, dokonca aj oproti
prirodzenému genotypu (Obr. 15). U mutantov bez Lhch6 a dvojitého mutanta je narast
zvlastnym sposobom rozfdzovany (Obr. 19). Treba dodat, Ze rastliny HL by mali byt

pripravené na aktinické svetlo, vd’aka svojej aklimacii na vysoké osvetlenie.
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Obr. 15: Priebeh nefotochemického zhdasania (NPQ) v case (zobrazenie prvych 3 minut z celkového priebehu).
Analyza tychto velic¢in bola spravend na oddelenych listoch zatemnenych Sesttyzdnovych rastlin Arabidopsis
thaliana (AT prirodzeny genotyp, WT) a na jej mutantoch s chybajiicimi Lheb (koLhcb3 (3), koLhcb6 (6),
koLhcb3koLhch6 (3+6)). Rastliny boli pestované 4 tyzdne pri 110 umol foténov-m?-s" (NL), potom potom boli
rozdelené do 3 skupin a dva tyzdne boli vystavené: Pprva skupina na normdlnom osvetleni
(NL; 110 umol foténov-m?s?), druhd skupina na vysokom osvetleni (HL; 750 umol foténov-m?s?), a tretia
skupina na nizkom osvetleni (LL,; 30 umol fotonov-m-s). Jednalo sa o 8 hodinovy denny rezim pri teplote
22 °C a 16 hodinovy nocny rezim pri teplote 20 °C. Vihkost bola 60 %. Vzorky boli zmerané a vyhodnotené
pomocou Dual-PAM 100. Pocet vzoriek n = 5. Body v grafe predstavujii hodnoty medidnov, chybové iisecky
su horné a dolné kvartily. Na danych datach bola vykonand Statistickd analyza, typ ANOVA, s hladinou
vyznamnosti a. = 0,05 pricom bol pouzity test podl'a Bonferroniho. Odlisné pismend znadia Statisticky vyznamny
rozdiel medzi variantami. Cierna farba zastupuje vzorky z prirodzeného genotypu, cervend z mutantného
genotypu koLhcb3,modra farba z mutantného genotypu koLhcb6 a fialova farba vzorky z mutatného genotypu
koLhch3koLhch6.
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Obr. 16: Priebeh relativnej miery rychlosti elektronového transportu PS| (rychlost nabojovej separdcie
V reakcnych centrach PSI) (ETRI) v case vpravo a priebeh relativnej miery rychlosti elektrénového transportu
PSII (rychlost ndbojovej separdcie v reakénych centrach PSI) (ETRIN) v ¢ase vliavo (zobrazenie prvych
3 miniit z celkového priebehu). Analyza tychto velicin bola spravend na oddelenych listoch zatemnenych
Sesttyzdnovych rastlin Arabidopsis thaliana (AT prirodzeny genotyp, WT) a na jej mutantoch s chybajiicimi
Lhcb (koLhcb3 (3), koLhcb6 (6), koLhcb3koLhcb6 (3+6)). Rastliny boli pestované 4 tyzdne pri
110 umol foténov-m?s* (NL), potom potom boli rozdelené do 3 skupin a dva tjZdne boli vystavené: prva
skupina na normadlnom osvetleni (NL; 110 umol fotonov-m?s?), druhd skupina na vysokom osvetleni (HL;
750 umol foténov-m?-s), atretia skupina na nizkom osvetleni (LL; 30 umol foténov-m?st). Jednalo
sa 0 8 hodinovy denny rezim pri teplote 22 °C a 16 hodinovy nocny rezim pri teplote 20 °C. Vihkost bola 60 %.
Vzorky boli zmerané a vyhodnotené pomocou Dual-PAM 100. Pocet vzoriek n = 5. Body v grafe predstavujii
hodnoty medianov, chybové usecky su horné a dolné kvartily. Na danych datach bola vykonand Statisticka
analyza, typ ANOVA, s hladinou vyznamnosti o. = 0,05 pricom bol pouzity test podla Bonferroniho. Odlisné
pismend znacia Statisticky vyznamny rozdiel medzi variantami. Cierna farba zastupuje vzorky z prirodzeného
genotypu, Cervend z mutantného genotypu koLhcb3,modrd farba z mutantného genotypu koLhcb6 a fialovd

farba vzorky z mutatného genotypu koLhcb3koLhché.
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Obr. 17: Priebeh efektivneho kvantového vytazku fotochémie PSII (Y(11)) vliavo a PSI (Y(I)) vpravo v case
(zobrazenie prvych 3 minut z celkového priebehu). Analyza tychto velic¢in bola spravend na oddelenych
listoch zatemnenych SesttyzZdiovych rastlin Arabidopsis thaliana (AT prirodzeny genotyp, WT) a na jej
mutantoch s chybajiicimi Lheb (koLheb3 (3), koLheb6 (6), koLheb3koLhceb6 (3+6)). Rastliny boli pestované
4 tpzdne pri 110 umol foténov-m?s* (NL), potom potom boli rozdelené do 3 skupin a dva tyzdne boli
vystavené.: Prvd skupina na normdlnom osvetleni (NL; 110 umol foténov-m2-s), druhd skupina na vysokom
osvetleni (HL; 750 umol foténovm?s?), atretia skupina na nizkom osvetleni (LL;
30 umol foténov-m ~2-s -1). Jednalo sa o 8 hodinovy denny rezim pri teplote 22 °C a 16 hodinovy nocény
rezim pri teplote 20 °C. Vihkost bola 60 %. Vzorky boli zmerané a vyhodnotené pomocou Dual-PAM 100.
Pocet vzoriekn = 5. Body v grafe predstavuju hodnoty medianov, chybové usecky su horné a dolné kvartily.
Na danych datach bola vykonand statisticka analyza, typ ANOVA, s hladinou vyznamnosti a. = 0,05 pricom
bol pouzity test podla Bonferroniho. Odlisné pismend znadia Statisticky vyznamny rozdiel medzi variantami.
Cierna farba zastupuje vzorky z prirodzeného genotypu, cervend z mutantného genotypu koLhch3,modra

farba z mutantného genotypu koLhcb6 a fialova farba vzorky z mutatného genotypu koLhcb3koLhcb6.

