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CILE PRACE
TEORETICKA CAST

1. Vypracovani ptehledu problematiky role svétlosbérnych antén LHCBS a LHCB6
ve fotosyntéze se zaméfenim na jejichroli pti indukci nefotochemického zhaseni
fluorescence (NPQ) a ptehledu parametrii vypoctenych z namétenych indukénich

ktivek chlorofylové fluorescence.
PRAKTICKA CAST

1. Méfeni kinetiky NPQ a dalSich parametra funkce fotosystému Il a I in vivo u
mutantnich linii Arabidopsis thaliana s absenci proteini LHCB6 a/nebo LHCB5
aklimovanych na riznou ozéfenost.

2. lzolace pigmentl z listl napéstovanych rostlin a stanoveni koncentraci téchto
pigmentt pomoci spektrofotometrické metody.

3. Analyza naméfenych dat a diskuze vysledkd.



1 UVOD
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Jde o hlavni zplsob, skrze ktery ziskava energii vétSina autotrofnich organismu, mezi
které patii naptiklad rostliny. Zasadni se stala oxygenni fotosyntéza, ktera vyuziva svétlo,
oxid uhli¢ity a vodu za vzniku glukozy a kysliku, ktery se stal zakladnim piedpokladem

evoluce a existence komplexnéjsich organismi (viz napt. Johnson, 2016).

I ptesto, ze svétlo je jeden z predpokladl pro fotosyntézu, jeho nadmérnd intenzita
muze pro rostliny predstavovat vyrazny problém, a proto musi rostliny neustale
balancovat mezi vyuzitim absorbovaného zatreni ve fotosyntéze a zapojenim ochrannych
mechanismi. Nadmérna absorpce svétlamize vést k produkci reaktivnich forem kysliku
(ROS), které mohou poskodit klicové proteiny v rostlinnych bunkach. Proti této
nadmérné excitaci si rostliny vyvinuly fadu ochrannych mechanismi. Jednim z nich je
nefotochemické zhaseni (NPQ), které umoznuje tuto prebytecnou energii preménit na
teplo. Rostliny disponuji dvéma fotosystémy, na kterych probihaji fotochemické reakce.
Pro studium procestt NPQ je pozorovan piedevsim fotosystém II (PSII), protoze u PSII
je mozné pozorovat NPQ pii pokojové teploté. PSII se sklada z jadra a perifernich antén.
Na perifernich svétlosbérnych anténach probihaji procesy sbéru a transferu svételné
energie do jadra nebo procesy nefotochemického zhdseni. Nefotochemické zhasSeni je
energii (qE), které je nejrychleji regulovatelnou komponentou NPQ a zprostiedkovava

tak prvni odpovéd rostliny na stres z nadmérné intenzity absorbovaného svétla (viz napf.

Miiller et al., 2001; Li et al., 2009).

Pti biologickém vyzkumu jsou vyuzivany modelové organismy. Tyto organismy
jsou nendro¢né na pestovani, jednoduché a vhodné pro studium biologickych procesii
typickych pro urcitou skupinu organismil. Znalosti ze studia téchto organismu jsou
pouzitelné pii studiu komplexnéjSim organismi. NejvyuZivanéj$i organismus pro
studium vysSich dvoud€loznych rostlin je huseni¢ek rolni (Arabidopsis thaliana).
Arabidopsis thaliana patii do ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae). Samotna rostlina se
sklada z rtizice malych listli s hlavnim stonkem zakoncenym kvétenstvim. Mezi hlavni
vyhody rostlin A. thaliana patii mala velikost, rychla genera¢ni doba, velké mnozstvi

semen, nenaro¢nost na podminky, maly genom a samosprasnost (Meyerowitz, 1987).



vvvvvv

organismu je mutageneze. Knockout mutace umoznuji pifimé studium funkce
jednotlivych genii. Vysledkem téchto mutaci je vznik organismi s jednim nebo vice
nefunk¢énimi geny. Pozorovani fenotypu takového organismu s absenci genu muze
odhalit funkci tohoto genu pfi porovnani s divokym typem. Knockout mutace vznika
vlozenim cizorodé DNA kazety do genu zajmu, coz vede k znefunkénéni promotoru nebo
posunu ¢teciho ramce. Nejéastéj$i metoda pro A. thaliana je infikace bakterii
Agrobacterium tumefaciens, ktera nese upraveny Ti-plazmid ,,tumor-indukujici
plazmid®. Z Ti-plazmidu je ¢ast DNA pienesena do jadra rostlinné buiky. Tento tisek
DNA se nazyva T-DNA. Timto pienosem jsou transformovany nezralé vajecné buiiky,
Z kterych po oplodnéni vznikaji transgenni semena. Pfiprava novych ,.knockout* mutantti
je naro¢ny a zdlouhavy proces, proto bylo vytvofeno nékolik kolekci inzerénich linii.

Mezi tyto kolekce patii napiiklad SAIL, WISC a SALK (O’Malley et al., 2015).

Blizs$i vyzkum perifernich antén PSII byl provadén pomoci vytazovani nebo
umlcovani jednotlivych genti kddujicich dané antény. Zatimco vétSina téchto mutantd
neméla pozménénou funkci NPQ, v piipadé mutanta Ihcb6 byla pozorovana snizena
schopnost NPQ a zménéna organizace perifernich antén (Kovacs et al., 2006).
V navazujici studii byl u mutanta Ihcb6 popsan kromé vyrazné zhorsené schopnosti pro
NPQ i zhorSeny fenotyp a v pripadé dvojitého mutanta Ihch5lhch6 castecny navrat k
fenotypu a hodnotam NPQ divokého typu (De Bianchi et al., 2008). V nedavné studii
katedry biofyziky nebyl u mutanta Ihcb6 pozorovan ani zietelné hor$i fenotyp, ani
vyrazné hor$i hodnoty NPQ oproti divokému typu (llikova et al., 2021). V této praci byla
meétena a vyhodnocovana indukce chlorofylové fluorescence u mutantnich linii Ihch5 a
Ihcb6 a na dvojitém mutantu Ihcb5lhcb6. Dale na téchto mutantech byla provedena

aklimacéni studie na riznou ozafenost.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Fotosyntéza

Fotosyntéza je jednim z kli¢ovych metabolickych procesii pro zivot na Zemi. Jde 0
sveétlem indukovany proces, kterym je fotosyntetizujici organismus schopen premenovat
zachycenou svételnou energii na energii chemickou. Pro tyto organismy je svétlo nejen
nezbytné, ale i uréujici pro jejich vyvin a rist. Fotosyntéza se déli na zaklad¢ primarniho
donoru elektront na oxygenni a anoxygenni. Oxygenni fotosyntézu vyuzivaji rostliny,
fasy a sinice, které redukuji oxid uhli¢ity (CO2) na sacharidy a oxiduji vodu (H20) za
vzniku molekularniho kysliku (O2). Naproti tomu anoxygenni fotosyntetické bakterie
nevyuzivaji jako donor elektronti H2O, ale vyuzivaji napiiklad H.S nebo jiné organické
slouceniny. Proto produkuji namisto O, oxidovanou formu dané chemické slouceniny,
napiiklad siru. Fotosyntéza ma tfi Casti:1. absorpce svétla, 2. vyuziti této energie
k produkci ATP a k redukci NADP* na NAPDH, 3. syntéza sacharidi. Cely tento proces
probiha pfi pfitomnosti svétla, ale svétlo je nutné k spravné funkci pouze pro ¢ast 1 a 2,
které spadaji do ,,svételné faze, zatimco ¢ast 3 je na svétle nezavisla a byva ne zcela
presné oznacovana jako ,,temnostni faze®, protoze nemusi probihat pfi pfitomnosti svétla

(viz napt. Mirkovic et al., 2017; Croce & Van Amerongen, 2014; Anderson, 1986).

Ve vSech fotosyntetizujicich organismech zajistuji absorpci svétla specializované
pigmenty, kterymi jsou chlorofyly (Chl), karotenoidy (car) a fykobiliny. Chlorofyly jsou
po chemické strance cyklické tetrapyrroly, které jsou schopny absorbovat zaieni ve
viditelné oblasti spektra. Optimalni rozsah vlnovych délek absorpce svétlosbérnych
pigmentt se pohybuje v ¢ervené oblasti (650-690 nm) a v modré oblasti (420-450 nm),
protoze tyto vinové délky poskytuji chlorofylim energii potfebnou k Stépeni vody
(Mirkovic et al., 2017). Existuji rizné druhy chlorofylt, které se liSi substituenty na
pyrolovém kruhu. Ne&které z téchto substituci vyznamn€ méni absorpcéni spektra
chlorofylu (viz Obr. 1c). Chlorofyly mén¢ absorbuji zateni v oblasti 500-600 nm, ktera
odpovida zelené barvé. V této oblasti naopak dobte absorbuji pigmenty jako fykoerytrin
a fykocyanin, které jsou specifické pro sinice a n¢které druhy fas. Dale v této oblasti
CasteCné absorbuji 1 karotenoidy, které se nachazeji i u vyssich rostlin (viz Obr. 1b).
Fotosyntetické pigmenty jsou navazané v proteinech a tvofi protein-pigmentové

komplexy, také oznacované jako svétlosbérné antény (viz napi. Liguori et al., 2020).



mira fotosyntézy
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Tyto protein-pigmentové komplexy jsou usporadany do vyssich celki, kterymi
jsou fotosystémy I (PSI) a Il (PSIl). V ramci téchto fotosystéma mohou byt fotony
absorbovany kteroukoli molekulou fotosyntetického pigmentu, coz vede k ptechodu této
molekuly do nestabilniho excitovaného stavu. Excitani energie se pfend$i Z mista
absorpce fotonil postupnym preddvanim z pigmentu na pigment az do reakéniho centra
piislusného fotosystému, kde je vyuzita k separaci ndboju. Pfenos excitaci probiha
nekoherentnim pieskakovanim (Forstertiv prenos) z jednoho pigmentu na druhy (Nelson
& Junge, 2015).

(@ (c)

chlorofyl

(b)

karotenoid

HOOC COOH

fykobilin

450 500 550 500 650
vinova délka (nm)

Obrazek 1. a) graf zavislosti miry fotosyntézy na vlnové délce b) graf zavislosti absorbance na
vinové délce fotosyntetickych pigmentt c¢) chemické struktury chlorofylu, karotenoidu,
fykobilinu (podle Mirkovic et al., 2017, upraveno)



2.1.1 Svételna faze fotosyntézy u vysSich rostlin

Pro zachyceni svétla, na co nejvétsi ploSe, se u suchozemskych rostlin vyvinuly listy jako
hlavni fotosyntetizujici organ. Kazda buinka zeleného pletiva listu obsahuje asi 100
chloroplastii, drobnych organel, ve kterych probihaji fotosyntetické reakce. Chloroplast
je obalen dvéma membranami, které uzaviraji tekuty prostor nazyvany Stroma
(vizObr. 2a). Uvnitf chloroplastu se kromé stromatu nachazeji tylakoidy
(Johnson, 2016). Tylakoidy jsou malé (5 pm) elipsoidni struktury tvoieny lipidickou
dvouvrstvou, ktera uzavird vnitini prostor. Tylakoidni membrana je slozena z
galaktolipidu a fosfolipidl se zabudovanymi proteinovymi komplexy. Vnitini prostor
tylakoidu se nazyva lumen. Na tylakoidni membrané probihaji reakce svételné faze
fotosyntézy. Tyto reakce probihaji na ¢tyfech multiproteinovych komplexech, kterymi
jsou cytochrom bef komplex, ATP-syntaza, fotosystém I (PSI), fotosystém II (PSII) (viz
Obr. 2b). Tylakoidy mohou byt organizovany do sloupct (gran), ve kterych se nachazi
PSII, nebo jsou tylakoidy distribuovany volné ve stromatu (stromalni tylakoidy), kde se
nachazi preferenc¢né PSI (viz napt. Liguori et al., 2020).
(@)

vnéj$i membrana —
vnitini membréna\

stroma

—~_tylakoidni

lumen
tylakoidni
(b) membrana

4p) 4P)
a
TYLAKOIDY LUMENU  ___
sloZzena membrana
(tylakoidy gran)
nesloZzena membrana
(tylakoidy stromy)

g B

Q

STROMA

I
© fotosystem | () fotosystém Il O cytochrom b6f komplex ,J[‘-\ ATP syntaza

Obrazek 2. a) Schéma stavby chloroplastu b) rozlozeni multiproteinovych komplexti na tylakoidni
membrané (podle Mirkovic et al., 2017, upraveno)



Excita¢ni energie muze vstoupit do reakéniho centra fotosystému PSI nebo PSIL
V piipadé reak¢éniho centra PSII je excitacni energie piedana na dvojici chlorofylta (Chl
a) P680, kde dochazi k separaci naboju, pii které je z chlorofylového paru uvolnén
elektron a vznika tak P680" a e". Tento volny elektron je pfedan na feofytin a poté na
molekulu vazaného plastochinonu (PQ) oznacovaného jako Qa. Soucasné s tim dochazi
k fotolyze dvou molekul H>O, ze kterych vznikaji 4 H*, 4 e” a O,. Elektrony ze $tépeni
vody slouzi k redukci P680*. Z Qa je pak elektron pienesen na molekulu PQ v tzv. Qg
kapse (plastochinon Qg). V Qg kapse piijima plastochinon také 2 H* ze stromatu a
uvolnuje se z kapsy ve formé plastochinolu (PQH2). Tato molekula prochazi membranou
do cytochromu bef komplexu. Zde jsou elektrony z PQH, predany do Q-cyklu a na
plastocyanin (PC) (pies cytochrom f), ktery nasledné predava elektron do PSI. Uvolnéné

protony z PQH: zvysuji kyselost lumenu (viz napt. Liguori et al., 2020).

