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ABSTRAKT

Smrk ztepily (Picea abies) je nahosemennd rostlina z Celedi borovicovitych (Pinaceae).
Nedavno bylo zjisténo, Ze tato Celed postradd nékteré svétlosbérné komplexy fotosystému Il
(PSI)(LHCII) a to proteiny Lhcb6 a Lhcb3, které byly povazovany za typické pro vSechny
suchozemské rostliny. Ztohoto duvodu se lisi struktura PSII-LHCIl superkomplex(i v
thylakoidni membrané smrku. Rostliny jsou vystaveny neustdle se meénicim
environmentalnim podminkam. Jednim z téchto faktor(, které ovliviiuji ucinnost fotosyntézy
a zplsobuji poskozeni zejména PSlI, je nedostatek nebo naopak prebytek dopadajici sluneéni
radiace. Fotosyntetické reakce jsou doprovazeny vznikem potencialné Skodlivych reaktivnich
forem kysliku, coz je umocfovano stresovymi podminkami. Za ucelem odstranéni nebo
zmirnéni Skod zpuUsobenych oxidativnim stresem si rostliny vyvinuly rGzné ochranné
mechanismy na rozdilnych Urovnich organizace rostlin — na Urovni listu, na bunécné drovni
pomoci regulace poctu a pohybl chloroplastli a regulaci sloZeni proteind na uUrovni
molekularni — a ¢asovych skalach — kratkodobé odezvy v fadu sekund az minut a dlouhodobé
odezvy (aklimace) v rada dni az tydnG. Cilem prace je popsani zmén v organizaci pigment-
proteinovych komplex v thylakoidni membrané izolované ze semendackll smrku
aklimovanych na vysokou a nizkou ozarenost. Spektroskopickd analyza byla provedena na
nerozvolnénych a rozvolnénych thylakoidnich membrandch izolovanych ze semendackl smrku
ztepilého aklimovanych na rliznou ozarenost (nizka, kontrolni a vysoka intenzita o 20, 100 a
800 pmol fotond m™? s, vtomto pofadi). Absorpéni, fluorescenéni (emisni a excitaéni)
spektra a spektra cirkularniho dichroismu prokazala rozdilnou organizaci pigment-
proteinovych komplex( v thylakoidni membrané rostlin aklimovanych na odliSnou aklimacni
ozarenost a odliSné mnoZstvi LHCII, coZ podporuje i rozdilny pomér obsahu chlorofylu a a b.
U rostlin aklimovanych na vysokou ozarenost dochazi k vyrazné redukci makro-organizace
pigment-proteinovych komplext v thylakoidni membrané. U semenackli aklimovanych na
vysokou ozafenost byla pozorovana sniZzena teplotni stabilita makro-organizace pigment-
proteinovych komplex( v thylakoidni membrané, prestoze stabilita LHCIl v trimerni formé
byla naopak vétsi.

Klicova slova:

pigment-proteinové komplexy; smrk ztepily; thylakoidni membrana; aklimacni ozarenost;
spektroskopie cirkularniho dichroismu; fluorescencni spektroskopie