42



A
104 B " ITNL e
A . 3NEL
* 4 A .
s 4 4 5 1 B A A i NE Los
Y T B v 36 NL
1 ' B -

06 - | LU -
= =
z 1 i m F <
= 04 . by ot ™~

A -
| - T NL
21 g A - 3NL v ] >
'y A M x 1§ 1 !
0.0 4 A B ¥ 346 NL Loa
- ~ T
10 -} A Lo
A AR A & T HL
1_3 & A L] B & FHL
os4 E * AB . B A GHL Los
A I 5 v 36 HL
A 4 - - _— A m

0.5 B L ] A Fos =
& & B A A B A z
= A o L] A =
= o4 E 'j - B'B A A Loy 7

. - - 1 = AC A
= o - I.[ THL - BC B
. ’ o FHL Al : B o
¢ | A & ML
v 3+6HL = 1 |
0.0 Ll koo
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
" - - - & WTLL | Lo
®— FLL
- c
I . 1 & GLL
08 T v F+6LL 0.5
-
¥ Ly ! =
& .
. 06 L ] - ! b 0.6 f
g & 3
z ? =
= [} Los
* 'y
. ” 4 Y
0.2 ' o T LL - f 0.
! . o LI x v H
A GLL b 2 v
0,0 = v 34611 v * L4 koo
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 L] 08 40 &l 8 (L0 20 140 L& 180

cas [s] Cas [5]

Obr. 18: Priebeh nefotochemického kvantového vytrazku PSI spésobeny limitdciami na donorovej strane
V case viavo (Y(ND)) a priebeh nefotochemického kvantového vyrazku PSI spésobeny limitdiciami
na akceptorovej strane v case vpravo (Y(NA)) (zobrazenie prvych 3 minit z celkového priebehu). Analyza
tychto velicin bola spravena na oddelenych listoch zatemnenych Sesttyzdiovych rastlin Arabidopsis
thaliana (AT prirodzeny genotyp, WT) a na jej mutantoch s chybajiicimi Lhch (koLhcb3 (3), koLhcb6 (6),
koLhcb3koLhch6 (3+6)). Rastliny boli pestované 4 tyZdne pri 110 umol foténov-m2-s* (NL), potom potom
boli rozdelené do 3 skupin a dva tyzdne boli vystavené: prvd skupina na normdlnom osvetleni (NL;
110 umol fotonov-m?-s), druhd skupina na vysokom osvetleni (HL; 750 umol foténov-ms?), a tretia
skupina na nizkom osvetleni (LL; 30 umol foténov-m?-s*). Jednalo sa 0 8 hodinovy denny rezim pri teplote
22 °C a 16 hodinovy noc¢ny rezim pri teplote 20 °C. Vihkost bola 60 %. Vzorky boli zmerané a vyhodnotené
pomocou Dual-PAM 100. Pocet vzoriek n = 5. Body v grafe predstavujii hodnoty medidnov, chybové usecky
su horné a dolné kvartily. Na danych datach bola vykonand Statisticka analyza, typ ANOVA, s hladinou
vyznamnosti o. = 0,05 pricom bol pouzity test podla Bonferroniho. Odlisné pismend znadia Statisticky
vwznamny rozdiel medzi variantami. Cierna farba zastupuje vzorky z prirodzeného genotypu, cervend
Z mutantného genotypu koLhcb3,modra farba z mutantného genotypu koLhcb6 a fialova farba vzorky
Z mutatného genotypu koLhcb3koLhcb6.
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Obr. 19: Priebeh nefotochemického zhdSania (NPQ) v case. Analyza tychto velicin bola spravend na
oddelenych listoch zatemnenych Sesttyzdnovych rastlin Arabidopsis thaliana (AT prirodzeny genotyp,
WT) a na jej mutantoch s chybajiicimi Lhch (koLhcb3 (3), koLhcb6 (6), koLhcb3koLhcb6 (3+6)). Rastliny
boli pestované 4 tyzdne pri 110 umol foténov-m™?s* (NL), potom potom boli rozdelené do 3 skupin a dva
tyZdne boli vystavené: prva skupina na normalnom osvetleni (NL; 110 umol fotonov-m?s?), druhd
skupina na vysokom osvetleni (HL; 750 umol foténov-m?-s), a tretia skupina na nizkom osvetleni (LL;
30 umol foténov-m?-s). Jednalo sa o 8 hodinovy denny rezim pri teplote 22 °C a 16 hodinovy nocny
rezim pri teplote 20 °C. Vihkost bola 60 %. Pocet vzoriek n = 5. Vzorky boli zmerané a vyhodnotené
pomocou Dual-PAM 100. Body v grafe predstavujii hodnoty medidnov, chybové usecky su horné a dolné
kvartily. Cierna farba zastupuje vzorky z prirodzeného genotypu, Cervend z mutantného genotypu
koLhcb3,modra farba z mutantného genotypu koLhcb6 a fialovd farba vzorky z mutatného genotypu
koLhcb3koLhch6.
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U rastlin aklimovanych na vysoku intenzitu osvetlenia je vidno (Obr. 19) vel'mi strmy
narast NPQ u WT akolhch3, ¢o znamena, ze u nich funguje aktivna ochrana proti
nadbytoénym excitaciam za pomoci NPQ, a tieZ je dobre pripravena. V pripade dvoch
d’alSich mutantov je sice ndrast NPQ rychli, ale dosahuje skoro polovicnym hodnot
(Obr. 19).