V pfipad€, ze excitacni energie vstoupi do reakéniho centra PSI, dochazi
k separaci nabojtna dvojici chlorofyltiaP700, pti které je z chlorofylového paruuvolnén
elektron a vznika P700" a e Uvolnény elektron putuje prostifednictvim nékolika
kofaktori na ferredoxin (Fd), zatimco PC opét redukuje P700* zpét na P700. Z Fd putuji
elektrony na Fd-NADP*-oxidoreduktazu (FNR) k redukci NADP* na NADPH. Tento tok
elektront z PSII na PSI pfes cytochrom bef komplex se nazyva linearni (viz Obr. 3).
Existuje i cyklicky tok elektronu, pii kterém elektrony z PSI putuji z Fd na cytochrom bef
komplex a z n¢j zpét na PSI. Tento cyklicky tok elektronii vede k vytvoreni protonového
gradientu napfi¢ tylakoidni membranou bez redukce NADP*. Celkovy protonovy
gradient vytvofeny obéma transportnimi procesy nakonec pohani ATP-syntazu Kk
produkci ATP. NADPH a ATP jsou vyuzity spolu s CO; v Calvin-Bensonove cyklu, ve

kterém z nich vznikaji sacharidy (viz napt. Liguori et al., 2020).

NADP” NADPH

PSII-LHCII

cytb6f

2H,0 h 0,+4H"
Obrazek 3. Schéma svételnych reakci fotosyntézy (podle Croce & Van Amerongen, 2014,
upraveno)



2.1.1.1 Fotosystém II

Fotosystém II (PSII) je makromolekuldrni komplex, ktery se nachazi v membrané
tylakoidt gran. PSII, vyskytuje se ve fotosyntetickych organismech v dimerni formé.
Kazdy monomer je slozen z 27-28 podjednotek organizovanych do dvou skupin:
komplex jadra a periferni systém antén. Jadro je tvofeno nékolika proteiny. Jednak D1 a
D2, které obsahuji reakéni centrum s dvojici chlorofylt P680 a ostatni kofaktory
elektronového transportniho fetézce a jednak proteiny CP47 a CP43, které vazou
molekuly chlorofylu a, a funguji jako vnitini anténa PSII. K témto zakladnim proteintim
jadra PSII je ptfipojeno nékolik nizkomolekularnich podjednotek, jejichz role zatim
nebyla pln¢ objasnéna. Jadro fotosystému II sinic obsahuje 35 molekul chlorofylu a, 2
feofytiny a 12 molekul B-karotenu. Soucasti jadra je komplex vyvijejici kyslik ,,oxygen-
evolving complex“ (OEC), ktery se sklada ze tii ¢asti (OEC33, 23 a 17), které jsou
kodovany geny psbO, psbP a psbQ. Tento komplex stabilizuje Mn Kklastr, ktery je
nezbytny k rozkladu vody, ¢imz vznika molekula kysliku (Caffarri et al., 2009).

Primarni funkci perifernich antén je absorpce svétla a transfer vzniklé excitacni
energie do reakéniho centra. Tento systém antén obsahuje Sest komplext patticich do
multigenni rodiny LHCB (,,light-harvesting complex*), které jsou schopny Vv riznych
pom¢érech vazat chlorofyly a, chlorofyly b a xantofyly. Produkty geni LHCB1-3 tvoii
trimerni svétlosbérné antény LHCII, které jsou organizovany bud’ jako homotrimery
(LHCB1); a (LHCB2); nebo heterotrimery LHCB1/LHCB2/LHCB3. Dalsi tii
podjednotky LHCB6 (alternativné CP24 ,.chlorophyll a/b-binding protein 24), LHCB5
(CP26) a LHCB4 (CP29) se vyskytuji jako monomery. LHCB4 se vyskytuje ve tfech
isoformach LHCB4.1, LHCB4.2 a LHCB4.3 (oznacovana také jako LHCBS). Vétsinu
LHCB4 u nestresovanych rostlin Arabidopsis tvoii isoformy LHCB4.1 a LHCB4.2
(Albanese et al., 2016; Caffarri et al., 2009).

S jadry PSIl se mize asociovat variabilni pocet perifernich antén za vzniku
takzvanych superkomplexti PSII-LHCII. Vétsi superkomplex se sklada z dimerniho jadra
,core Cp, dvou ,,strongly bound trimerd LHCII Sy, které se siln€ vazou na komplexy
CP43 a LHCBS5 a dalsich dvou ,,moderately bound* trimerd LHCII M», vazanych stfedné
siln¢ na komplexy LHCB4 a LHCBG6. Tento superkomplex je zndm jako C2S;M»
(viz Obr. 4). Pti absenci LHCB6 muze vzniknout mens$i superkomplex C»S;
(Caffarri et al., 2009; llikova et al., 2021).



Obrazek 4. Model superkomplexu (C2S2M2) PSII z Arabidopsis thaliana (podle Van Amerongen
& Croce, 2013,upraveno)

2.1.1.2 Superkomplexy fotosystému II

Zvlastni ptipad nastava u Spenatu (Spinaciaoleracea), kde je superkomplex tvoien obCas
jesté dvojici slabé vazanych ,,loosely bound” trimert LHCII (L), které jsou vazané
S jadrem pies LHCB6 (Kouril et al., 2011). Tyto slabé vazané trimery mizou byt
pozorovany také u zelenych fas, jako napiiklad Chlamydomonas reinhardtii, u které
vznika superkomplex (C2S:MzL>). Na rozdil od suchozemskych rostlin u zelenych tas
neni ptitomen protein LHCBG6, takze jsou L trimery fas pfipojeny ptimo k jadru PSII.
Tyto trimery byvavaji také oznacovany jako ,,naked” N a superkomplex PSII jako
C2S2M;3N; (Tokutsu et al., 2012). Proteiny LHCB3 a LHCB6 se vyskytuji specificky
pouze u suchozemskych rostlin. Neddvna pozorovani odhalila, Ze se tyto dva proteiny
nevyskytuji ani u smrku ztepilého (Picea abies), coz vede k rozdilné struktuie
superkomplexu. Toto uspotfadani se podoba evolu¢né star§im organismuim, jako jsou
napiiklad fasy, které rovnéz postradaji protein LHCB6. Protein LHCB3, ktery je bézné
soucasti heterotrimeru LHCII typu M, zde byl nahrazen jinym LHCB proteinem
(Koutil et al., 2016).



Superkomplexy fotosystému II vétSinou nejsou organizované uspotradany Vv
membrané tylakoid gran, ale jak u Spenatu (Spinacia oleracea) tak u Arabidopsis
thaliana byly mens$inové pozorovany semi-krystalické domény superkomplext PSII-
LHCIL Interakce sousednich vrstev membrany gran ovlivituje uspotadani superkomplexu
PSII-LHCII, coz ma za nasledek, Ze se tyto superkomplexy organizuji do specifickych
uhld. Tuto makroorganizaci pravdépodobné ovliviiuje protein PsbS, podjednotka S
fotosystému II (,,subunit S of photosystem II). Vyssi hladina PsbS narusuje tuto
krystalickou makroorganizaci superkomplextt PSII-LHCIl (Koutil et al., 2011).
Superkomplexy fotosystému II mohou tvorit megakomplexy, které se vétSinou skladaji
ze dvou superkomplexi, ke kterym se mtzou vazat pridavné LHCII antény (Nosek et al.,
2017). Antény LHCII mohou byt fosforylovany, ¢imz nastava zmeéna jejich konformace
a prechod k fotosystému I. Tento jev se nazyva stavovy piechod (,.state transition®).
Timto piechodem vznika superkomplex PSI-LHCII, coZ umoznuje rovnomeérngjsi
distribuci excitacni energie pfi stresu spojeného s vysokou intenzitou svétla (viz napf.

Kouiil et al., 2005).

2.1.2 Stres nadmérnou intenzitou svétla

Mnozstvi svétla absorbovaného fotosyntetickymi organismy ¢asto pfevysuje mnozstvi,
které je vyuzitelné pro fotosyntetické reakce. Tato vysoka intenzita zptisobuje rychlé
nasyceni a uzavieni reak¢nich center. Vznikla ptebytecna excitacni energie mize vést ke
tvorbé nebezpecnych vedlejsich produktt, které pasobi foto-oxidativni poskozeni,
vedouci k inhibici fotosyntézy. Fotosynteticka kapacita je pro fotosyntetické organismy
rtizna. V pfirodé se mnozstvi svétla mize dramaticky liSit v ramci sekund, dnli nebo
ro¢nich obdobi. Efekt stresu nadmérnou intenzitou svétla mize byt umocnén jinym
stresovym faktorem, jakym je napt. sucho, vysoka teplota, solny stres nebo nedostatek

zivin. (viz napf. Li et al., 2009; Miiller et al., 2001; Murchie & Ruban, 2020)

Evoluce fotosyntetickym organismim poskytla fadu feSeni problému vysoké
intenzity svétla, které se 1isi u¢innosti, trovni G¢inku a rychlosti reakce. Tyto regulacni
mechanismy bud’ ovliviuji mnozstvi svétla, které dopadne na fotosyntetické pigmenty,
nebo ovliviuji, jak je spotfebovana piebytecna excitacni energie, ktera jiz byla
fotosyntetickymi pigmenty zachycena. Prvnim typem je dlouhodoba aklimace, ktera
probiha na urovni transkripce, translace a posttransla¢nich zmeén, které vedou ke zméné

morfologie a organizace fotosystému. AvSak aklimace nedokaze ochranit rostliny pred



nahlymi vykyvy intenzity zafeni a spotfebovava velké mnozstvi energie a zdrojti. Druhym
typem je nefotochemické zhéaseni, coz je daleko dynamictéjsi proces, ktery probiha ve
svétlosbérnych anténach a ktery chrani fotosynteticky aktivni komplexy pied foto-
poskozenim pomoci reorganizace proteinti antén, zmény slozeni pigmentt a disipace

excitacni energie ve formé tepla (viz napt. Ruban, 2016).

Dalsim z ochrannych mechanismti je pohyb ¢i rist fotosynteticky aktivnich Casti
organismii mimo tuto vysokou intenzitu svétla. Fotosyntetické organismy mohou
detekovat intenzitu svétla pomoci fotoreceptord. U rostlin a zelenych tas existuje nékolik
téid fotoreceptoru, mezi které patii fototropiny, neochromy, fytochromy, rhodopsiny a
kryptochromy. Pfi nadmérném zatfeni fototropiny a neochromy zodpovidaji za pohyb
chloroplasti, které jsou natoceny tak, aby svétlo dopadalo na co nejmensi plochu
chloroplasti. Rhodopsiny u =zelenych ftas ftidi fototaxi a foto-fobicky pohyb.
Kryptochromy u rostlin reguluji expresi genti spojenych s reakci na nadmérnou intenzitu
zafeni. Nepfimymi zplsoby mohou byt metabolické signaly, které vedou k
rychlé fotoprotekci nebo dlouhodobé aklimaci. Takovymi signdly mize byt snizeni pH
lumenu, narast redukované formy plastochinonu, nebo produkce reaktivnich forem
kysliku ROS ,reactive oxygen species®, které narusuji biosyntézu chlorofylu
(viz napt. Li et al., 2009).

2.1.2.1 Cesty absorbované energie

Pti absorpci sluneé¢niho svétla chlorofylem v pigment-proteinovych komplexech ptechazi
chlorofyl do excitovaného singletniho stavu (1Chl*), ktery miiZze piejit zpét do zakladniho
stavu n¢kolika zplsoby. Excitani energie miize byt znovu emitovdna ve formeé
chlorofylové fluorescence, mize byt pfeménéna na chemickou energii a vyuzita pro
reakce fotosyntézy, muze byt pfeménéna na teplo pomoci nefotochemického zhaSeni
(NPQ) nebo miize sloucit pro ptechod chlorofylu do tripletniho excitovaného stavu
(3Chl*), (viz obr. 5). Tato forma tripletniho chlorofylu je nebezpe¢na, jelikoz mlize piedat
energii molekularnimu kysliku. Molekularni kyslik se standardné vyskytuje ve tripletnim
stavu (30.), ale pii dodani potiebné energie mlize piejit do vysoce reaktivniho singletniho
stavu (*O2*). '0* je jedna z reaktivnich forem kysliku (ROS), kterd miize vést
k poSkozeni fotosystémi. Podil excitacni energie, ktera muze zptsobovat vznik
tripletniho chlorofylu se pohybuje mezi 4 % az 25 %. Podil excita¢ni energie, kterd je

vyzatena fluorescenci, je daleko nizsi a pohybuje se mezi 0,6 % az 3 %. Pti pokojové
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teploté vétSina chlorofylové fluorescence pochazi z fotosystému II. Podil energie, kterd
je vyuzita pro nefizené samovolné procesy, jakymi jsou fluorescence a stavovy prechod
chlorofylu, do velké miry zavisi na regulovanych procesech de-excitace chlorofylu. Prvni
z téchto procesti je fotochemické zhaSeni ,,photochemical quenching* (qP). Pii
fotochemickém zhaseni dochazi k aktivaci primarnich reakci fotosyntézy, ¢imz dochazi
ke snizeni urovné chlorofylové fluorescence. Druhym procesem je nefotochemické
zhaseni ,,non-photochemical quenching® NPQ (nebo gN), které nevyuzitou excitacni
energii disipuje nateplo. gP a NPQ pomahaji minimalizovat produkci*O2* v PSII (Miiller
et al., 2001).

4 _ ichrr
77
3ChI* 1
Fluorescence
10,* 2
Fotochemie (qP)
3
0, Teplo (NPQ)
Chi

Obrazek 5. Zpusoby de-excitace chlorofylu (podle Miiller et al., 2001, upraveno)
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2.1.2.2 Nefotochemické zhaSeni

NPQ zahrnuje tti hlavni identifikovatelné komponenty, které se 1i§i mechanismem a
rychlosti indukce. Hlavni a nejrychleji regulovatelnou slozkou u vétSiny fas a rostlin je
zhéaSeni zavislé na energii ,,energy-dependent quenching® qE. Druhou sloZkou je zhaSeni
stavovym pifechodem ,,state-transition quenching“ qT. qT je regulovatelné v rdmci minut
zanedbatelné. qT nastdva pii stavovém prechodu odpojenim LHCII antén
ze superkomplexu PSII a jejich pfipojenim k PSI. Tteti sloZzkou je fotoinhibi¢ni zhaseni
,photoinhibitory quenching™ ql. ql souvisi s inhibici fotosyntézy. Jde o nejméné

prozkoumanou komponentu s nejpomalejsi indukei (Miiller et al., 2001).