ABSTRACT

Norway spruce (Picea abies) is a gymnosperm of the pine family (Pinaceae). Recently, it was
found that this family is lacking some of the light-harvesting complexes of photosystem II
(PSIN)(LHCII) — Lhcb6 and Lhcb3 proteins. These proteins were considered as essential for all
land plants. For this reason, the structure of PSII-LHCII supercomplexes in spruce thylakoid
membranes is different. Plants are exposed to fluctuating environmental conditions. The
deficiency or an excess of incident solar radiance are factors that affect the efficiency of
photosynthesis and cause the damage especially of PSIl. Photosynthetic reactions are
accompanied by formation of reactive oxygen species, which is even enhanced by stress
conditions. Plants have evolved protective mechanisms in order to remove or mitigate
damages caused by reactive oxygen species. Protective processes take place on different
level of plant organization — on a leaf level, on a cellular level by regulation of chloroplast
number or chloroplast movements or on a molecular level by regulation of protein
composition — and different time scales — short-term responses in order of seconds to
minutes and long-term responses (acclimations) in order of days to weeks. The goal of this
work is characterization of changes in pigment-protein complex organization in thylakoid
membranes isolated from spruce seedlings acclimated to low and high light intensity.
Spectroscopic analysis on stacked and unstacked thylakoid membranes isolated from
Norway spruce seedlings acclimated to different light intensity (low, normal and high light
intensity of values 20, 100 and 800 pmol photons m™ s, respectively) was performed.
Absorption, fluorescence (emission and excitation), and circular dichroism spectra revealed
different organization of pigment-protein complexes in thylakoid membranes from plants
acclimated to different acclimation light intensity and distinct f amount of LHCII as also
indicated by different chlorophyll a and b ratio. Plants acclimated to high light intensity are
characterized by significant reduction of macro-organization of pigment-protein complexes
in thylakoid membranes. In addition, spruce seedlings acclimated to high light intensity
revealed reduced thermal stability of macro-organization of pigment-protein complexes in
thylakoid membranes although stability of LHCII in trimeric form was, on the contrary,
higher.

Key words:

pigment-protein complexes; Norway spruce; thylakoid membrane; acclimation light
intensity, circular dichroism spectroscopy; fluorescence spectroscopy
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Teoreticka cast

1 Fotosyntéza

Fotosyntéza je dulezitym déjem v pfirodé. K tomu, aby byly organizmy schopny vykonavat
tento déj, potrebuji chloroplasty. Tyto plastidy jsou kromé wvysSich rostlin obsazeny
i v zelenych a hnédych fasach, jednobunécnych sinicich, zelenych a purpurovych bakteriich.
Obecné znamym produktem fotosyntézy je molekularni kyslik O,, ale primarni funkci tohoto
déje je pfeména svételné (slunecni) energie na energii chemickou a syntézu organickych
latek.

Sumarni reakce fotosyntézy:
6 CO, +12 H,0O = CgH1206 + 6 O, + 6 H,O
Fotosyntéza ma 2 faze — svételnou a temnostni (CalvinQv cyklus).

Pribéh svételné faze, tzv. primdrnich déjl, je zavisly na pfitomnosti svétla. Svételnd energie
ve formé fotonli je pohlcena rostlinnymi pigmenty a zacind jeji preména na energii
chemickou. V eukaryotickych bunkach je fotosyntéza lokalizovana v chloroplastech, coz jsou
organely, které maji svou vlastni DNA a 3 typy membrdn — vnéjsi, vnitini a thylakoidni (TM).
Tyto membrany vymezuji rizné prostory - mezi vnitfni a vnéjsSi membranou se nachazi
mezimembranovy prostor, vnitini s thylakoidni oddéluji stromu a uvnitf TM je lumen. Vnitini
struktura chloroplastu vypada tak, Ze TM vymezuji thylakoidy, vackovité utvary, které jsou
usporadany do sloupcovitych utvara, gran.

Svétlo zachycuji fotosyntetické pigmenty, coz jsou chlorofyly (Chls) a karotenoidy (Car).
Existuji rGzné formy Chls, na fotosyntéze vyssich rostlin se ale podileji jen dva typy — a a b.
Pouze chlorofyl a (Chl a) je schopen se oxidovat, tedy ménit svételnou energii na chemickou.
Jeho specialni par je umistén v reakénim centru fotosystému, ostatni rostlinné pigmenty jako
chlorofyl b (Chl b) a Car tuto schopnost nemaji a jsou nazyvany svétlosbérné pigmenty. Jejich
funkci je pohlceni energie, kterou postupné vedou k reakénimu centru (RC) a umozniuji
oxidaci Chl a. Dohromady s proteiny tvofi svétlosbérné komplexy, které se nachazi v TM.