Za zaujimavé mozno povazovat aj skrizenie priebehov pri rastlinach prirodzeného
genotypu amutatného genotypu kolhcb3, s mutatnymi genotypmi kolhch6
a kolhcb3kolhch6 pri parametroch ETR(1) a Y(I) (Obr. 16 aObr. 17) v prvych par
sekundéch, kedy je mozné pozorovat’ rychli ndbeh prave druhej skupiny oproti prvej,
avsak jej nasledné rychle klesnutie v prospech druhej skupiny. Nasledne sa priebehy
priblizia. Na zaciatku sa elektrony dostavaju k PSI rychlejsie, zrejme ide o rychlejsi
transport elektronov od PSII k PSI, avsak az je ETR saturovany, situdcia sa meni. Pri
rastlindch aklimovanych na nizke osvetlenie su vyhodnotené parametre zavadzajuce
anemozno ich opisat’ plnohodnotne, ked’ze boli merané listy prili§ malé a nepokryli tak

celu snimanu meraciu plochu.
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8.4 Vysledky nativnej elektroforézy

Pre ucely prace bola spravend CN-PAGE elektroforéza. Na vizualizaciu vsSetkych
pasiem bol pouzity rezim prenosu pomocou osvetlenia bielym svetlom, fluorescencny
rezim na rozlifenie medzi pasmami obsahujucimi PSI a PSII (excitaéna vinova dizka
460 nm, pasmovy filter so stupnicou od 690 do 720 nm). Na elektroferogramoch boli
zachytené rastlinné megakomplexy, superkomplexy fotosystému II: CS;M», C2S:M,
C2S2 a C2SM . Dalej dimérne jadro fotosystému II, CS (superkomplex fotosytému II),
PSIl a PSI, LHC triméry a vol'né pigmenty vo vzorke (Obr. 20).

Vyrazné zastupenie megakomplexov bolo zachytené u prirodzeného genotypu
a mutatného genotypu kolhch3 pri rastlinaich aklimovanych na normalne osvetlenie,
no megakomplexy mozno pozorovat pri vSetkych typoch rastlin.

Rovnako mozno tvrdit, ze PSIl aPSl, LHC triméry a volné pigmenty mozno
pozorovat’ vo vSetkych vzorkach, taktieZ aj dimérne jadro PSII. VSetky vzorky rovnako
ukazali aj pritomnost superkomplexov fotosystému II C.S; a CoSM. Takisto
aj superkomplex fotosystému II C>S;M az na vzorku kolhcb3kolhcbh6. Superkomplex
PSII C2S2M2 nebol pozorovany pri vzorkach kolhch3, kolhcb6 a kolhch3kolhch6
aklimovanych na vysoké a nizke osvetlenie. Je vSak nutné poznamenat’, Ze superkomplex
fotosystému II C2S2M> bol pozorovany u rastlin aklimovanych na normalne osvetlenie

s mutantnym genotypom kolhcb3 a kolhché.
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Obr. 20: Elektroferogramy pigment-proteinovych komplexov tylakoidnych membrdin. Na vizualizdciu
vSetkych pasiem bol pouzity rezim prenosu pomocou osvetlenia bielym svetlom, fluorescencny rezim na
rozliSenie medzi pasmami obsahujiicimi PSI a PSII (excitacnd vinova dizka 460 nm, pdasmovy filter so
stupnicou od 690 do 720 nm). Vlavo je kolorimetrické a vpravo fluorescencné zobrazenie. CN-PAGE
analyza bola spravena na izolovanych tylakoidnych membrdnach 7 Sesttyzdnovych zatemnenych rastlin
Arabidopsis thaliana (AT prirodzeny genotyp, WT) a na jej mutantoch s chybajiicimi Lhch (koLhcb3 (3),
koLhcb6 (6), koLhch3koLhcb6 (3+6)). Rastliny boli pestované 4 tyzdne pri 110 umol foténov-m2-s* (NL),
potom potom boli rozdelené do 3 skupin a dva tyzdne boli vystavené: prvad skupina na normdalnom osvetleni
(NL; 110 umol foténov-m?-s), druhd skupina na vysokom osvetleni (HL; 750 umol foténov-m?-st), a tretia
skupina na nizkom osvetleni (LL; 30 umol foténov-m?-s%). Jednalo sa 0 8 hodinovy denny rezim pri teplote
22 °C a 16 hodinovy nocny rezim priteplote 20 °C. Vihkost bola 60 %. Ako detergent bol pouzity 5%
n- dodecyl-a-D-maltozid. Megakompl. Je skratka pre rastlinné megakomplexy. (S;Ma, C2S;M, C2S;
a CoSM su superkomplexy fotosystému II. Dimér. PSII jadro je skratka pre dimérne jadro fotosystému I1.
CS je superkomplex fotosytému 1. PSIl a PSI su fotosystém I a fotosystém Il. LHC Trimery je skratka pre

triméry svetlozbernych antén. Volné pigm. oznacuje volné pigmenty vo vzorke.
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9. Diskusia