2.1.2.3 ZhasSeni zavislé na energii

Vyssi intenzita svétla ma obecné za nasledek posileni pribéhu primérnich reakci
fotosyntézy. Produkty téchto reakci nejsou kompletn€ spotiebovany pro syntézu
sacharidli kvuli omezené rychlosti fixace CO,. To vede ke zméné toku elektronti na
fotosystémech z linearniho, pfi kterém dochézi ke stépeni vody a tvorbé NADPH, na
cyklicky kolem PSI, ktery vede ke zvySenému transportu protontt do lumenu tylakoidu
za Ucelem produkce ATP. Tim dochazi k okyseleni lumenu a zvétSuje se rozdil mezi pH
lumenu a stromatu, ApH. Tento pokles pH lumenu spousti qE v fadu sekund. Tento
systém je dostatecné citlivy, aby umoznil ochranu nebo optimalizaci funkce fotosystémi
pfi pfirozenych vykyvech intenzity svétla béhem dne. Tento mechanismus byl prokazan
pomoci experimentti s mutanty s defektnim elektronovym transportem nebo pfi pouziti
nigericinu, ktery naruSuje acidifikaci lumenu tylakoidi. V obou piipadech byla
pozorovana inhibice qE. Indukce qE pomoci nizkého pH lumenu mize byt dosazeno i ve
tm¢ pridanim kyselého pufru. Mechanismus indukce qE spociva v protonaci LHC
komplexut, v interakci proteinu PsbS s LHC komplexy a v navazani zeaxantinu
(anteraxantinu) na LHC komplexy. ApH indukuje qE pfimo protonaci antén a proteinu
PsbS a aktivaci enzymu xantofylového cyklu, violaxantin deepoxidazy. Tyto reakce
vedou ke konforma¢nim zménam antény, ve které vznikly *Chl* m4 kratkou dobu Zivota,

takze nedochazi k inter-systémovému piechodu (Miiller et al., 2001; Ruban, 2016).
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Existuji dva hlavni typy xantofylovych cykli. Prvnim je diadinoxantinovy cyklus,
ktery se vyskytuje napt. u rozsivek a ve kterém je diadinoxantin pfeménovan na
dianoxantin. Druhym cyklem je violaxantinovy cyklus, ktery se vyskytuje u zelenych a
hnédych fas a u rostlin. U tohoto cyklu dochazi k preméné violaxantinu na zeaxantin pies
anteraxantin pomoci enzymu violaxantin deepoxiddzy (VDE). VDE je aktivovéna pii
snizeni pH lumenu. P¥i zvySeni pH je zeaxantin opétovné pieménovan na violaxantin
pomoci enzymu zeaxantin epoxidazy (ZE) (viz obr. 6). Jak zeaxantin, tak anteraxantin
mayji schopnost se vazat na protonované antény PSII a tim vyvolavat konformacni zmény
téchto antén, které¢ indukuji qE. Dal§im xantofylem, ktery ma schopnost ovliviiovatqE u
rostlin a fas je lutein, ktery vznika CcCinnosti lykopene-cyklasy. U mutantd
Chlamydomonas nebo Arabidopsis, kterym chybéla schopnost produkce zeaxantinu i
luteinu nebylo pozorovano snizené qE. Pfi snizeni pH lumenu mohou byt pozorovany dvé
zmény absorbance spojené s qE. Prvni nastava pfi 505 nm a je zpiisobena preménou
violaxantinu na zeaxantin. Druha nastava pii 535 nm a souvisi s konformacéni zménou
antén PSIIL. Tato zména absorbance nebyla pozorovana U mutantli s absenci PsbS. Nizké
pH umoznuje protonaci proteinu PsbS, ktery interaguje s LHCIl. To vedlo k puvodni
domnénce, Ze je protein PsbS nezbytny pti konformaéni zméné antén PSII. Novéjsi studie
ukazaly, ze antény mohou byt protonovany i piimo bez pfitomnosti PsbS
(Miiller et al., 2001; Johnson & Ruban, 2010; Ruban, 2016).

Pokud zafeni neptesahuje kapacitu fotosyntézy, LHC antény nejsou protonovany
a maji navazany violaxantin. Tento stav je optimalni pro sbér svétla a transfer excitacni
energie do reak¢niho centra. Doba zivota excitovanych chlorofylu této antény je kolem 2
ns. V ptipadé€, ze zatfeni presdhne fotosyntetickou kapacitu, béhem nékolika sekund
dochazi ke snizeni pH a protonaci LHC antén. Doba Zivota excitovaného chlorofylu
Vv téchto protonovanych anténach je sniZena na 1,6 ns. Pfi sniZzeni pH dochazi dale
K tvorbé zeaxantinu, ktery se vaze na LHC antény za vzniku zhaseciho komplexu (viz
Obr. 7). Doba zivota excitovaného chlorofylu v zhasecim komplexu je pouze 0,4 ns, coz
zabranuje reakcim jako mezi-systémovy piechod. Pii opétovném sniZeni intenzity svétla
pH lumenu roste, ¢imz dochazi k deprotonaci antén a pfemén¢ zeaxantinu na violaxantin

(Miiller et al., 2001).
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Violaxantinovy cyklus

Lumen Tylakoidni membrana Stroma
De-epoXxidace X ot [ Epoxidace
VDE HO violaxantin 2E

1 I OH

pH <5.8 | g;z pH7.5
HO 0,, NADPH

anteraxantin

askorbat
| | FAD, ferredoxin

OH
vysoka intenzita W’ nizka intenzita
svétla HO zeaxantin svétla

Obrazek 6. Schéma violaxantinového cyklu (VDE: violaxantin deepoxydaza, ZE: zeaxantin
epoxydaza) (podle Jahns et al., 2009, upraveno)
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Obrazek 7. Schéma =zhaseciho cyklu: (A) LHC anténa sviolaxantinem (ve tmé),
(B) protonovana LHC anténa s violaxantinem (na svétle), (C) zhaseci komplex (protonovana
LHC anténa s zeaxantinem), (na svétle), (D) LHC anténa s zeaxantinem (ve tmé) (podle Miiller
et al., 2001, upraveno)
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2.1.2.4 Role perifernich antén v nefotochemickém zhaseni

Piesna ¢ast PSII zodpovédna za NPQ byla dlouho neznama. Prvnimi kandidaty byly
proteiny LHCB1-6, které m¢ly schopnost vazat zeaxantin a schopnost zhaseni v in vitro
podminkach (Horton et al., 1996). Pro studium roli téchto proteinti byly pfipraveny
,knockout mutantni linie s absenci jednotlivych LHCB genli korespondujicich s
absenci danych proteini. U knockout mutantd lhcbl a Ihcb2 byla pozorovana snizena
kapacita pro NPQ, zmén¢éna struktura gran a obecné niz$i vitalita (Andersson et al., 2003).
Zatimco mutanti Ihcb4 a Ihcb5 vykazovali zanedbatelné zmény oproti divokému typu
(Andersson et al., 2001). U mutanta Ihch6 byla popsana narusena schopnost pro NPQ a

narusena schopnost tvofit superkomplex C,S;M; (Kovacs et al., 2006).

Dilezitym faktorem pii qE je pfitomnost proteinu PsbS, zeaxantinu a luteinu.
PsbS a eaxantin puisobi jako alosterické efektory pii navazani na LHCB proteiny a mizou
zpusobit konformacéni zménu. Pfi pfipravé mutanti neschopnych produkce PsbS,
zeaxantinu a luteinu bylo zjiSténo, Ze ztrata luteinu mirné snizuje kapacitu NPQ, zatimco
PsbS a zeaxantin jsou esencialni pro qE. Pro zjisténi duleZitosti minoritnich antén v qE
byl pfipraven mutant NOM s absenci geni LHCB4.1, LHCB4.2 a LHCBS. Tento mutant
nevykazoval snizenou kapacitu NPQ, ale byl u n¢j pozorovan odlisny pribéh kinetiky

NPQ s pomalejsi indukei (Dall’Osto et al., 2017).

Jelikoz absence minoritnich monomernich antén neovlivnila kapacitu pro NPQ
byl piipraven mutant NOLHCII bez trimernich LHCII antén. Tento mutant byl pfipraven
odstranénim pouze genti LHCB1 a LHCB2 (LHCB3 neni schopen tvofit homotrimery na
rozdil od ptedchozich dvou genti). U mutantu NoLHCII bylo pozorovéano snizeni kapacity
pro NPQ az o0 90 %. Jako zdroj zbytkového zhaseni byly navrzeny interni antény CP43 a
CP47 a ptedevsim LHCBA4, které by mohly interagovat s PsbS (Nicol et al., 2019;
De Bianchi et al., 2011). Soucasna literatura prezentuje, ze za dosazeni 100% kapacity
NPQ divokého typu zodpovidaji pouze antény LHCIL. Toto bylo podpoieno
V experimentu, pii kterém byl vytvofen mutant postradajici minoritni antény, PsbS a
zaroven byla potlacena syntéza jader PSIl. Tento mutant obsahoval majoritné antény

LHCII a vykazoval stejnou celkovou kapacitu NPQ jako divoky typ (Johnson, 2020).
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2.1.2.5 Role antén LHCB5 a LHCBG6 v nefotochemickém zhaSeni

Protein LHCB5 (CP26) se vétsinou nachazi v superkomplexech PSII rostlin nebo fas,
zatimco protein LHCB6 (CP24) je typicky pouze pro rostliny. Tyto proteiny mohou mit
Vv riznych organismech rozdilné funkce. U mechu Physcomitrella patens je LHCB5
zodpovédny za ¢asteCnou regulaci abiotického stresu. Mutanti Physcomitrella patens
Ihcb5 vykazovali zménénou organizaci tylakoidnich membran, defektni fenotyp a
snizenou schopnost NPQ (Peng et al., 2019). V piipadé fasy Chlamydomonas reinhardtii
jsou LHCBS a LHCB4 nezbytné pro NPQ. Tyto dva proteiny jsou totiz klicové pro
stavovy prechod (qT), coz je u fas klicova komponenta NPQ. U mutanta Ihch5 této fasy
nebyl detekovany kromé proteinu LHCB5 ani protein LHCB4, ktery pravdépodobné

nemohl stabiln¢ nasednout na jadro PSII (Cazzaniga et al., 2019).

Ve vyssich rostlinach muze dojit k navdzani zeaxantinu na alosterické misto L2
proteinu LHCBS. To vede ke konformacni zméné, coz vede k NPQ podobné jako u
LHCII. Toto zhaSeni neni zavislé na ApH. (Gao et al., 2020; Dall’Osto et al., 2005;
Ballottari et al., 2010).

U vyssich rostlin jako je A. thaliana ovliviwji proteiny LHCBS a LHCB6
predevsim prubeh indukce NPQ. V piipadé mutanta Ihch5 byly pozorovany mirné nizsi
hodnoty NPQ a bylo pozorovano pomalej$i navozeni finalni trovné NPQ (Andersson et
al., 2001). V pripadé mutanta lhch6 se namisto C,S;M. castéji vyskytovaly
superkomplexy PSII C,S,. Vétsina téchto superkomplext C,S; byla u mutanta Ihch6
usporadana do takzvanych krystalovych poli,,crystalline arrays*. Tyto pole tvoiiu Ihch6
60 % - 90 % plochy tylakoidnich membran. Kvili $patné vazbé piidavnych LHCII (M)
k PSII vznikaji,,loosely bound“ LHCII, které jsou schopny pienaset excitacni energii na
krystalické pole a tim kompenzovat mensi velikost PSIl superkomplexi Ihcb6.
Krystalova pole miiZzou vznikat i u divokého typu, ale jsou tvofena C,S;M; a jejich vyskyt
je minimalni. V ptipad¢ Ihcb6 tato pole negativné ovliviiuji transport plastochinonu
z PSII na cytochrom bef komplex, ¢imz je narusen transport elektronti z PSII na PSI. Dale
mé tato organizace superkomplexit PSII za nésledek narusenou schopnost tvofit
protonovy gradient a tim padem i pomalejsi indukci gE (Kovacs et al., 2006;
De Bianchi et al., 2008; Ilikova et al., 2021).
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Ve studii De Bianchi et al., 2008 byly studovany mutantni linie Ihcb5 i Ihcb6 a
dvojity mutant Ihcb5lhch6. Pti tomto experimentu byl pozorovan vyrazné mensi fenotyp
u mutanta Ihcb6 oproti divokému typu. Chloroplasty mutanta Ihch6 netvotily skrobova
zrna. Mutant Ihch6 vykazoval snizené hodnoty NPQ. Tyto nizké hodnoty se vratily na
urovenn divokého typu v ptipadé dvojitého mutanta lhcb5lhcb6. U tohoto dvojitého
mutanta byla pozorovana pomalejsi indukce NPQ podobné jako u NoM mutanta (De
Bianchi et al., 2008), zatimco u mutanta Ihcb6 nebyla pozorovana zadna pomale;jsi faze
NPQ. Tento jev byl interpretovan tak, Ze pii odstranéni obou monomernich antén,
trimerni antény nasedaly pfimo na jadro PSII, ale v pifipad¢ lhcb6 bylo toto misto
blokovano anténou LHCBS. Tyto vysledky a zavéry byly nasledné vyvraceny ve studii
llikova et al., 2021. V tomto ptipadé byl fenotyp Ihcb6 srovnatelny s divokym typem.
Rozdil v hodnotach NPQ mezi mutantem Ihcb6 a divokym typem nebyly vyznamné, ale
byla jasné pozorovatelna pomalejsi indukce NPQ u lhch6. Rozdil byl dan s nejvétsi
pravdépodobnosti rozdilnymi podminkami péstovani pfedev§im vlhkosti, coz znamena,
ze mutant Ihcb6 nebyl ve studii De Bianchi et al., 2008 pozorovan pii nestresovych

podminkach.

2.2 Aklimace rostlin na rizné intenzity svétla

Pii dlouhodobé zméné€ intenzity zafeni dochdzi ke zméné sloZeni svétlosbérnych
pigmentt, k reorganizaci superkomplexu PSII nebo k zméné morfologie plastida, listi
nebo celé rostliny. Pro studium téchto zmén jsou rostliny aklimovény na pfedem
definované intenzity svételného zareni. Tyto intenzity se vétSinou nazyvaji jako ,,low
light* (LL) nizk4 intenzita svétla, ,,normal light* (NL) standardni intenzita svétla, ,,high
light (HL) vysokd intenzita svétla. Hodnoty téchto intenzit jsou vétSinou
20 pmol fotoni-m2-s? pro LL, 100 pmol fotonti-m2-s? pro NL,
800-1100 pmol fotonti-m2-s71 pro HL (Schumann et al., 2017; Koufil et al., 2013).