Poté, co je foton zachycen pomoci svétlosbérnych antén a jeho energie vedena az
do reakéniho centra fotosystému Il (RC PSll), je z oxidovaného paru chlorofylu P680 (takto
oznacovan podle maxima své absorpce) uvolnén elektron, ktery pfebira primarni akceptor.
Kladné nabity chlorofyl ziskava elektron od primdarniho donoru a vraci se do neutralniho
stavu. Donor pfijima elektron, ktery byl vyprodukovan fotolyzou vody, tedy jejim svételnym
rozkladem a molekularni kyslik se uvolfiuje do ovzdusi.

2H,0—> 0, +4H +4¢



Elektrony se pfi oxygenni fotosyntéze premistuji po tfech komplexech — fotosystém Il (PSll),
cytochrom be-f, fotosystém | (PSI). Pfenaseji je pohyblivé prenasece plastochinony (pQ) a
plastocyanin (pC). Na PSIl se vQa misté vaze molekula pQ, kterd je jednoelektronovym
akceptorem. Ta prenasi elektron z feofytinu. Z Q4 mista se elektron dostane do mista Qg, kde
se pQ vaze jiz jako dvouelektronovy akceptor. Po redukci pQ na pQH, se z PSIl uvolni a
dostavd se na cytochrom bg-f komplex. Cely tento proces se opakuje. Pfi oxidaci pQH;
cytochromem bg-f se uvolni dva elektrony. Jeden z elektroni se dostdvd na Rieskeho
centrum a pres dalsi pfenasece na plastocyanin a fotosystém I. Druhy elektron se navaze
na PSIl. Tento mechanismus se nazyva Q-cyklus. Z PS | se elektrony dostavaji na ferredoxin a
redukuji NADP" na NADPH. Tento tok elektrond je nazyvan linedrni. Pokud se elektrony z PSI
vraci zpét pres ferredoxin na cytochrom be-f komplex a vdZou se v Qg misté plastochinonu,
jedna se o cyklicky tok elektron(. PFfi cyklickém toku elektronl se zvySuje protonovy
gradient, ktery mulze vést ke zvySeni produkce adenosintrifosfatu (ATP). Naopak NADPH
nevznikd, protoze elektrony, které jsou potiebné k redukci NADP* se vraci zp&t na cytochrom
be-f.

Energii ziskdvaji bunky pti procesu fotofosforylace. Je zde nékolik faktor(i, které pftispivaji
k protonovému gradientu, kdy se lisSi koncentrace protonl ve stromatu a lumen. Prvnim
z nich je fotolyza vody, dale ptenos elektron pomoci plastochinonu a redukce NADP*. To mé
za nasledek rozdilné pH na opacnych strandch membrany. V rozdilu koncentraci je ulozena
energie, kterd se vyuZiva pfi ATP-syntaze. ATP je vysoce energickd latka, kterd vznika
syntézou (spojenim dvou latek) adenosindifosfatu (ADP) a fosfatu (P). Proces je pohanén
energii vzniklou prechodem elektron( z lumen do stromatu. Pfi pfechodu do Calvinova cyklu
se rozklada zpét a uvoliiuje se energie. (Tepla)

2 Organizace fotosyntetického aparatu

Fotosynteticky aparat je sloZen z protein( a proteinovych komplex( — PSI se svétlosbérnymi
komplexy LHCI, PS Il se svétlosbérnymi komplexy LHCII, cytochrom bgf komplex a ATP-
syntdza. (Soukupovd, a dalsi, 2003)

2.1 Thylakoidni membrana

TM je lipidova dvojvrstva. Nejvice zastoupenou lipidovou slozkou TM je monogalaktosyl-
diacylglycerol (MGDG). Nachdzi se zde nerovnomérné rozmisténé proteiny a komplexy
proteinl tvorici fotosynteticky aparat. TM vymezuje thylakoidy, které mohou byt granalni
(vackovité utvary spojeny do sloupcl) nebo stromalni (volné lamely spojujici sloupce gran).
Pravé v granech je obsaZen vice PSIl s LHCII, zatimco ve stromalnich thylakoidech PSI s LHCI a
ATP-syntdza. Cytochrom bg-f komplex je rovnomérné rozmistén mezi obé slozky TM.
(Dekker, a dalsi, 2005) (Ptackova, 2016)