Uz v tedrii bolo zmienené, Ze efektivna aklimacia na rézne intenzity osvetlenia
je dolezita pre rastliny ako také. Fenotypicka analyza ukazala, ako sa dokazu na dané
intenzity osvetlenia prisposobit’, pricom vysledky st nasledovné. V pripade mutantov
kolhcb6 bolo popisané vyrazné zmensenie nadzemnej Casti oproti rastlindm prirodzeného
genotypu (de Bianchi a kol. 2008), u nami vypestovanych vzoriek tento jav pozorovany
nebol (Obr. 10), jednalo sa skor o nepatrné zmenSenie. Podobny rozdiel nastal
aj u dvojittho mutanta kolhcb3kolhch6. Praca D. Dostalovej (2020) opisovala
signifikantné zviac¢Senie nadzemnej Casti U tohto typu mutantov oproti prirodzenému
genotypu. Tento jav U nami vypestovanych rastlin opat’ zaznamenany nebol (Obr. 10),
opat’ ide 0 mierne zmensenie rastliny. Celkovy vzhl'ad skupin aklimovanych na jednotlivé
intenzity  osvetlenia ale potvrdzuje vysledky zo $tadie zroku 2017
(Schumann a kol. 2017), uskuto¢nenej na A. thaliana prirodzeného genotypu, kedy pri
pestovani za konsStantnych vysokych svetelnych podmienok vykazovali zvySeny rast v
porovnani s rastlinami pestovanymi za staleho slabého osvetlenia (Obr. 10).

Spektrofotometrickd analyza pigmentov ukazala zvySeny pomer chlorofylu a ku
chlorofylu b u skupiny aklimovanej na vysoké osvetlenie (Obr. 11). To znamena niZsi
podiel chlorofylu b. Tento fakt je interpretovany ako zmenSenie svetlozbernych antén
u danych rastlin. Mozno teda povedat, Ze sa chrani touto zmenou velkosti LHC pred
prebytkom svetla, a tym zabrani fotooxidacii a fotoposkodeniu. Zvysenie pomeru Chl a/b
u vzoriek aklimovanych na vysoké osvetlenie bolo popisané aj v §tadii z roku 2016
(Albanese a kol. 2016), spravenej na rastlinach A. thaliana: WT. Rovnako u rastlin
aklimovanych na vysoké osvetlenie pozorujeme aj vyrazné zniZzenie pomeru celkového
obsahu chlorofylov ku obsahu karotenoidov vztiahnutého na plochu (Obr. 11). Podiel
karotenoidov je teda vyssi. Sa to antioxidanty, ktoré chrania vzorky vystavenej vysokej
intenzite osvetlenia pred nadmernym fotosynteticky aktivnym ziarenim. Vysledky
stihlasia s literaturou (Albanese a kol. 2016), teda ze skupine aklimovanej na vysoké
osvetlenie sa vyvinuli mechanizmy na ochranu pred fotoposkodenim.

Analyza za pomoci HPLC potvrdila teériu o ochrannych mechanizmoch rastlin
aklimovanych na vysoké osvetlenie pred fotooxidaciou. Preukézala u tejto skupiny totiz
vyrazne zvySeny obsah zeaxantinu vztiahnutého na plochu (Obr. 12). Rovnako boli
zistené aj zvySené hladiny karoténov, neoxantinu a luteinu u mutanta bez Lhcb6, pricom

so Statistickou vyznamnostou bol tento narast u mutanta po aklimovani na nizke
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osvetlenie (Obr. 12). Mozno tento jav vysvetlit' nasledovne. Popisané pigmenty patria tiez
do skupiny asimilaénych pigmentov a tiez sa podielaji na zbere fotonov. Rovnako
karotenoidy pomahaju stabilizovat’ Struktaru pigment-proteinovych komplexov. Ked'ze
doslo ku poskodeniu viazania chlorofylu b odstranenim Lhcb6, mutant syntetizuje vyssi
obsah podpornych pigmentov kvdli vyrovnaniu nedostatkov v svetlozbernom procese.
Vyrovnavanie syntetizovanim inych pigmentov u mutantov kolhcb6 aklimovanych
nanizke osvetlenie vidno aj u spektrofotometrickej analyzy U porovnania celkového
obsahu chlorofylu ku karotenoidom (Obr. 11). TieZ je tu zaujimavy tkaz signifikantného
rozdielu v podiele pigmentov celkovo u mutanta kolhcb3kolhch6, pri ktorom analyza
ukézala najnizSie hodnoty obsahu pigmentov (lutein, neoxantin, violaxantin a zeaxantin)
bliziaceho sa k nule, az na karotény (Obr. 12).