K zménam poméru pigmentd, jako napiiklad pomér chlorofylt a/b, dochazi kvuli
zméné velikosti superkomplexd. ProtoZe chlorofyl b obsahuji pouze LHC proteiny, pii
ztraté takového proteinu pomér chlorofylt a/b vzroste. U rostlin Arabidopsis péstovanych
na NL je celkovy pomér LHCII/PSII=4,8 a pomér chl a/b=3,0. U rostlin aklimovanych
na HL je podil LHCB proteint niz$i (LHCII/PSII=3,8), za sou¢asného poklesu obsahu
LHCB6 a LHCB3 (az o 50 %), a pomér chl a/b je 3,4. U rostlin aklimovanych na LL,
které maji naopak vyS$si zastoupeni vétSich superkomplexi PSII (LHCII/PSII=7.,4), je
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pomér chl a/b=2,7 za souc¢asného nartstu obsahu LHCB6 a LHCB3 (Koufil etal., 2013).
Proteiny LHCB4.3 a PsbS jsou vice zastoupeny u HL rostlin a méné zastoupeny u LL
rostlin (Albanese et al., 2016). Pii vyssi intenzité svétla roste kromé poméru a/b také
mnozstvi PSII, cytochromu bef komplexu a ATP-syntazy vuci PSIL. Slozeni PSI se pri

aklimaci riiznou ozafenosti neméni (Stroch et al., 2022).

Dalsimi typickymi znaky HL rostlin oproti LL rostlinam je vétsi tloust’ka lista
S vice vrstvami bunck, vét§i mnozstvi chloroplasti na bunku se sniZenou organizaci
tylakoidii do gran, vyssi obsah B-karotenu a xantofylt, vyssi pomér PSII/PSI, vyssi
kapacita pro asimilaci COg, rychlejsi elektronovy transport a vy$si kapacita pro NPQ. Pfi
pouziti pfirozené fluktuujiciho svétla k aklimaci vznika fenotyp rostlin podobny HL
fenotypu, pfiCemz mé& mensSi razici a tloustku listh, a vyss$i kapacitu pro NPQ

(Schumann et al., 2017).

2.3 Metody méreni indukce chlorofylové fluorescence

Metody vyuzivajici chlorofylovou fluorescenci jsou velmi oblibené v oblasti rostlinné
fyziologie, protoZe poskytuji detailni informace o funk¢nosti fotosystému PSIL. Tyto
metody jsou nenaroc¢né, neinvazivni a levné. Svételnd energie absorbovana pigmenty
muize byt vyuzita ve fotochemii, miize byt vyzatena jako svételna emise (fluorescence)
nebo muze byt disipovana na teplo (NPQ). Tyto procesy jsou si navzajem kompeticni,
tim padem méfenim intenzity fluorescence miizeme ziskat cenné informace o procesech
fotochemie a nefotochemického zhaSeni. Tyto techniky musi probihat v zatemnénych
prostorech, aby mohly byt slabé emise chlorofylové fluorescence pozorovany

(Murchie & Lawson, 2013; Fernandez-Jaramillo et al., 2012).

2.3.1 Zakladni fotosyntetické parametry

Jednou z nejpouzivanéjSich technik meéfeni indukce chlorofylové fluorescence je
fluorescencni technika s pulzni amplitudovou modulaci (PAM). Pii méfeni indukce
chlorofylové fluorescence jsou vyuzity rostliny adaptované na tmu. V tomto stavu
nedochazi k zddnému transportu elektront na tylakoidni membrané a vSechna reakéni
centra PSII rostlin jsou takzvané ,,oteviena®. Na tyto rostliny je nejdiive pouzito takzvané
méfici svétlo, které je dost slabé, aby nespustilo fotochemické reakce a dost silné, aby
vyvolalo méfitelnou fluorescenci. Parametrem této minimalni fluorescence je Fo. PO
zm¢éteni Fo je na rostlinu aplikovan satura¢ni pulz s vysokou intenzitou (v trvani 0,5 -

1,0 s). Energie tohoto pulzu je dostate¢na, aby saturovala vSechna reakéni centra PSII,
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takze jsou ,,uzaviené*. U zdravych rostlin pfi tomto pulsu nedochazi k indukci NPQ,
protoze ho rostliny v tak kratkém ¢ase nejsou schopné indukovat. V tomto stavu neni
absorbovana energie vyuzita ani pro NPQ, ani pro fotochemii, tudiz dochézi k takzvané
maximalni fluorescenci (Fm). Rozdil mezi Fo a Fu je variabilni fluorescence (Fv). Po
naméteni téchto hodnot je zapnuto aktinické svétlo, které je vyuzitelné pro fotosyntézu.
Po zapnuti tohoto svétla nastava narust intenzity fluorescence, ktery je rychle potlac¢en v
dasledku rostouci konkurence s fotochemickymi a nefotochemickymi jevy. Dochazi
k ustaleni hladiny fluorescence, coz je oznaCovano jako ,steady-state”. Parametr
oznacujici hladinu fluorescence v tomto stavu je F'. Nasleduje dal$i saturacni pulz, pfi
kterém je zmétena hodnota Fy'. Po tomto saturacnim pulzu je opétovné zapnuto ,,méfici
svétlo® a hodnota namétené fluorescence se nazyva Fo'. Nésledné je aktinické svétlo

vypnuto a periodicky se stiidaji satura¢ni pulzy a méfeni ,,méticim svétlem* (viz Obr. 8),

(Murchie & Lawson, 2013; Ruban, 2016).

nezhaseno nezhaseno

Fm Fm/

zhaseno

L Fv

Fo

A
MFici

svetlo*®

ottt

- Saturaéni »>
Saturaéni zapnuti aklinického svétla z B 20-30 minut g
pulz pu'z

Obrazek 8. Schéma prubéhu méfeni indukce chlorofylové fluorescence pomoci metody PAM,
parametry na obrazku jsou vysvétleny v textu (viz kapitola: 2.3.1) (podle Murchie & Lawson,
2013, upraveno)
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Z nam¢tfenych hodnot fluorescence je mozné vypocitat definované parametry
vypovidajicio aktivité PSII. Tyto parametry jsou ziskdny bud’ z méfeni pomalé kinetiky
induk¢niho jevu, které trva desitky minut a vyuziva aktinické svétlo, nebo rychlé kinetiky
induk¢niho jevu (OJIP kiivka, viz Obr. 9), coz znamena méfeni intenzity fluorescence
béhem prvniho satura¢niho pulzu. Rychla kinetika indukéniho jevu muize byt métena
pomoci ptistroje PEA (,,Plant Efficient Analyzer®). Tento pfistroj poskytuje kromé
parametrii Fo a Fm 1 parametry F; a Fi. F; je fluorescence naméfena 2 ms po zapnuti
satura¢niho pulsu obdobné¢ je F; fluorescence 30 ms po zapnuti saturacniho svétla. Z F; a
Fi mGzou byt spocitany relativné variabilni fluorescence V; a V). Z takto naméfenych
parametrt miizou byt vypocitan napiiklad maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII
u zatemnénych rostlin (Fy/Fu) nebo energeticky tok vztazeny na jedno reakéni centrum
(TRo/RC). Parametr  TRo/RC  koreluje s absorpénim  prafezem  PSII
(Moosavi-Nezhad et al., 2021). U nestresovanych listl je hodnota poméru Fv/Fyu kolem
0,83 (Murchie & Lawson, 2013). Pfi stresu mtize byt hodnota Fv/Fm snizena. Arabidopsis
ma vysokou schopnost pfizplsobit se riznym svételnym podminkam, coz vede pouze
k mirnému snizeni hodnoty Fv/Fm. V ptipadé aklimace na LL byla tato hodnota snizena
na 0,78. Tato niz$i hodnota Fv/Fm u LL rostlin mize byt vysvétlena vyskytem vétsich
superkomplext PSII vzniklym navazanim dalsich LHCII antén. Tyto ptidavné LHCII
antény jsou ke zbytku komplexu slabé vazany, coz vede k pomalejSimu transportu energie

do RC a tim i k niz§imu Fv/Fu (Stroch et al., 2022).

Definice parametru (Vj, Vi, V, Fv/Fm, TRo/RC) viz napi. (Murchie & Lawson, 2013;
Moosavi-Nezhad et al., 2021):

V= (Fy—Fo) / (Fm — Fo)
V= (Fi — Fo) / (Fm — Fo)
V= (F-Fo)/ (Fm — Fo)
FviFm= (Fm—Fo) /Fm
TRo/RC=(dV/dt)o/V;

Méteni pomalé kinetiky indukéniho jevu je provedeno pomoci metody PAM,
kterd je uvedena vySe. Z méfeni ziskanych PAM metodou muzou byt vypocitany

parametry jako naptiklad efektivni kvantovy vytézek fotochemie PSII u osvétlenych
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rostlin (¢PSII) (alternativné Y (1)), fotochemické zhaSeni (qP) a nefotochemické zhaseni
(NPQ). Y (II) udava podil absorbovaného svétla, ktery se skute¢né pouziva ve fotochemii
PSII, alzejej tedy pouZzit k odhadu rychlosti transportu elektronti pies PSII. Fotochemickeé
zhéaSeni (qP) udava podil otevienych reakénich center. Mize byt také pouzit k indikaci
indukce fotoinhibice. Nefotochemické zhaseni (NPQ) byva taky oznaCovano jako

Stern-Volmeruv typ nefotochemického zhaseni fluorescence.

Definice parametrd (Y(I1), ge, NPQ) viz napt. (Murchie & Lawson, 2013; Ruban, 2016):
¢PSIHI=Y(Il) = (Fm-F) / Fum'

gr= (Fm'—F) / (FmM'-Fo)

NPQ= (Fm — Fm') / Fn'

Metoda PAM je schopna stanovit i aktivitu PSI méfenim kinetiky absorpce
P700. Toto méfeni poskytuje moznost zjisténi ucinnosti linedrniho toku elektronit mezi
PSII a PSI, jelikoz P700* se akumuluje pfi nedostatecném toku elektront z PSII. Signal
P700 (P) je zaznamenan tésné pred saturacnim pulzem, poté kratce po nastupu
satura¢niho pulzu (Pm'"), kdy je pozorovana maximalni oxidace P700. Po kazdém
saturacnim pulzu nasleduje 1 s tmy (stanoveni Po). Signdly P a Py’ jsou vztazeny k Po.
Z méteni ziskanych hodnot absorbance P700 miizou byt vypocitany parametry -
efektivni kvantovy vytézek fotochemie PSI u osvétlenych rostlin (¢PSI), alternativné
Y(I), kvantovy vytézek nefotochemické disipace energie v reak¢nich centrech PSI, ktera
jsou omezena kvuli nedostatku elektronti Y(ND) (omezeni na donorové strang),
kvantovy vytézek nefotochemické disipace energie reakénich center PSI, ktera jsou
omezena kvili nedostatku akceptort elektronti Y(NA) (omezeni na strané akceptoru)

(Pfiindel et al., 2008).

Definice parametru (Y(I), Y(ND) Y(NA)) viz napt. (Pfiindel et al., 2008):
®PSI= Y(I) = (Pm—P) / Pm

Y(ND) = (P-Po) / Pm

Y(NA) = (Pm-Pm'") / Pm

Y(D)+Y(ND)+ Y(NA)=1
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Obrazek 9. Ktivky indukce fluorescence Chl a (OJIP) u ryze za dvou riiznych podminek ristu.
(a) polni podminky, (b) podminky ve fytotronu, podle (podle Khan et al., 2021, upraveno)

2.4 Motivace bakalarské prace

Nedavné vyzkumy prokéazaly, Zze monomerni LHCB komplexy nejsou esencialni pro
nefotochemické zhaseni (Nicol et al., 2019), coz zpochybiiuje zavéry nékterych diive
publikovanych studii, které prezentovaly hypotézu, ze pro zhdseni qE je nutny komplex
LHCB6 (Kovacs et al., 2006). V navazujici studii byl popsan mutant Ihcb6, ktery
vykazoval narusenou schopnost pro nefotochemické zhaSeni a mensi fenotyp. Avsak
Vv ptipadé dvojitého mutanta Ihcb5lhcb6 byl pozorovan ¢astecny navrat k fenotypu a
hodnotam NPQ divokého typu (De Bianchi et al., 2008). V nedavné studii nebyl u
mutanta Ihcb6 pozorovan ani zietelné horsi fenotyp, ani vyrazné snizené hodnoty NPQ
oproti divokému typu (llikova et al., 2021). Tato studie vyvratila vyrazné zhorSeni
zivotaschopnosti Ihch6 pozorované v predchozi studii De Bianchi et al., 2008 a naznacila,
ze toto zhorSeni bylo déno neidealnimi péstebnimi podminkami, které ptisobily stres. Cil
této prace je zopakovat Cast experimentll ze De Bianchi et al., 2008 za podminek
z llikovaet al.,, 2021, ptredevsim méfeni a vyhodnocovani indukce chlorofylové
fluorescence u mutantnich linii Ihcb5 a Ihch6 a na dvojitém mutantu Ihcb5lhch6. Cast
téchto mutantti bude aklimovana na rizné svételné intenzity, coz miize odhalit schopnost

mutantl zvladat stres z neptiznivych svételnych podminek.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material
3.1.1 Rostlinny material

e Arabidopsis thaliana — ekotyp Columbia (Col-0)
T-DNA inzeréni mutanti rostlin A. thaliana:

e Ihch6 — (SALK_077953)
e Ihch5 — (SALK_014869)

e |hcb5lhch6 — dvojity mutant vznikly kiizenim inzerénich mutantt A. thaliana:
Ihcb5 a Ihch6

3.1.2 Chemikalie

e destilovana voda

e etanol 96% (Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika)
e aceton (Carl Roth GmbH + Co, Némecko)

e MgCO; (PENTA s.r.0., Ceska republika)

e kapalny dusik
3.1.3 Technicky material

e Centrifuga 5420 (Eppendporf, Némecko)

e DUAL-Pam-100 (Walz, Némecko)

e PEA meter (Hansatech, Velka Britanie)

e Fytotron (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie)

e Mikrozkumavky (Eppendporf, Némecko)

e Sada automatickych pipet (Nichipet, USA)

e Hlubokomrazici box CryoCube F440n (Eppendorf, Némecko)

e Analytické vahy (Scaltec Instruments GmbH, Némecko)

e Chytry telefon (Samsung Galaxy A52s 5G) s fotoaparatem (Samsung Electronics,
Jizni Korea)

e Dvoupaprskovy UV-VIS spektrofotometr UV 550 (Unicam, Velka Britanie)

e Dalsi pomucky: pinzety, Spachtlicky, papirové ubrousky, tloucky, tfeci misky,

odmérné zkumavky, odmérny valec, Popisovaci PVC folie A4, fixy, nizky
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3.1.4 Softwarové vybaveni

e Microsoft Excel (MS Office, USA)
e ImageJ (online)
e Origin (OriginLab Corporation, USA)

e Biolyzer (Laboratory of bioenergetics, University of Geneva, Svycarsko)

3.2 Metody

3.2.1 Rostlinny material a podminky péstovani

V experimentalni ¢asti této prace byly vyuzity rostliny Arabidopsis thaliana. Pro tuto
praci byly pouzity rostliny divokého typu (,,wild type*, WT; ekotyp Columbia, Col-0),
mutantni linie Sinzerci v genu pro svétlosbérnou anténu LHCBS5 (CP26) (lhcbb),
mutantni linie s inzerci v genu pro svétlosbérnou anténu LHCB6 (CP24) (Ihch6) a dvojity
mutant s inzerci v genech LHCB5 a LHCB6 (lhcb5lhcb6). Tento dvojity mutant byl
piipraveny zkiizenim individualnich mutantd A. thalianas inzerci v genu LHCB5 (lhcb5)
a s inzerci v genu LHCB6 (lIhcbh6) v ramci jiného projektu (Ilik et al., nepublikované

vysledky).