2.2 Lipidy

Kromé jiz zminéné tridy lipidd monogalaktosyl-diacylglycerolu (MGDG) se vTM nachazi
i dals$i  galaktolipid digalaktosyl-diacylglycerol (DGDG), sulfolipid sulfochinovosyl-
diacylglycerol (SQDG) a fosfolipid fosfatidyl-glycerol (PG). Tyto lipidy maji strukturni funkci -
vytvafi rozhrani s proteinovymi komplexy a lipidovou fazi. (Garab, a dalsi, 2016)
Pro fungovani proteini a komplexti musi lipidy zajistit spravné interakce pti skladani
pigment-proteinovych komplext (PPC), udrZet strukturdini flexibilitu membran, kterd
pravdépodobné ovliviiuje odolnost v{ci stresu a zajistit nepropustnost zejména pro protony.
(Boudiere, 2014) (Mizusawa, a dalsi, 2012) Nejvice zastoupen je MGDG, ktery tvofi az 50%
lipidové slozky. PFfi spojeni s LHCII muZe tvofit dvouvrstvou strukturu i presto, Ze patfi
do skupiny lipidl, které dvojvrstvu nevytvari. Tato vlastnost je dilezitda pro xantofylovy
cyklus. (Krumova, a dalsi, 2008) Naopak DGDG, tvofici az 30% lipidové slozky, SQDG a PG,
oba obsaZzeny 5-12% v lipidové sloZce, vytvafi dvojvrstvu pfirozené. Pfitomnost PG hraje
dilezitou roli v produkci dimeru PSIl a PSI komplexd. (Pagliano, a dalsi, 2012) (Kozarova,
2013)
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Obr. 1: Struktura glykolipidt v thylakoidni membrdné. R1 a R2 zndzorriuji fetézce mastnych
kyselin. (pfevzato z Garab, a dalsi, 2016)

2.3 Fotosystém |

PSI je PPC, ktery se sklada z monomerniho jadra komplexu PSI a svétlosbérného komplexu.
(Dekker, a dalsi, 2005).

V RC se nachazi specialni par Chl g, ktery absorbuje svétlo o maximalni vinové délce 700 nm.
Proto se oznacuje P700. (Nelson, a dalsi, 2006) V RC obecné dochazi k separaci naboje.

Jddro PSI je tvofeno dvémi velkymi podjednotkami PsaA a PsaB, c¢tyfmi vnéjsSimi
podjednotkami PsaC, PsaD a PsaE vystavenymi stromatu a PsaN vystavené lumenu, tfemi
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vnitfnimi PsaG, PsaH a PsaO a dalSimi mensimi podjednotkami. Stfed tvofi heterodimer
tvoreny PsaA a PsaB, jehoZ anténni ¢ast tvori Chl a a Car. (Dekker, a dalsi, 2005)

Svétlosbérny komplex obsahuje periferni anténu LHCI (light-harvesting complex
of photosystem ), kterd se skldadd zLlhcal, Lhca2, Lhca3 a Lhcad. Tyto proteinové
podjednotky mezi sebou vytvari dimery Lhcal-Lhcad a Lhca2-Lhca3. Vazou na sebe Chla a b,
B-karoten, lutein a violaxantin. Okolo jadra se vazou ve tvaru pulmésice.

Obr. 2: Pohled ze stromdlni strany na strukturu PSI. Chlorofyly jsou zobrazeny zelené,
karotenoidy cervené. PsaG, PsaH a PsaK jsou mensi podjednotky jddra. Okolo jddra je
periferni anténa LHCI, kterd se sklddd z Lhcal-4. Dimery jsou uspordddny v tvaru pllkruhu.
(Prevzato z Nelson, a dalsi, 2006).