Pri parametroch vel'mi rychlej indukcie fluorescencie chlorofylu a sa overila zvysena
minimalna fluorescencia v stave adaptovanom na tmu (Fo) pri kolhcb6 a kolhcb3kolhch6
(Obr. 13). Mutant bez Lhcb3 sa spraval podobne ako A. thaliana s prirodzenym
genotypom, pri¢om jeho similaritu s prirodzenym genotypom v spravani potvrdila
aj analyza parametrov z pulznej aplitidovej modulacie (Obr. 15, Obr. 16, Obr. 17,
Obr. 18 a Obr. 19). Co sa viak tyka zvysujicich sa hodnét Fo, mozno vysvetlit stratu
absorbovanej energie fluorescenciou naruSenim prenosu excitonov zo svetlozbernych
antén ku PSIIL. Je nutné dodat’, Ze tento efekt nie je vyrazny u skupiny aklimovanej
na vysoké osvetlenie, signifikantné rozdiely medzi jednotlivymi typmi rastlin boli v§ak
u NL rastlin (Obr. 13). K tejto problematike vznika v su¢asnosti vedecka publikacia pod
zastitou katedry Biofyziky Prirodovedeckej fakulty Univerzity Palackého v Olomouci,
pricom by mala viacej opisovat’ mozné priciny zvySenia Fo pri mutantoch kolhch6
a kolhch3kolhch6. Vysvetlenie ponukaji volné antény, resp. M podjednotky, ktoré
sa vyskytuju v okoli C2Sz, no nie st prepojené (de Bianchi a kol. 2008).

Klesajuce hodnoty maximalnej fluorescencie v stave adaptovanom na tmu u skupin
aklimovanych na normalne a vysoké osvetlenie (Obr. 13) sthlasia s tvrdeniami,
ze pri mutantoch ich PSII funguje pravdepodobne inak, ¢o zapri€inila zmena Struktiry
komplexov (Albanese a kol. 2016). Toto tvrdenie wvyvratili len LL vzorky,
ktoré vykazovali opa¢ny trend (Obr. 13). Maximalny kvantovy vytazok fotochémie PSII
v stave adaptovanom na tmu (Fv/Fm), ktory ukazuje vitalitu rastliny (idealne okolo 0,75
az 0,85) bol namerany ako najvyssi u A. thaliana prirodzeného genotypu a rastlin kolhcb3
(= 0,78 az 0,8) (Rascher a kol. 2000). Rastlina bez Lhcb3 teda musi zastupit’ absenciu

tohto proteinu naozaj efektivne, kedy mozno tvrdit’, ze dana rastlina bude bud’ na Grovni
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vitality rastliny s prirodzenym genotypom alebo este vitalnejsia. Mozno potvrdit’ zaver
stadie (Adamiec a kol. 2015), ktora popisuje nahradenie Lhcb3 pomocou Lhcbl a Lhcb2,
no nie Gplne. AvSak mutanty kolhcb6 a kolhcb3kolhcb6 maju parameter Fv/Fm vyrazne
nizsi, a to pod idealnou hodnotou (= 0,65) (Obr. 13). Znaci to vyrazné zvySenie miery
stresu alebo nizsiu efektivitu elektronového transportu v PSII a tym nizsiu efektivitu
fotosyntézy. Nasledkom potom moéze byt nizsia produkcia makromolekul a energie, a
tym pomalsi rast a nizsia vytaznost’. Pokles moze byt aj dosledkom zvysSeného parametra
Fo, kvoli volnym LHC. Tieto vysledky suhlasia aj s vysledkami §tadii z poslednych rokov
(de Bianchi a kol. 2008), ktoré popisujii zmeny v kapacite transportu elektronov (ETR).

Dalsie dva parametre relativna rychlost’ fotochémie (dV/dto) a maximalny zachyteny
tok excitonov na aktivny PSII (TRo/RC) ukazali podobné vysledky (Obr. 13). Najnizsie
hodnoty oboch parametrov mali rastliny aklimované na HL a najvysSie hodnoty nabrali
zas rastliny aklimované na LL. Vysvetlenim je zmenSenie antén u HL skupiny
(Albanese a kol. 2016) a naopak, zvdcSenie antén rastlin aklimovanych na nizke
osvetlenie. Rastliny tak reagovali na potreby pri zbere fotonov. Tento fakt potvrdzuje
tvrdenia zo §tidie od Albanese a kol. (2016). Rovnako mozno potvrdit’ aj dobru korelaciu
medzi zniZzenim velkosti antény PSII a zvySenim pomeru Chl a/b po zvyseni intenzity
osvetlenia (Obr. 13).

Analyza O-J-1-P kriviek potvrdila pomalsi prenos energie pri mutantoch kolhch6
a kolhch3kolhch6 (Obr. 14). Antény dodavajii menej energie ku primarnemu akceptoru
PSII, ¢o spomal'uje elektronovy transport (Albanese a kol. 2016). Naznacuju to nizsie
viny J a | oproti rastlinam prirodzeného genotypu (Obr 14). Opat’, jav nebol pozorovany
u mutanta bez Lheb3, ktorého spravanie sa priblizuje skor ku nemutovanym rastlindm.
Znizenie vin J albolo zaznamenané u rastlin aklimovanych na NL aLL. Treba
upozornit, ze de Bianci a kol. (2008) pozorovali narast J-1 v svojej praci ako rychlejsi,
zatial’ ¢o treti I-P bol pomalsi pri mutantovi kolhch6 oproti WT. Vo vysledkoch prace
tento jav pozorovany nebol (Obr. 14). Autori spominanej $tadie (de Bianchi a kol. 2008)
vysvetlili svoje zavery zhorSenim v miere redukcie zasob plastochinonu (PQ),
ktory sa zapaja do ETR vo fotosyntetickych reakciach zavislych na svetle. Naskytuje
sa tu teda otazka, ¢i tomu tak skutocéne je.