Pro stratifikaci byla den pied vysevem semena umisténa do mikrozkumavek
s vodou pii teploté v 5—7 °C. Semena byla vysazena do kvétina€i na plidni substrat, tac
s kvétinac¢i byl prikryt potravinaiskou folii a pfenesen do fytotronu. Péstovani
ve fytotronu probihalo pfi podminkach: 21 °C, 65% vlhkost, den — 8 h, intenzita svétla:
100 umol fotond-m2-s; noc — 16 h tma. Po 4 tydnech od vysevu byla zménéna intenzita
svétla.na 1) 800 umol fotonii-m2-s (,,high light*, HL), 2) 20 pmol fotonti -m?-s (,,low
light“, LL), 3) nebo byly rostliny ponechiny na intenzité¢ 100 pmol fotoni ‘m2-s?
(,,normal light*, NL).

3.2.2 Méreni fotosyntetickych parametri
3.2.2.1 Dual-PAM

Pro méfeni fotosyntetickych parametri fotosystéma (¢PSII, ge, NPQ, ¢PSI, Y(ND),
Y(NA), definice parametrii viz kap. 2.3.1) byl vyuzit ptistroj Dual-PAM-100. Tento
ptistroj je schopen méfit aktivitu PSII méfenim pomalého fluorescen¢niho indukéniho
jevu. Déle je tento pfistroj schopen méfit i zmény absorbance chlorofyla P700, ze kterych
je urcovana aktivita PSI. Méfené rostliny byly 6 tydnt staré. Tyto rostliny byly odebrany

z fytotronu v denni fazi fotoperiody a pfed métenim byly rostliny na 30 minut zatemnény.
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Pro samotné méteni byl z rostlin vyuZit odstfizeny list, ktery byl umistén mezi hlavice
piistroje a po dobu méteni byl fapik listu namocen ve vod¢. Pro méteni byly vyuzity tii
druhy svétla s riznymi intenzitami: modula¢ni méfici svétlo s intenzitou 24 pmol
fotonti-m™-s, aktinické svétlo s intenzitou 800 umol fotonti-m2-s™ a saturaéni pulzy
s intenzitou 10000 umol fotont-m2-s™. V prvni minuté bylo zapnuté pouze méfici svétlo
a po 10 s a 30 s byly aplikované saturaéni pulzy trvajici 300 ms. 60 s po zac¢atku méieni
bylo zapnuto aktinické svétlo a byl aplikovan saturaéni pulz. Nasledné byly satura¢ni
pulzy aplikovany kazdych 60 s az do konce méfeni (do 1800 s). Aktinické svétlo bylo
zapnuto od 60 s do 900 s, od 900 spo 1800 s bylo aktinické svétlo vypnuto.
Fotosyntetické parametry fotosystémil byly méteny i pro hodnoty intenzity aktinického

svétla 100 umol fotond -m=2-s* a 1200 pmol fotonti -m2-s?,

3.2.2.2 PEA meter (,,Plant Efficiency Analyzer)

Pro méfeni parametrl jako minimalni fluorescence (Fo), maximalni fluorescence (Fwm),
fluorescence naméiena 2 ms po zapnuti saturacniho pulsu (F;), fluorescence namétend 30
ms po zapnuti satura¢niho pulsu (Fi) a z nich odvozeny maximalni kvantovy vytézek
fotochemie PSII (Fv/Fm) a energeticky tok vztazeny na jedno reakéni centrum PSII
(TRo/RC) byl vyuzit ptistroj PEA meter (definice parametra viz kap. 2.3.1). Nekteré
Z téchto parametra byly vypocitany pomoci programu Biolyzer. Méfeni pifistrojem PEA
meter probihalo opét na 6 tydnii starych rostlinach, ktery byly ptil hodiny pfed za¢atkem
meéfeni zatemnény. Pro toto méteni byl list rostliny pfichycen klipem, na ktery byla
piilozena hlavice pfistroje. Pro méfeni bylo vyuzito svétlo o intenzité 4000 pumol

fotond-m™-s po dobu 5 s.

3.2.3 Izolace pigmenti

Pro izolaci pigmentd byly z 6 tydnu starych rostlin odebrany listy. Tyto listy byly na
rostlinach pfitomny jesté pred aklimaci. Tyto listy byly zvazeny a obkresleny na folii pro
urc¢eni plochy. Folie byly naskenovany a plocha byla vyhodnocovana v programu ImageJ.
Listy byly vlozeny do mikrozkumavek, které byly ponofeny do kapalného dusiku a
nasledné byly uchovavéany v -80 °C. Nasledn¢ byly listy homogenizovany ve tfeci misce
s 80% acetonem a $petkou MgCOs. Touto procedurou doslo K naruseni pletiva a uvolnéni
pigmentt do 80% acetonu. Tato suspenze byla centrifugovana pii 5000 g po dobu 10
minut. Supernatant byl odlit do odmérné zkumavky, odkud byl odeéten jeho objem.

Nasledné byla zméfena absorbance roztoku pigmentt pii vlnovych délkach 470 nm
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(absorpéni maximum karotenoidt), 646,8 nm (absorpéni maximum chlorofylu b), 663,2
nm (absorpéni maximum chlorofylu @) a 750 nm (pozadi) pomoci dvoupaprskového
fotospektrometru. Jako ,blank® byla vyuzita kyveta s80% acetonem. Pii izolaci
pigmentt z rostlin péstovanych na HL byla pfi centrifugaci zvySena rychlost otd¢eni na
6000 g a vzorky bylo nutné fedit. Mnozstvi pigmenti bylo vypoéitano z
naméfenych absorbanci roztoki pigmentd pomoci Lichtenthalerovych rovnic
(Lichtenthaler, 1987).

3.2.4 Validace inzer¢énich mutanta

Validace linii Ihcb5 (SALK_014869) a Ihcb6 (SALK_077953) a dvojitého mutanta
Ihcb5Ihcb6 byla provedena Mgr. Terezou Vanskou pomoci imunologické analyzy
metodou ,,Western blot“. Pro tuto validaci byl pouzit upraveny protokol z (llikova et al.,
2021). Rostliny A. thaliana byly péstovany ve fytotronu (Weiss Gallenkamp, Velka
Britanie) pii 22 °C s fotoperiodou 8h svétlo/16h tma (intenzita svétla 120 pmol fotoni-m-
2.51) a 60% vlhkost. Pro validaci byly pouzity rostliny staré 6 tydnd. Nasledn& byly
z rostlin izolovany tylakoidni membrany pomoci protokolu popsaného v (Dau et
al.,1995). Pied izolaci byly rostliny adaptovany na tmu po dobu 30 minut, pak byly
odfezany razice rostlin. Vsechny procedury byly provadény pod slabym zelenym svétlem
na ledu nebo pii 4 °C. Tylakoidni membrany (100 pg chlorofylu) byly smichany s 1 ml
extrakéniho pufru (14 mM DL-dithiothreitol, 28 mM Na»C0z, 175 mM sacharoza, 5 %
(w/v) SDS a 10 mM EDTA-Nay), inkubovany pii 70 °C po dobu 30 minut a odstted’ovany
po dobu 10 minut pii 19 200 g. Supernatant obsahujici izolované proteiny byl pouzit pro

,, Western blot®.

Izolované proteiny (odpovidajici 1 pg chlorofylu) byly doplnény vzorkovym
pufrem (Tricine Sample Buffer, BioRad, Hercules, USA; 3x zfedéné) a dH,0 na celkovy
objem 20 pl. Po 10 minutach inkubace pii 70 °C byly vzorky naneseny na 10% gel
(MiniPROTEAN TGX Precast Protein Gel, Bio Rad, Hercules, USA). Elektroforetické
pufry byly pfipraveny podle protokolu (Schagger, 2006). Elektroforéza byla provadéna
pfi pokojové teploté piinapéti 100 V po dobu 49 minut a nasledné 75 V po dobu 8 minut.

Separované proteiny byly pfeneseny na polyvinylidenfluoridovou membranu
pomoci pienosové soupravy (Trans-Blot Turbo RTA Mini 0,2 mm PVDF Transfer Kit,
Bio Rad) a detekovany pomoci specifickych protilatek. VSechny protilatky pouzité v této

studii byly zakoupeny od Agrisera (Vannis, Svédsko). Piitomnost primarnich protilatek
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Anti-LHCB5 (ASO1 009) a Anti-LHCB6 (ASO1 010) byla detekovana sekundarni
protilatkou s konjugovanou kienovou peroxidazou (HRP, ,.horse-radish peroxidase®) a
chemiluminiscen¢ni signal byl vyvolan pomoci substratu (Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate, Merck, Darmstadt, Némecko) a vizualizovan pomoci
gelového skeneru (Amersham Imager 600RGB, GE HealthCare Life Sciences, Tokio,
Japonsko).

3.2.5 Vyhodnoceni fenotypu a hmotnosti ¢erstvé biomasy nadzemni ¢asti rostliny
Reprezentativni rostliny jednotlivych genotypt (WT, lhcb5, Ihcb6, Ihcb5Ihch6) byly

fotografovany chytrym telefonem. Méfeni Cerstvych hmotnosti bylo provedeno Mgr.
Terezou Vanskou. Z rostlin byla odstfizena nadzemni ¢ast, kterd byla vdZena na

analytickych vahach.

3.2.6 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni dat z vhodnych méteni bylo provadéno v programu Microsoft
Excel. Z dat byly vypocteny pruméry a vybérové smérodatné odchylky. Signifikantni

rozdil parametru byl stanoven pomoci f-testu a pfislusného t-testu pro hodnotu p <0,05.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Validace inzer¢nich mutantu

Validace linii Ihcb5 (SALK 014869) a Ihcb6 (SALK 077953) a dvojitého mutanta
Ihcb5lhch6 byla provedena Mgr. Terezou Vanskou pomoci imunologické analyzy
metodou ,,Western blot*. V ptipadé mutantu lhch6 touto metodou nebyl detekovan
protein LHCB6, coz doklada absence prouzku pritomnéhou WT (viz Obr. 10b). Avsak
Vv predchozi studii bylo detekovdno malé mnozstvi tohoto proteinu (> 0,1 % WT) pomoci
hmotnostni spektrometrie, cozje zptisobeno vlozenim DNA kazety do promotorové ¢asti
genu, coz vede k ,knock-down* mutacim a ne kompletni ,knock-out* mutaci
(llikovaet al., 2021). Obdobné v piipadé Ihch5 nebyl detekovan protein LHCBS. V tomto
ptipadé byla DNA kazeta vlozena do kdédovaci sekvence a neptedpokladame zbytkovy
vyskyt funkéniho proteinu LHCB5 (viz Obr. 10a). V pfipadé dvojitého mutanta
Ihcb5lhch6 chybi oba prouzky, takze podle ocekavani chybi oba proteiny LHCBS i
LHCB6 (viz Obr. 10).

A B
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Obrazek 10. Validace pfitomnosti proteinu LHCB5 (vlevo) a LHCB6 (vpravo) pomoci metody

,»Western blot*“ v divokém typu (WT) a mutantech lhch5, Ihcb6 a Ihcb5kolhcb6 rostlin A. thaliana
pomoci protilatek (A) anti-LHCBS, (B) anti-LHCB6 (Mgr. Vanska; 13. 01. 2023)
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4.2 Vyhodnoceni fenotypu a hmotnosti ¢erstvé biomasy nadzemni ¢asti rostliny

V ramci této prace byly pozorovany typické morfologické rozdily mezi fenotypy rostlin
(LL) mely vyrazné¢ mensi ruzice a tenci listy oproti neaklimovanym rostlinam (NL)
(viz Obr. 11 a Obr. 12). Zatimco rostliny aklimované na vyssi intenzitu svétla (HL) mély
oproti neaklimovanym rostlinam (NL) vyrazn¢ mohutnéjsi listy s vétSimitrichomy

(viz Obr. 13 a Obr. 12), (Schumann et al., 2017).

V ramci jednotlivych genotypii byla mezi fenotypy rostlin pozorovana variabilita.
V ptipadé NL rostlin a LL rostlin nebyly mezi jednotlivymi genotypy pozorovany
vyrazné vizualni rozdily (viz Obr. 11 a Obr. 12). Tyto vysledky jsou v souladu s praci
(llikova et al., 2021), ve které je pozorovany fenotyp mutanta Ihcb6 srovnatelny
s divokym typem na rozdil od prvotni studie (De Bianchi et al., 2008), ve které byl
pozorovany fenotyp lhch6 signifikantné mensi. V pfipad¢ rostlin aklimovanych na HL

byl mutant Ihcb6 vizualné mensi oproti divokému typu (viz Obr. 13C).