Pri NPQ mozno znova sledovat’ podobné spravanie rastlin prirodzen¢ho genotypu
a kolhch3 oproti rastlinam bez Lhcb6 advojittho mutanta bez Lhcb3 a Lhch6
(Obr. 15 a Obr. 19). Je tu vsak par zaujimavych zisteni. Najmé u rastlin aklimovanych

na normalne osvetlenie NPQ u kolhch3 bolo vyssie nez u prirodzeného genotypu. Mozno
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tak vyvodit’ lepSiu aktivnu ochranu, alebo skor pripravenost’ chranit’ rastlinu pred
nadmernymi excitdciami pri osvetleni. To mozno vysvetlit' syntetizaciou vicsieho
mnozstva Lhcbl a Lheb2, snaziac sa nahradit’ Lheb3. K podobnému zaveru prisli prave
aj Adamiec a kol. (2015). Dalej vsak pozorujeme aj rychlu relaxaciu kolhch6 oproti
kolhcb3kolhch6 (Obr. 19). Analyza NPQ od de Bianciho a kol. (2008) ukazala rychli
narast NPQ mutantu bez Lhcb6 do hodnoty jedna, a zotrvanie na tejto hodnote pocas
celého nefotochemického zhasania. Nami zachytené NPQ kolhcb6, vybehol avsak az nad
1,5 arovnako to bolo aj pri dvojitom mutantovi (Obr. 15). To naznacuje ne¢akanu vitalitu
mutantov ako aj kolhcb3 tak kolhcb6 a kolhcb3kolhch6. Mutant bez Lheb3 vsak ukazal
zaujimavé spravanie aj pri aklimacii na vysoké osvetlenie, kedy jeho pokles bol
az neCakane strmy oproti prirodzeném genotypu (Obr. 19). Presna pricina nie je znama.
Pri rastlindich aklimovanych na nizke osvetlenie bola prekvapenim zvySenie NPQ
u mutantu bez Lhch6 a to az na konci, pri temnostnej relaxacii. Podl'a publikacie z roku
2020 (Wu akol. 2020) je tloha Lhcb3 obsiahnutd v mechanizme NPQ, kedze hra
rozhodujiicu tlohu pri regulacii prenosu energie z LHC do jadra reakéného centra
Vo vyssich rastlinach. Odstranenie Lhcb3 ukazuje zmeny spravania NPQ (Obr. 19),
no treba podotknut’, ze okrem prudkého poklesu pri HL rastlinach, neboli pozorované
signifikantné rozdiely oproti WT rastlinam. Mozno citovat’ Adamiec a kol. (2015),
ze funkcia Lhch3 v rastline je stale neuchopitelna.

Priebeh efektivneho kvantového vytazku fotochémie PSII (Y(II)) a PSI (Y(I)) v Case
potvrdzuje similaritu medzi kolhcb3 a prirodzenym genotypom (Obr. 17). Tieto rastliny
mali hodnoty danych parametrov vysSie oproti ostatnym typom. Znaci to vys$si podiel
prijatej energie iducej do fotochemickych procesov, a to hned’ na zaciatku osvietenia, teda
energia z prijatého svetelného ziarenia je efektivne vyuzita. Pri ostatnych mutantoch boli
dané parametre nizsie, ¢o suhlasi s vysledkami predoslych stadii (de Bianchi a kol. 2008).
Tieto zmeny moézu suvisiet srozdielnym ETR, zapri¢inenym zmenou Struktury
svetlozbernych antén, ktory bol uz popisany (de Bianchi a kol. 2008).

Posledné parametre zistené za pomoci pulznej amplitidovej modulécie, ktoré budu
rozoberané su priebeh nefotochemického kvantového vyt'azku PSI spdsobeny limitaciami
na donorovej strane v ¢ase (Y(ND)) a priebeh nefotochemického kvantového vytazku
PSI sposobeny limitdciami na akceptorovej strane v Case (Y(NA)). Pri Y(ND) mozZno
pozorovat’ nizSie hodnoty parametru u WT a mutanta bez Lhcb3 (Obr. 18), teda opét
sa potvrdzuje hypotéza similarity medzi tymito dvoma typmi. Pokles je dany niz§imi

limitaciami v smere od PSII. Opacne je to u kolhcb6 a kolhcb3kolhcb6 (Obr. 18).
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Limitécie st smerom od PSII, ¢o znamena Ze sa moze jednat' o problém v spomaleni
elektronového transportu alebo jeho naruseni pred PSI alebo je PSII poskodeny. U Y(NA)
nastava opacna situacia. Hodnoty u prirodzeného genotypu a kolhcb3 stipaja a naopak je
to pri zvySku mutantov (Obr. 18). Znaéi to vysSie limitacie na akceptorovej strane
urastlin WT abez Lhcb3. Je to dbsledok nasytenia ETR a fotosyntézy excitonmi,
a dostatok energie pokracuje d’alej do fotosyntézy a zvySok prebytocnej energie sa musi
stratitt cez nefotochemické procesy. To vSak nemozno povedat o kolhch6
a kolhcb3kolhch6, kde nastava opacna situacia. Mozno teda opat’ potvrdit’ hypotézu
poskodenia PSII alebo svetlozbernych antén (Albanese a kol. 2016; Grinzato a kol. 2020).