Obdobné nebyl pozorovan zadny statisticky vyznamny rozdil hmotnosti razic
mutantd oproti divokému typu u NL rostlin a LL rostlin (viz Obr. 14). V ptipadé¢ HL
vykazovali signifikantni rozdil v§ichni tfi mutanti oproti divokému typu, pficemZ mutanti
Ihcb5 a Ihcb6 byli leh¢i, zatimco dvojity mutant Ihcb5lhcb6 byl tézsi nez divoky typ
(viz Obr. 14). Tyto vysledky mohly byt zpisobeny vysokou heterogenitou rostlin, ktera
se projevila, 1 ptestoze rostliny byly péstovany pii stejnych podminkach, coz odrazi i
velké smérodatné odchylky. V piipadé fenotypu Ihcb6 mohl byt jednim z faktord
na vyssi intenzitu svétla a tim snizenou efektivitu fotosyntézy, coz vedlo ke snizené

produkci biomasy (Kovacs et al., 2006; Ilikova et al., 2021).

29



Obrazek 11. Fotodokumentace reprezentativnich rostlin A. thaliana aklimovanych na LL
(20 umol fotontd-m-2-s1) sgenotypy: (A) WT (divoky typ), (B) Ihch5, (C) Ihché,
(D) Ihcb5kolhch6. Snimky byli pofizené chytrym telefonem s fotoaparatem (méfitko- 2,5 cm).

Obrazek 12. Fotodokumentace reprezentativnich rostlin A. thaliana aklimovanych na NL
(100 umol fotonti-m-2-s1) sgenotypy: (A) WT (divoky typ), (B) Ihcb5, (C) Ihché,
(D) Ihcb5kolhcb6. Snimky byli potizené chytrym telefonem s fotoaparatem (métitko- 2,5 cm).
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Obrazek 13. Fotodokumentace reprezentativnich rostlin A. thaliana aklimovanych na HL
(800 umol fotonti'rm2:s1) sgenotypy: (A) WT (divoky typ), (B) lhch5, (C) Ihché,
(D) Ihch5kolhch6. Snimky byli pofizené chytrym telefonem s fotoaparatem (méfitko- 2,5 cm).
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Obrazek 14. Hmotnosti nadzemnich ¢asti rostlin A. thaliana s genotypy: WT (divoky typ), Ihcb5,
Ihcb6, Ihch5kolhch6 aklimované na LL, NL a HL. Hodnoty jsou vyjadiené jako primér + SD,
n(LL)= 23, n(NL)= 20, n(HL)= 18. Skupiny dat se signifikantnim rozdilem vié¢i WT podle t-testu
(p <0,05) jsou oznacéené hvézdickou.
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4.3 Pigmenty

Rozdily slozeni pigmentd rostlin aklimovanych na rizné intenzity svétla souvisi se
zménami velikosti absorpéniho prirezu PSII, a tedy poméru PSIVLHCII a dale souvisi
se zménami pomért PSI/PSIL. Predchozi studie indikuji, ze slozeni PSI by se nemélo
vyrazné ménit u rostlin aklimovanych na riiznou ozafenost (Stroch et al., 2022).
V ptipadé¢ rostlin aklimovanych na nizsi intenzitu svétla (LL) bylo pozorovano snizeni
poméru chlorofylii a/b a poméru chlorofylti vii¢i karotenoidiim oproti neaklimovanym
rostlinam (NL) (viz Tab 3). Chlorofyl b je specificky pro periferni antény PSII a
predev§im LHCII. Snizeni poméru chlorofylu a/b je spojeno s vétsi velikosti
superkomplexu PSII (Koufil et al., 2013). V souladu s timto zjisténim v pfipadé rostlin
aklimovanych na vys$$i intenzitu svétla (HL) bylo pozorovdno zvysSeni poméru

chlorofyla a/b oproti neaklimovanym rostlinam (NL) (viz Tab 3).

Slozeni pigmentd mutantt Ihch5, Ihcb6, Ihch5Ihch6 se zasadné nelisilo od slozeni
pigmentt divokého typu v ptipadé neaklimovanych rostlin (NL) (viz Tab 1). V ptipadé
rostlin aklimovanych na nizsi intenzitu svétla (LL) byla pozorovéana snizena hladina
mnozstvi sumy karotenoidi u mutanti lhcb5 a Ihch5lhch6 vuci divokému typu
(viz Tab 1). Rostliny aklimované na vyssi intenzitu svétla (HL) vykazovaly zvySenou
hladinu mnozstvi chlorofyla a, chlorofylti b a sumy karotenoidii u vSech pozorovanych
mutantt vic¢i divokému typu, a to jak u koncentrace pigmentl vztaZzené na plochu listi
(viz Tab 1), tak na hmotnost listd (viz Tab 2). NarGst mnozstvi pigmentt v mutantech
aklimovanych na HL naznacuje vétsi mnozstvi superkomplexti fotosystému v téchto
rostlinach, coz miize naznaCovat odliSnou reorganizaci pletiv listii. Pro analyzu slozeni
pletiv by bylo potieba pozorovani prufezem listu pomoci elektronové mikroskopie. Dale
u HL rostlin byl pozorovan zvy$eny pomér chlorofyli a/b u v§ech mutantt viaci divokému
typu (viz Tab 3). Tento zvySeny pomér muze byt dan vy$§im pomérem PSI/LHCII a v
mensi mife vy§§im pomérem PSI/PSII. Pro bliZsi analyzu poméra PSI/LHCII a PSI/PSII

by bylo nutné provést hmotnostni spektrometrii.
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Tab. 1: Mnozstvi fotosyntetickych pigmentl v zavislosti na plochu (chl-chlorofyly,
car-karotenoidy). Hodnoty jsou vyjadiené jako pramér = SD, n =5. (Skupiny dat se
signifikantnim rozdilem viéi divoké typu podle t-testu (p <0,05) jsou oznacené
hvézdickou.)

vzorek chl a (ug-cm) chl b (ug-cm) car (ug-cm)
Divoky typ (NL) 5,82 4 1,02 1,96 + 0,45 1,43 +0,22
Ihcb5 (NL) 6,03 £ 0,72 2,13 +£0,32 1,49 £0,18
Ihch6 (NL) 5,84 £ 1,07 1,90 £ 0,34 1,46 + 0,25
IhcbSlhcb6 (NL) 5,81 + 1,00 1,97 + 0,33 1,38+ 0,25
Divoky typ (HL) 5,13 2,27 1,55+ 0,71 1,28 + 0,63
lhch5 (HL) 9,26 + 1,65% 2,66 + 0,54* 2,29 + 0,35%
Ihch6 (HL) 11,41 + 3,30* 3,14+ 0,81* 2,72 £0,82*
Ihcb5lhch6 (HL) 9,19 +1,71* 2,54 £ 0,42* 2,13+ 0,26*
Divoky typ (LL) 1,16 + 0,57 0,50 + 0,31 0,82 + 0,31
Ihcbs (LL) 0,65 + 0,50 0,34 + 0,28 0,41 = 0,20%
Ihch6 (LL) 1,22 £0,85 0,57 £ 0,44 0,48 £ 0,24
Ihch5lhch6 (LL) 0,64 £ 0,35 0,28 £0,16 0,34+0,11*

Tab. 2: Mnozstvi fotosyntetickych pigmentt v zavislosti na hmotnost (chl-chlorofyly,
car-karotenoidy). Hodnoty jsou vyjadiené jako pramér = SD, n =5. (Skupiny dat se
signifikantnim rozdilem vuci divoké typu podle t-testu (p <0,05) jsou oznacené

hvézdickou.)

vzorek chl a (ug'mg? FW) chl b (ung'mg?! FW) car (ug'mg?t FW)
Divoky typ (NL) 0,51 % 0,09 0,17 + 0,04 0,12 % 0,02
Ihcb5 (NL) 0,51 + 0,13 0,18 £ 0,05 0,13 £ 0,03
lhch6 (NL) 0,48 £ 0,09 0,16 + 0,03 0,12 + 0,02
Ihcb5lhcb6 (NL) 0,49+ 0,10 0,17+ 0,04 0,12 £ 0,02
Divoky typ (HL) 0,19 + 0,08 0,06 + 0,03 0,05 + 0,02
Ihch5 (HL) 0,36 £ 0,07* 0,10 £ 0,02% 0,09 £ 0,01%
Ihch6 (HL) 0,43 +£0,12% 0,12 £ 0,03* 0,10 £ 0,03*
Ihcb5lhch6 (HL) 0,35 + 0,06* 0,10 +0,02* 0,08 £0,01*
Divoky typ (LL) 0,09 + 0,04 0,04 £ 0,02 0,07 £ 0,02
lhch5 (LL) 0,05 + 0,04 0,03 + 0,03 0,03 £ 0,02%
Ihch6 (LL) 0,10 £ 0,06 0,05+ 0,03 0,04 £ 0,02
Ihcb5lhch6 (LL) 0,06 + 0,03 0,02 + 0,01 0,03 £0,01*
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Tab. 3: Poméry fotosyntetickych pigmentt (chl-chlorofyly, car-karotenoidy). Hodnoty jsou
vyjadiené jako primér + SD, n =5. (Skupiny dat se signifikantnim rozdilem vuci divoké
typu podle t-testu (p <0,05) jsou oznacené hvézdic¢kou.)

vzorek chl a/b chl/car

Divoky typ (NL) 2,99 + 0,15 5,43 + 0,44
Ihch5 (NL) 2,84 + 0,08 5,51 £0,52
Ihch6 (NL) 3,08 + 0,15 5,28 +0,18
Ihcb5lhch6 (NL) 2,94 £0,14 5,70 £ 0,66
Divoky typ (HL) 3,33+0,10 5,33 + 0,80
Ihcb5 (HL) 3,50 + 0,13* 5,21 + 0,44
Ihcb6 (HL) 3,60 + 0,16* 5,39 £ 0,25
Ihcb5lheb6 (HL) 3,62 +0,13% 5,48 + 0,42
Divoky typ (LL) 2,51 +£0,51 1,99 + 0,38
Ihcb5 (LL) 2,02 + 0,38 2,22 +£0,89
lhch6 (LL) 2,32 +£0,44 3,44 +0,83*
Ihcb5lhch6 (LL) 2,34 £0,27 2,63 +£0,70
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4.4 Parametry indukce chlorofylové fluorescence

Pomoci ptistroje PEA metr mizeme méftit rychlou kinetiku fluorescenéniho indukéniho
jevu, ze kterého miizeme ziskat fotosynteticky vyznamné parametry, jako jsou naptiklad
Fv/iFm, Fo, Fm, TRo/RC. Parametr TRo/RC popisuje funkéni anténu PSIl. Hodnota
TRo/RC byla u rostlin aklimovanych na LL zvySena oproti neaklimovanym rostlinam
(NL) a u rostlin aklimovanych na HL byla tato hodnota sniZena oproti NL rostlindm. To
naznacuje veétsi funkEni anténu PSII u LL rostlin a men$i primérnou velikost
superkomplexu PSII u HL ve srovnani s NL, coz odrazi i pomér chlorofyli a/b
(Koutil et al., 2013).

Pomér Fv/Fm (maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII) muze byt vyuzit
jako ukazatel stresu. Fy/Fpm muze u zdravych nestresovanych rostlin dosahovat hodnoty
az 0,83 (Murchie & Lawson, 2013). Tato hodnota se snizuje pfi vystaveni rostlin stresu.
Hodnota Fv/Fm byla u rostlin aklimovanych na LL snizena vyrazn€ oproti
neaklimovanym rostlindm (NL), naproti tomu u rostlin aklimovanych na HL byla tato
hodnota srovnatelna s neaklimovanymi rostlinami (viz obr. 15). Tato niz8§i hodnota Fv/Fwu
u LL rostlinmtZe byt vysvétlena vétsim vyskytem vétsich ,,loosely bound* LHCII antén.
Tyto pridavné LHCII antény jsou ke zbytku komplexu slabé vazany, coz vede
k pomalejsimu transferu energie do RC a tim i k niz§imu Fy/Fu zpisobenému narGstem

Fo (viz nize) (Stroch et al., 2022).

V piipadé¢ neaklimovanychrostlin (NL) se TRo/RC mutantt neliSilo od divokého
typu (viz Obr. 15). Mutant Ihcb6 tvofi pouze mensi formu superkomplexi PSII C,S;,
(které jsou usporadany v takzvanych krystalovych polich ,crystalline arrays®,
viz kap. 2.1.2.5), ptesto je u n¢j hodnota TRo/RC srovnatelna WT. Kvili $patné vazbé
ptidavnych LHCII k PSII vznikajiu lhcb6 volné LHCII, které jsou ale schopny pifenaset
excita¢ni energii na krystalové pole a tim kompenzovat mensi velikost superkomplexu
(llikova et al., 2021). Mutanti Ihcb5 a Ihcb5lhcb6 netvoti tento typ krystalového pole z
C2S2 (De Bianchi et al., 2008). U téchto mutant piedpokladame podobnou interakci
s nevazanymi LHCIL. V pripad¢ aklimace na LL byly hodnoty TRo/RC u mutantt vyssi
nez u WT, coz znamend vys$i relativni zastoupeni vétSich forem superkomplexi PSII
oproti WT. Naopak pti aklimaci na HL byly hodnoty TRo/RC u mutantt vy$si nezu WT,

coz znamena vyssi relativni zastoupeni mensich forem superkomplext PSII (viz Obr. 15).
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Hodnota Fv/Fm byla do ur¢ité miry niz$i u vSech mutantd oproti divokému typu,
a to pfi vSech testovanych aklimaénich podminkéch. U neaklimovanych rostlin (NL) byl
pomér Fy/Fy mirn€ snizeny u Ihcb5 a vice snizeny u Ihcb6 a Ihcb5lhcb6 oproti WT
(viz Obr. 15). Tento pokles u Ihch6 byl pozorovan i v prechozich studiich (Kovacs et al.,
2006; llikova et al., 2021). Pokles této hodnoty souvisi s nartistem Fo a poklesem Fy.
Minimalni fluorescence (Fo) je mirné zvysena u Ihcb6 a Ihcb5lhcb6 a mirné snizena u
Ihcb5. Nartst Fo je zpusoben volnymi LHCII, které nejsou silné piipojeny k PSII, takze
vétSina excitacni energie je preménéna na fluorescenci a na teplo (viz Obr. 5). Maximalni

fluorescence (Fm) byla sniZzena u vSech mutantti oproti WT. Pfi¢ina poklesu Fy je nejasna.