Vysledky z elektroforézy potvrdili poznatky z literatiry (de Bianchi et al. 2008;
Kovacs et al. 2006). Vsetky superkomplexy PSII boli potvrdené u WT nezavisle na
aklimacii na ro6zne druhy osvetlenia (Obr. 20). U mutanta kolhch3 z istotou mozno
potvrdit’ pritomnost’ superkomplexu C2S:M2 len v pripade skupiny NL, a minimalne
mnozstvo bolo pozorované aj u rastlin aklimovanych na nizke osvetlenie. V pripade
vysokého osvetlenia nebol komplex daného typu pozorovany. Tu sa mozno Ciastoéne
opriet’ o tvrdenia zo $tadie z roku 2015 (Adamiec et al. 2015), kedy mozno tvrdit’, ze
Lhcbl a Lhcb2 sa snazia nahradit’ Lhch3. Avsak kvoli podobnému spravaniu mutanta
ako u rastlin prirodzeného genotypu sa mozno domnievat, ze dany superkomplex
sa v rastline v nejakej forme nachadzat’ bude, takisto je na zvazenie aj vyskyt volnych
M trimérov v okoli. Superkomplexy C2S:M, C2S2 a C2SM pozorované boli vo vSetkych
pripadoch (Obr. 20).

V pripade mutanta bez Lhcb6 doslo k zaujimavému objavu (Obr. 20). V pripade
daného typu rastliny aklimovanej na normdlne osvetlenie bola zistena pritomnost’
superkomplexu PSII C2S:Mz. Ked'Ze z teoretickej Casti vieme, ze CP24 kodovany Ihch6
viaze trimér M spolu s CP29, je teda malo pravdepodobné, ze mutant kolhch6
by obsahoval C>S:M. (Jansson 1999). Napriek tomu jeho nepatrné mnozstvo bolo
detekované. Stidia vznikajuca na katedre Biofyziky Prirodovedeckej fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci, ktora nebola zatial publikovand, prisla s nasledovnym
vysvetlenim. V pripade mutanta kolhcb6 sa jedna o inzerciu na 3’ konci daného génu,
a je pravdepodobné, Ze nie je tak odstranena cela kodujuca Cast. V tom pripade
je pravdepodobnost’ tvorby Lhcb6 v malom mnozstve, ako to potvrdila proteomicka
analyza vramci vznikajicej S$tadie na katedre Biofyziky Univerzity Palackého
v Olomouci. Je potrebné podotknut’, ze superkomplex PSII C2S2M2 nebol zaznamenany

u kolhcb6 aklimovaného na vysoké a nizke osvetlenie. Potvrdeny bol vysoky vyskyt C2S;
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podra literatry (de Bianchi a kol. 2008). V dvojitom mutante bez Lhcb3 a Lhch6 neboli
zachytené superkomplexy PSII C2S2M2 vo vsetkych typoch intenzity osvetleniaa C.S:M
bol zachyteny len v pripade rastlin NL v nepatrnom mnozstve, v ostatnych typoch opét
chyba (Obr. 20). Ostatné superkomplexy boli pozorované v celom rozsahu. Tento
zachyteny vyskyt mozu vysvetlovat’ chybajuce Lhch3 a Lhcb6, a nasledne poskodenie
fotosyntetického aparatu bez zastupenia ostatnych LHC (Wu a kol. 2020).
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10. Zaver

Hlavnou motivaciou prace bolo zistit’ akym spésobom rastliny hospodaria so svetlom
v roznych podmienkach apri absencii roznych proteinovych podjednotiek
svetlozbernych komplexov PSIl. Zavery prace mozno aplikovat v budiucom
pol'nohospodarskom vyskume pri ur€eni spravnych podmienok pre zvysSenie vynosu
rastlin.

Nase zavery sa opieraju o vysledky z pulznej amplitidovej modulacie, vel'mi rychlej
fluorescenénej indukcie, analytického stanovenia obsahu pigmentov a aj elektroforetickej
separacie pigment-proteinovych komplexov tylakoidnych membran. Dokazali v celku
vy$$iu vitalitu mutantov A. thaliana v porovnani s vysledkami z literatury. Tomuto
zaveru nasvedcuju najmi porovnania NPQ vysledkov z publikacii od de Bianchiho
(2008) s nasimi hodnotami. Nejednalo sa avSak len o vitalitu mutantov ako takych.
Velkym prekvapenim bolo chovanie mutantu kolhcb3, ktorého spravanie bolo vel'mi
podobné so spravanim rastlin prirodzeného genotypu. V tomto pripade mozno suhlasit’
s vysledkami z poslednych s$tadii, ktoré predpokladaji kompenzaciu straty Lhcb3
zvysenou produkciou a vzajomnym zastiipenim podjednotkami Lhcb1 a Lheb2 (Adamiec
a kol. 2015). Dany mutant je moznym predmetom budtcich analyz, ked’Ze v niektorych
pripadoch vysledky ukazuji podobnost’ s prirodzenym genotypom vo vitalite rastliny
(Obr. 13 a Obr. 14) abolo by dobré dané stvislosti podrobit’ hlbsej analyze. Dalsim
zistenim bolo potvrdenie spravania NL, HL a LL rastlin (Schumann a kol. 2017).
Vyvratené v§ak boli viaceré zavery o kolhch6 z prace od de Bianchi a kol. (2008). Co sa
tyka kolhcb3kolhch6, fenotypizacia rastlin daného typu (Obr. 10) sa nezhodovala s tou,
ktora bola popisana v praci D. Dostalovej (2020).

Dal3im zaujimavym vysledkom bolo aj zachytenie komplexu C2S;M; pri nativnej
polyakrylamidovej elektroforéze v kolhcb6. Tento jav bude popisany blizsie v studii

katedry Biofyziky Prirodovedeckej fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.
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12.Prilohy

Priloha 1: Ukazka procesu vysadby rastlin A. Thaliana prirodzeného genotypu a jej

mutantov bez Lhcb3 a/alebo Lhcb6. Na obrazku A mozno vidiet substrat nasiaknuty
vodou priraveny na zasadenie semiacka daného typu rastliny. Biele palicky s popismi na
lavej strane oznacuju uz predom dané rozmiestnenie rastlin v sadebnickoch. Na obrazku

B mozno vidiet ukazku z fytotronu po vysadbe semiacok do substratu.
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Priloha 2: Priebeh relativnej miery rychlosti elektronového transportu PSI (rychlost
nabojovej separdcie vreakénych centrach PSI) (ETRI) v case vpravo a priebeh
efektivneho kvantového vytazku fotochémie PSI (Y(1)) vliavo. Analyza tychto velicin bola
spravena na oddelenych listoch zatemnenych Sesttyzdnovych rastlin Arabidopsis
thaliana (AT prirodzeny genotyp, WT) a na jej mutantoch s chybajucimi Lhcb (koLhch3
(3), koLhcb6 (6), koLhcb3koLhcb6 (3+6)). Rastliny boli pestované 4 tyzdne pri 110 umol
foténov-m?st (NL), potom potom boli rozdelené do 3 skupin a dva tyzdne boli
vystavené: prva skupina na normalnom osvetleni (NL; 110 umol foténov-m™?-s™), druha
skupina na vysokom osvetleni (HL; 750 umol foténov-m?-s), a tretia skupina na nizkom
osvetleni (LL; 30 umol foténov-m™-s). Jednalo sa o 8 hodinovy denny rezim pri teplote
22 °C a 16 hodinovy nocny rezim pri teplote 20 °C. Vihkost bola 60 %. Pocet vzoriek n
= 5. Vzorky boli zmerané a vyhodnotené pomocou Dual-PAM 100. Body v grafe
predstavujii hodnoty medianov, chybové isecky si horné a dolné kvartily. Cierna farba
zastupuje vzorky z prirodzeného genotypu, Cervend zmutantného genotypu
koLhcb3,modra farba z mutantného genotypu koLhcb6 a fialova farba vzorky
Z mutatného genotypu koLhcb3koLhcb6.
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Priloha 3: Priebeh relativnej miery rychlosti elektronového transportu PSI| (rychlost
ndbojovej separdcie v reakénych centrach PSIl) (ETRII) v case vpravo a priebeh
efektivneho kvantového vytazku fotochémie PSI (Y(I1)) viavo. Analyza tychto velic¢in
bola spravena na oddelenych listoch zatemnenych Sesttyzdniovych rastlin Arabidopsis
thaliana (AT prirodzeny genotyp,
(koLhcb3 (3), koLhchb6 (6), koLhcb3koLhchb6 (3+6)). Rastliny boli pestované 4 tyZdne
pri 110 umol foténov-m™s™ (NL), potom potom boli rozdelené do 3 skupin a dva tyzdne
boli vystavené: prva skupina na normalnom osvetleni (NL; 110 pumol foténov-m™>-s™),
druhd skupina na vysokom osvetleni (HL; 750 umol foténov-m™s™), atretia skupina
na nizkom osvetleni (LL; 30 umol foténov-m™s). Jednalo sa 0 8 hodinovy denny rezim
pri teplote 22 °C a 16 hodinovy nocny rezim pri teplote 20 °C. Vihkost bola 60 %. Pocet
vzoriek n = 5. Vzorky boli zmerané a vyhodnotené pomocou Dual-PAM 100. Body
vV grafe predstavujii hodnoty medidnov, chybové tisecky sii horné a dolné kvartily. Cierna
farba zastupuje vzorky z prirodzeného genotypu, cervend z mutantného genotypu

koLhch3,modrd farba z mutantného genotypu koLhcb6 a fialova farba vzorky
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Priloha 4: Priebeh nefotochemického kvantového vytazku PSI spésobeny limitdaciami
na donorovej strane v case vlavo (Y(ND)) a priebeh nefotochemického kvantového vytazku
PSI sposobeny limitdciami na akceptorovej strane v case vpravo (Y(NA)) Analyza tychto
velicin bola spravend na oddelenych listoch zatemnenych Sesttyzdiiovych rastlin
Arabidopsis thaliana (AT prirodzeny genotyp, WT) a na jej mutantoch s chybajiicimi Lhch
(koLhcb3 (3), koLhcb6 (6), koLhcb3koLhcb6 (3+6)). Rastliny boli pestované 4 tyzdne pri
110 umol foténov-m™s™* (NL), potom potom boli rozdelené do 3 skupin a dva tyZdne boli
vystavené: prva skupina na normdlnom osvetleni (NL; 110 umol fotonov-m™s™), druhd
skupina na vysokom osvetleni (HL, 750 umol foténov-m™?-sY), a tretia skupina na nizkom
osvetleni (LL; 30 umol foténov-m™-s"). Jednalo sa 0 8 hodinovy denny rezim pri teplote 22
°C a 16 hodinovy nocny rezim pri teplote 20 °C. Vihkost bola 60 %. Pocet vzoriekn = 5
Vzorky boli zmerané a vyhodnotené pomocou Dual-PAM 100. Body v grafe predstavuji
hodnoty medidnov, chybové usecky sii horné a dolné kvartily. Cierna farba zastupuje
vzorky z prirodzeného genotypu, cervena z mutantného genotypu koLhcb3,modra farba
Z mutantného genotypu koLhcb6 a fialova farba vzorky z mutatného genotypu
koLhcb3koLhcb6.