V ptipadé LL rostlin byl pomér Fv/Fm u mutantd vyrazné€ snizen (viz Obr. 15).
Tato niz8i hodnota F\/Fm u mutanti aklimovanych na LL je pravdépodobné zpisobena
pritomnosti vétsiho mnozstvi ,,loosely bound* LHCII antén, které jsou zdrojem vyssi
intenzity fluorescence, ale které zaroven zvysuji hodnoty TRo/RC u téchto mutanti.

V tomto pfipad¢ je narlst Fo doprovazen i nartistem hodnot Fm u Ihch5 a Ihcb5Ihch6.

V piipadé mutantd aklimovanych na HL byl pozorovan pokles Fv/Fm oproti WT
(viz Obr. 15). Tento pokles byl méné vyrazny nez u NL. U HL rostlin byl pozorovan
pouze mirny narist Fo u Ihch5 a Ihcb6. Tento nardst neni tak vyrazny pravdépodobné
kvili mensimu mnozstvi volnych LHCII, jak plyne z vyssich hodnot chl a/b (viz Tab 3).
U HL rostlin byl pozorovan pokles Fm u vSech mutantu, ktery byl vyraznéjsi nez u NL.

Tento jev pravdépodobné souvisi s n¢jakou formou NPQ s pomalou relaxaci ve tmé (ql).
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Obrazek 15. Parametry naméfené PEA metrem (Fo, Fm, Fv/Fm, TRo/RC) A. thaliana s genotypy:
WT (divoky typ), Ihcb5, Ihch6, lhchbkolhcb6 aklimované na LL, NL a HL. Hodnoty jsou
vyjadiené jako prameér = SD, n= 14. Skupiny dat se signifikantnim rozdilem vii¢i WT podle t-
testu (p <0,05) jsou oznacené hvézdickou.
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4.5 Stanoveni fotosyntetickych parametru fotosystému I a fotosystému II

Reorganizace PSII mtze mit dopad na funk¢nost linearniho toku elektrontiz PSII na PSI.
Pro studium této interakce bylo vyuzito méteni kinetiky indukéniho jevu chlorofylové
fluorescence a kinetiky absorbance P700. V tomto méfeni bylo vyuzito aktinické svétlo
(800 pmol fotont'm2-st), které vyrazné prevySovalo fotosyntetickou kapacitu
neaklimovanych rostlin. Oxidovana forma P700 (P700%), ktera vznika separaci nabojti na
PSI, je za fyziologickych podminek redukovana elektronem z PSII zpét na P700.
V ptipad¢ nerovnovahy ve fungovani obou fotosystémd, kdy aktivita fotosystému I
prevysuje aktivitu fotosystému II, se oxidovana forma P700" za¢ne akumulovat, dokud
nedosahne takzvaného ustaleného stavu ,,steady state*. Rychlost tohoto ustaveni ,,steady
state* v P700" tedy odrazi balanci mezi pritokem elektronti z PSIl na PSI a transportem
elektrontd z PSI na Fd.

V ptipadé divokého typu dosazeni tohoto stavu trvalo zhruba 80 sekund od
zapnuti aktinického svétla. U mutanta Ihcb5 byla tato doba srovnatelnd. Zatimco
v piipadé Ihcb6 byla doba dosazeni ,,steady state® signifikantné kratsi, zhruba 30 sekund
od zapnuti aktinického svétla. Tento jev je pravdépodobné zpiisoben semikrystalickou
organizaci superkomplext PSII, ktera zabrafiuje migraci PQ mezi PSII a cytbef
komplexem (llikova et al., 2021). U dvojitého mutanta lhcb5lhch6 mtizeme pozorovat
castecny navrat k divokému typu s dobou dosazeni ,,steady state” po cca 50 sekundach

od zapnuti aktinického svétla (viz Obr. 16).

K podrobnéjsi charakterizaci funkce PSIl byly zhodnot chlorofylové
fluorescence induk¢niho jevu, naméfenych béhem 30 minut osvitu aktinickym svétlem,
vypocitany parametry Y(I1) a NPQ. Y(II) je efektivni kvantovy vytézek fotochemie PSII.
Tento parametr odpovida linearnimu toku elektronti z H,O ptes PSIl na cytochrom bef.

NPQ je parametr nefotochemického zhéseni.

Obdobné k charakterizaci funkce PSIbyly z hodnot absorbance P700 namé&tenych
béhem 30 minut osvitu aktinickym svétlem vypocitany parametry Y (1), Y(ND) a Y(NA).
Y(I) je efektivni kvantovy vytézek fotochemie PSI. Tento parametr odpovida toku
elektroni pfes PSI. Y(ND) je kvantovy vytéZzek nefotochemické disipace energie v
reak¢énich centrech PSI, ktera jsou omezena kvuli nedostatku elektrond Y(ND). Jde o
takzvanou limitaci na donorové strané. Y(NA) je kvantovy vytézek nefotochemické

disipace energie v reakénich centrech PSI, kterda jsou omezend kvili nedostatku

39



oxidovaného Fd. Parametry Y(I), Y(ND) a Y(NA) vyjadiuji relativni vahu jednotlivych

procest. Soucet téchto parametrti dava hodnotu 1.
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Obrazek 16. Reprezentativni kiivky oxidace P700 a indukéniho jevu chlorofylové fluorescence
neaklimovanych rostlin s genotypy: WT (divoky typ), lhcb5, lhch6, Ihcb5kolhch6. aktinické
svétlo (800 pmol fotoni-m-2-s1)
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U neaklimovanych rostlin (NL) s intenzitou pouzitého aktinického svétla
(100 pmol fotonti-m-st) miizeme pozorovat fungovéni fotosystémi pii fyziologickych
podminkach (viz obr. 17). Béhem prvni minuty osvitu, kdy jesté nefunguje Calvintv
cyklus, je ¢innosti fotosystému vytvofen transmembranovy gradient, coz vede k indukci
NPQ. To vede k mensi G¢innosti PSII a akumulaci P700", coz odrazi nastup Y(ND).
Nasledné dochazi k vyuziti protonového gradientu ATP-syntazou a tim k pomalé relaxaci
NPQ, coz vede k zvyseni Y(II). Toto zvySeni Y(II) vede k zvyseni toku elektrontina PSI,
coz odrazi snizené Y(ND) a zvysené Y(I) (Stroch et al., 2022). Mutant Ihch5 v prvni
minuté dosahuje podobnych hodnot NPQ jako WT, ale nasledné vykazuje rychlejsi
relaxaci NPQ a tim i zvySené Y(II). Ostatni méfené parametry seu Ihch5 zasadné nelisily
od WT. U mutantt Ihch6 byl pozorovan velmi rychly narist NPQ, coz je v souladu
s literaturou (viz napt. Ilikova et al. 2021), ale dosahuje nizsich hodnot a projevuje se u
néj velmi rychla relaxace NPQ. I pfes tyto nizké hodnoty NPQ ma Ihch6 nizké i hodnoty
Y(II). Nejvyssi hodnota zhaseni spojeného s limitaci na donorové stran¢ Y(ND) jeu Ihch6
dosazena uz po 30 sekundach. Tato nejvyssi hodnota Y(ND) je u Ihcb6 vyrazné vyssi nez
u WT. Hodnoty Y(ND) u Ihcb6 klesaji zpocatku rychle, ale po 5 minutach piestavaji
klesat. Toto je zpiisobeno omezenou mobilitou plastochinonl v krystalickych polich C2S;
(viz kap. 2.1.2.5). Piekvapivé dvojity mutant Ihcb5lhcb6 vykazuje zvysené hodnoty
Y(ND) podobné jako Ihcb6 s tvarem kiivky podobajicim se WT, a to i pies hodnoty Y(II)
podobné WT.

U neaklimovanych rostlin (NL) s intenzitou pouzitého aktinického svétla
(800 umol fotond-m?-s!) miizeme pozorovat fungovani fotosystémil pii stresovych
podminkach (viz obr. 18). Na rozdil od obr. 17 zde nedochazi k relaxaci NPQ b&éhem
pusobeni aktinického svétla. Mutant Ihch5 v prvnich dvou minutach dosahuje podobnych
hodnot NPQ jako WT, nésledné¢ vykazuje mirné niz§i hodnoty NPQ. Ostatni méfené
parametry se u lhch5 zasadné nelisily od WT. U mutanta lhcb6 mizeme pozorovat
snizené hodnoty NPQ a jinou kinetiku oproti WT. Zatimco u divokého typu probiha
rychly narast hodnot NPQ az na hodnotu cca 2 béhem 2 minut a ndsledna pomalejsi faze,
pti které bylo dosahnuto hodnoty 2,3, u mutantu Ihch6 kopiruje kinetiku WT prvnich 30
sekund a nasleduje pomalej$i narist na cca hodnotu 1,7 béhem cca 5 minut a nasleduje
pomalejsi faze, pii které bylo dosahnuto hodnoty cca 1,9. Tato kinetika NPQ lhch6
souhlasi s vysledky v Ilikova et al. (2021). Opét nejvyssi hodnota zhaseni spojeného

s limitaci na donorové strané Y(ND) byla u Ihcb6 dosazena uz po 30 sekundach a hodnoty
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Y(ND) byly mirn¢ zvy$ené. Dvojity mutant Ihcb5lhcb6 vykazuje mirné zvysené hodnoty
Y(ND) podobné jako Ihch6. Mutant Ihcb5lhcb6 vykazoval pomalejsi indukeci NPQ
podobnou jako lhch6, ale bliz k hodnotam WT. Pii pouziti aktinického svétla o intenzité
1200 umol fotoni-m2-s* (viz Obr. 19) byl piedev§im pozorovan vétsi rozdil mezi lhch6

a ostatnimi genotypy v parametru Y(ND) a Y(NA).
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Obrazek 17. Kinetiky fotosyntetickych parametra (Y(I), Y(I), Y(ND), Y(NA), NPQ)
neaklimovanych rostlin (NL) s genotypy: WT (divoky typ), Ihcb5, Ihcb6, Ihcb5kolhch6. méfené
rostliny byly zatemnéné 30 min pfed méfenim, méfeni: 0-15 min pouzito aktinické svétlo 0
intenzité 100 umol fotonti-m2-s-1, 15-30 min tma; Hodnoty jsou vyjadiené jako primér=+ SD, n=
4
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Obrazek 18. Kinetiky fotosyntetickych parametri (Y(I), Y(I), Y(ND), Y(NA), NPQ)
neaklimovanych rostlin (NL) s genotypy: WT (divoky typ), lhch5, Ihch6, Ihcb5kolhech6. (viz

legenda u Obr. 17) aktinické svétlo (800 umol fotonti-m2-s1), Hodnoty jsou vyjadiené jako

primér £+ SD, n=4.
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Obrazek 19. Kinetiky fotosyntetickych parametra (Y(I), Y{I), Y(ND), Y(NA), NPQ)
neaklimovanych rostlin (NL) s genotypy: WT (divoky typ), lhch5, Ihch6, Ihcbh5kolheh6. (viz
legenda u Obr. 17) aktinické svétlo (1200 pmol fotonti-m-2-s1), Hodnoty jsou vyjadiené jako
primér £ SD, n= 4.
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Fotosyntetické parametry fotosystému rostlin aklimovanych na niz§i intenzitu
svétla (LL) byly méfeny pii intenzité¢ pouzitého aktinického svétla 800 umol fotoni
‘m?2-st, pro srovnani s NL pti aktinickém svétle 800 umol fotonti-m2-s (viz Obr. 20).
Vsichni pozorovani mutanti vykazovali zvySenou hladinu NPQ oproti WT. Tento narust
NPQ je pravdépodobné zplisobeny vétsSim mnozstvim ,,loosely bound* LHCII souvisejici
také s vEtsi velikosti funkéni antény PSII (viz Obr.15). Kinetiky NPQ se liSily u rostlin
jednotlivych genotypu. V piipad¢ Ihcb5 byl pozorovan rychly narist, vysoké hodnoty a
pomala relaxace oproti divokému typu, coz mize byt vysvétleno pritomnosti vice volnych
LHCII, coz doklada i vysoka hodnota TRo/RC (Obr.15). Zatimco mutanti Ihcb6 a
Ihcb5Ihcb6 méli béhem osvitu vyssi hodnoty NPQ nez divoky typ, jejich relaxace byla
rychlejsi. Dale je patrna rizna Kinetika relaxace Y (ll) a rizné ,,steady state* hodnoty

Y (IN), které odpovidaji riznym hodnotam Fy/Fy.

Fotosyntetické parametry fotosystému rostlin aklimovanych na vyssi intenzitu
svétla (HL) byly méfeny pfiintenzit¢ pouzitého aktinického svétla 800 pmol

2. 2.q1

fotont'm2-s, pro srovnani s NL pii aktinickém svétle 800 umol fotonfi-m=2-s

(viz Obr. 21). Vysledky méfeni kinetik NPQ jsou enigmatické. Tvar kiivek pfipomina
tvar kfivek neaklimovanych rostlin s tim rozdilem, ze hodnoty NPQ mezi jednotlivymi
genotypy jsou markantni. Hodnota NPQ u Ihcb6 ¢ini po 15 minutach 1,7 oproti WT, kde
tato hodnota ¢ini 2,9. Rozdil hodnot NPQ mezi Ihch6 a WT u HL ¢ini 1,2 oproti 0,4 u
NL. Dale mizeme pozorovat ¢aste¢ny navrat k hodnotdm NPQ divokého typu v piipadé
dvojitého mutanta lhcb5lhcb6. Jednim z faktorti zpusobujicich tento rozdil muze byt
mensi funkéni velikost superkomplexu PSII u mutantt. Tento jev miize byt v pfipadé
Ihcb6 zptisoben néjakym druhem trvalého zhaseni (,,locked in®, ql), ¢imZ by dynamicky
regulované NPQ mohlo byt niz$i, podobné jako naptiklad u smrku aklimovaného na vyssi
ozatenost (Stroch et al., 2022). Tyto poklesy NPQ u mutantti zdsadné neovlivnily Y(II),
pti¢emzu Ihcb51lhcb6 byl tento parametr mirné snizeny, u Ihch6 stejny a u lhch5 dokonce
lehce zvyseny oproti divokému typu. Hodnoty Y(NA) byly uvSech genotypti srovnatelné.
Hodnoty Y(ND) byly srovnatelné u Ihcb5, mirné vys$siu lhcb6 a vyssiu Ihcb5lhcb6 oproti

divokému typu, coz snizilo ptislusné hodnoty Y(I).

Na obrazku 22 je srovnani kinetik NPQ jednotlivych aklimac¢nich variant pii
aktinickém svétle o intenzité 100 pmol fotont-m2-st. U divokého typu byly pozorovany
ruzné prubehy NPQ, které odrazi riznou ptipravenost jednotlivych aklimaénich variant

na tuto intenzitu zéafeni. V pifipadé¢ LL rostlin tato intenzita prevySuje kapacitu
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fotochemie, coz vede k vysokym hodnotam NPQ. V piipad€ NL rostlin je fotosynteticky
aparat téchto rostlin na tuto intenzitu optimalizovan, coZ vede k prechodné vysokym
hodnotdm NPQ, které¢ ale nasledné klesaji ¢innosti Calvinova cyklu. V ptipadé HL rostlin
je fotosynteticky aparat téchto rostlin optimalizovan na vyrazné vyssi intenzitu svétla, coz
vede ke strmému poklesu hodnot NPQ po poc¢atec¢nim ristu a k nizkym hodnotam NPQ.
Podobné kinetiky NPQ byly pozorovany u Ihcb5. Naproti tomu Kinetika NPQ u NL rostlin
Ihcb6 byla podobna kinetice NPQ u rostlin Ihcb6 aklimovanych na HL, z toho vyplyva,
ze neaklimované rostliny mutanta Ihch6 maji sviij fotosynteticky aparat optimalizovany
pro vyssi intenzitu svétla (,,high-light ready™). Tento prubéh kinetik NPQ aklimaénich
variant mutantu Ihcb6 je podobny jako pribéh kinetik NPQ u aklimacénich variant smrku
(Stroch et al., 2022). V piipadé dvojitého mutanta Ihch5lhch6 byly pozorovany hodnoty
bliz§i hodnotam divokého typu.
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Obrazek 20. Kinetiky fotosyntetickych parametri (Y(I), Y(II), Y(ND), Y(NA), NPQ) rostlin
aklimovanych na nizkou intenzitu svétla (LL) s genotypy: WT (divoky typ), lhcb5, lhch6,
Ihcb5kolhch6. (viz legenda u Obr. 17) aktinické svétlo (800 umol fotonti-m-2-s-1), Hodnoty jsou
vyjadfené jako prameér + SD, n= 4.
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Obrazek 21. Kinetiky fotosyntetickych parametrd (Y(I), Y(II), Y(ND), Y(NA), NPQ) rostlin
aklimovanych na vysokou intenzitu svétla (HL) s genotypy: WT (divoky typ), lhch5, lhch6,
Ihcb5kolhch6. (viz legenda u Obr. 17) aktinické svétlo (800 umol fotont-m-2-s-1), Hodnoty jsou

vyjadiené jako primér £ SD, n= 4.
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Obrazek 22. Kinetiky fotosyntetickych NPQ rostlin aklimovanych na LL, NL, HL s genotypy:
WT (divoky typ), Ihcb5, Ihch6, Ihchbkolhcb6. (viz legenda u Obr. 17) aktinické svétlo (100 umol
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fotonti-m2-s1), Hodnoty jsou vyjadiené jako pramér + SD, n= 4.
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5 ZAVER

V této praci byly studovany vlastnosti fotosystémi rostlin Arabidopsis thaliana s absenci
jedné nebo obou minoritnich svétlosbérnych antén fotosystému I LHCBS nebo LHCB6.
Tyto rostliny byly aklimovany na rtizné svételné intenzity. Z listt rostlin byly izolovany
fotosyntetické pigmenty, stanoven jejich obsah a byly zméteny fotosyntetické parametry
fotosystému s pouzitim ptistroji PEA metra Dual-PAM 100. V ptipadé neaklimovanych
rostlin nebyly pozorovany vyrazné rozdily ve viditelném fenotypu, slozeni pigmentt,
hmotnosti rizic, TRo/RC ani ve ,,steady state” hodnoté nefotochemického zhaseni mezi
divokym typem a pozorovanymi mutanty, coz souhlasi s pfedchozi studii (Ilikova et al.,
2021). Rostliny mutanta lhcb6 vykazovaly naruseny transport elektrond mezi
fotosystémem Il a I, coz doklada diivéjsi dosazeni ustaleného stavu P700" a vyssi hodnoty
Y(ND), oproti divokému typu, coz je v souladu s literaturou (De Bianchi et al., 2008;
Ilikova et al., 2021). Tento jev je zpusoben krystalovymi poli superkomplext IT C2S;,
které brani transportu plastochinonu zPSIl na cytochrom bef komplex
(llikova et al., 2021). Rostliny mutanta Ihcb5 nemély pozménény elektronovy transport
ve srovnani s divokym typem. V piipadé mutanta Ihcb5lhcb6 byl pozorovan ¢astecny
navrat Kinetiky, dosazeni ustaleného stavu P700* ke kinetice pozorované u divokého typu,
avsak hodnoty Y(ND) dosahovaly u mutanta Ihcb5lhcb6 podobnych hodnot jako hodnoty
u Ihcb6. Mutant Ihcb5lhcb6 netvoti krystalova pole z C,S, (De Bianchi et al., 2008), coz
naznacuje, ze se v mutantu Ihcb5lhcb6 nachazi vétsi mnozstvi mensich superkomplexi
(bez LHCBS5S a LHCB®6), které pravdépodobné diky pfitomnosti LHCB4 zabranuji tvorbé
krystalovych poli. Podobny ,,navrat™ u Ihcb5lhcb6 byl pozorovan pro parametr NPQ.
Zatimco |hcb6 vykazoval bifazicky prabéh NPQ, u lhcb5lhcb6 byl pozorovan
monofazicky prabéh jako u divokého typu.

Vsichni pozorovani mutanti vykazovali snizeni parametru Fv/Fm ve vSech
aklimacnich variantach. VSichni pozorovani mutanti méli parametr TRo/RC zvySeny pfi
aklimacina LL, stejny bez aklimace a snizeny pfi aklimaci na HL. Tyto dva jevy jsou
spojeny s vétSim vyskytem mensSich superkomplexti PSII a vétSim vyskytem ,,loosely
bound“ LHCII, které mohou na PSIl superkomplexy pienaset excitacni energii
(llikova et al., 2021). Pfi vyssi intenzité excitace dochazi k degradaci nebo zhaseni
excitaci u téchto LHCII (Stroch et al., 2022). U divokého typu byly pozorovéany riizné

pribéhy NPQ u jednotlivych aklimac¢nich variant, které odraZi riiznou ptipravenost téchto
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aklimacnich variant na tuto intenzitu zatfeni. Typicky aklimace rostlin na vy§si intenzitu
svétla zvySuje kapacitu pro NPQ, coz vede pfi limitujici intenzité svétla (800 pmol
fotond-m?-s?) k vy§§im hodnotam NPQ u HL rostlin oproti NL rostlinam. V piipadé
mutanta Ihcb6 byly pozorovany podobné absolutni hodnoty parametru NPQ mezi
aklima¢nimi variantami NL a HL tohoto mutanta, a to pfi vSech pouzitych intenzitach
aktinického svétla. Toto atypické chovani NPQ nedoprovazi pokles Y (II), coZnaznacuje,
Ze je u tohoto mutanta pfitomna n¢jaka forma dlouhodobého zhaseni gl, tim paAdem pomér
dynamicky se ménici komponenty nefotochemického zhaseni qE neni tak vysoky. Tento
fenomén je podobny funkci NPQ pfi aklimaci na vysokou intenzitu svétla u smrku, u
kterého také neni piitomny LHCB6 (Stroch et al., 2022). Toto dlouhodobé zhaseni
v kombinaci s narusenym elektronovym transportem muze byt zodpovédné za mensi
fenotyp a mensi prumérnou vahu rdzic mutantu lhch6. Toto pozorovani mutantd
aklimovanych na vys$si intenzitu svétla jsou podobné vysledkim publikovanych v (De
Bianchi et al., 2008). Prekvapivym zjisténim byla vyrazné zvySena koncentrace
fotosyntetickych pigmentti u vS§ech pozorovanych mutantii a vysoky pomér chlorofyltia/b
u téchto mutantl. Tato vysS§i koncetrace pigmentdi muze byt kompenzacnim
mechanismem téchto mutantl, u kterych je zvySeny vyskyt menSich forem

superkomplexii PSIL
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

a. u. arbitrary units*

ATP Adenosintrifosfat

Car karotenoid

CP chlorofyl vazajici protein

Cyt b6f Cytochrom bef komplex

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

F fluorescence

F fluorescence po dosazeni ustalen¢ho stavu fluorescence

Fd feredoxin

Fi fluorescence namétena 30 ms po zapnuti saturacniho pulsu

F; fluorescence naméfena 2 ms po zapnuti saturacniho pulsu

Fm maximalni fluorescence chlorofylu

Fm’ maximalni fluorescence chlorofylu na svétle

FNR Fd-NADP*-oxidoreduktaza

Fo minimalni fluorescence chlorofylu

Fo’ minimalni fluorescence chlorofylu na svétle

FulFm maximalni kvantovy vytazek fotochemie fotosystému II

HL vysoka intenzita osvétleni

HRP kfenova peroxidaza

Chl chlorofyl

LHC svétlosbérny komplex

LHCII svetlosbérny komplex fotosystému 11

LL nizk4 intenzita osvétleni

NAPDH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NL standardni intenzita osvétleni

NoM mutant Arabidopsis thaliana bez minoritnich svétlosbérnych
antén

NPQ nefotochemické zhaseni
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OEC komplex vyvijejici kyslik

P signal P700

P680 par chlorofylti 680 na PSII

P700 par chlorofylti 700 na PSI

PAM pulzni amplitudova modulace

PC plastocyanin

PEA ,Plant Efficient Analyzer*

Pm maximalnim signal P700

Pm’ maximalnim signal P700 na svétle
PQ plastochinon

PQH: plastochinol

PsbS podjednotka S fotosystému II

PSI fotosystém |

PSII fotosystem Il

Qa plastochinon v misté A

Qs plastochinon v misté B

qE zhaSeni zavislé na energii

o]l fotoinhibi¢ni zhaseni

qP fotochemické zhaseni

qT zhaSeni zavislé na stavovych ptrechodech spojenych

S presunem svétlosbérnych antén z mezi PSII a PSI

RC reakéni centrum

ROS reaktivni formy kysliku

r. u. ,relative units®

SD vybérova smérodatna odchylka

SDS dodecylsiran sodny

T-DNA transferovda DNA

Ti-plazmid tumor-indikujici plazmid

TRo/RC energeticky tok zachyceny na jedno reakéni centrum
VDE violaxantin de-epoxidaza
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V;

WT
ZE

relativné variabilni fluorescence

relativné variabilni fluorescence naméfend 30 ms po zapnuti
saturacniho pulsu

relativné variabilni fluorescence namétena 2 ms po zapnuti
saturacniho pulsu

divoky typ

zeaxantin epoxidaza
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8 PRILOHY

Pomoci ptistroje Dual-PAM 100 byla provedena kompletni charakteristika vlastnosti
fotosystému mutantii pozorovanych v této praci pii ttech intenzitach aktinického svétla.

Avsak kvili podobnosti z n€kterych méfeni nebo nejednoznaéné interpretaci nebyly
Vv hlavni ¢asti prace zahrnuty v§echny grafy téchto méfeni.
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Ptiloha 1. Kinetiky fotosyntetickych parametra (Y(I), Y(II), Y(ND), Y(NA), NPQ) rostlin
aklimovanych na nizkou intenzitu svétla (LL) s genotypy: WT (divoky typ), lhcb5, lhch6,
Ihcb5kolhch6. (viz legenda u obr. 17) aktinické svétlo (100 pmol fotonti-m2-s'1), Hodnoty jsou
vyjadiené jako prumeér + SD, n= 4.
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Priloha 2. Kinetiky fotosyntetickych parametrit (Y(I), Y(II), Y(ND), Y(NA), NPQ) rostlin
aklimovanych na nizkou intenzitu svétla (LL) s genotypy: WT (divoky typ), lhcb5, Ihcb6,
Ihcb5kolhch6. (viz legenda u obr. 17) aktinické svétlo (1200 umol fotont-m-2-s1), Hodnoty jsou

vyjadiené jako primér £ SD, n= 4.
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Ptiloha 3. Kinetiky fotosyntetickych parametra (Y(I), Y(II), Y(ND), Y(NA), NPQ) rostlin
aklimovanych na nizkou intenzitu svétla (HL) s genotypy: WT (divoky typ), Ihcb5, lhch6,
Ihcb5kolhch6. (viz legenda u obr. 17) aktinické svétlo (100 pmol fotonti-m-2-s-1), Hodnoty jsou
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vyjadfené jako primér + SD, n= 4.
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Ptiloha 4. Kinetiky fotosyntetickych parametrt (Y(I), Y(II), Y(ND), Y(NA), NPQ) rostlin
aklimovanych na nizkou intenzitu svétla (HL) s genotypy: WT (divoky typ), lhcbh5, lhch6,
Ihcb5kolheh6. (viz legenda u obr. 17) aktinické svétlo (1200 umol fotont-m-2-s'1), Hodnoty jsou

vyjadfené jako primér + SD, n= 4.
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Ptiloha 5. Kinetiky fotosyntetickych NPQ rostlin aklimovanych na LL, NL, HL s genotypy: WT
(divoky typ), Ihcb5, lhch6, Ihcb5kolhcb6. (viz legenda u obr. 17) aktinické svétlo (800 umol

&as (min)

Cas (min)

fotonii-m2-s1), Hodnoty jsou vyjadiené jako primér = SD, n= 4.
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Ptiloha 6. Kinetiky fotosyntetickych NPQ rostlin aklimovanych na LL, NL, HL s genotypy: WT
(divoky typ), Ihcb5, Ihch6, Ihch5kolhcb6. (viz legenda u obr. 17) aktinické svétlo (1200 pmol
fotonti-m-2-s1), Hodnoty jsou vyjadiené jako praimér + SD, n= 4.
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