2.4 Fotosystem |l

PSIl je PPC, ktery se sklada z dimerniho jadra komplexu PSIl a svétlosbérného komplexu.
(Dekker, a dalsi, 2005)

Chlorofyl v RC PSII absorbuje svétlo o maximalni vinové délce 680 nm, proto je oznaCovan
P680. RC PSIl a PSI se nachazeji spolecné u vyssich rostlin. Existuji i dalsi, které se podileji
na fotosyntéze v jinych organismech — RC Il oznacené jako P870 a P960 u rlznych
purpurovych bakterii, RC | oznaéené jako P800 u zelenych sirnych bakterii nebo P840
u heliobakterii. (Pavlovi¢, a dalsi, 2015)
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Jadro PSII, presnéji jeho jednu polovinu, tvofi ¢tyfi velké vnitfni podjednotky PsbA, PsbB,
PsbC a PsbD, tfi vnéjsi podjednotky PsbO, PsbP a PsbQ a dalsi malé podjednotky. (Dekker, a
dalsi, 2005) PsbA, oznacovan D1, a PsbD, oznacovan D2, tvori fotochemické RC obsahujici
P680. VazZou Chl a a feofytin. (Andrizhiyevskaya, a dalsi, 2005) PsbB, oznaovan CP47, a PsbC,
oznacovan CP43, jsou jadrové antény, které obklopuji D1 a D2. Ty vazou také Chl a a
B-karoten. Navic je propojuji s anténami LHCII. (Pavlovi¢, a dalsi, 2015) DokaZou absorbovat
svétlo, ale také prijmout energii od ostatnich antén a vést ji do RC. (Dekker, a dalsi, 2005)
Podjednotky PsbE a PsbF spolecné tvori cytochrom bssg, ktery by mohl mit fotoprotektivni
funkci. (Barber, a dalsi, 1999)

Obr. 3: Strukturni model PSIl C,S5,M,superkomplexu. (a) Obraz superkomplexu z Arabidopsis
thaliana ziskany transmisni elektronovou mikroskopii individudlnich makromolekul.
(b) Strukturni model superkomplexu, kde je zndzornéna struktura jadra PSIl — podjednotka D1
je zvyraznéna tmavé modrou, D2 tyrkysovou, CP43 lososovou, CP47 riZovou a vnéjsi PsbO
Zlutou a struktura Lhcb — trimerni LHCIl tmavé zelenou, monomerni Lhcb3 svétle zelenou.
Schematicky je tedy monomer jadra PSIl ,,C” vyobrazen tmavé modrou barvou, trimery LHCII
typu ,,S“ a ,,M“ svétle zelenou a tyrkysovou, v tomto poradi, a minoritni antény CP24, CP26 a
CP29 svétle modrou, riZovou a oranZovou, v tomto poradi. (Prevzato z Kouril, a dalsi, 2012).

Anténni cast LHCIl (light-harvesting complex of photosystem Il) se sklada ze dvou typU
anténnich proteint — hlavni (majoritni) a vedlejsi (minoritni). Mezi hlavni proteiny patfi
Lhcbl, Lhcb2 a Lhcb3. Jsou oznaceny podle gen(, které je koduji. (Dekker, a dalsi, 2005)
Vytvari trimery a vazou Chl a a b, neoxantin, violaxantin a lutein. (Croce, a dalsi, 2011)
Vedlejsi proteiny se vyskytuji jako monomery a jsou to Lhcb4, Lhcb5 a Lhcb6, oznadovany
také jako CP29, CP26 a CP24, v tomto poradi. VSechny tti vaZzou Chl a a b, violaxantin a lutein
v rlznych pomérech, CP29 a CP26 navic i neoxantin. PSIl s LHCIl wvytvari PSII-LHCII
superkomplex, kdy se dimerické jaddro C; spojuje s riGznym poctem LHCII. C,S, komplex vznika
pfipojenim S-trimerU. Po pfipojeni M-trimer( vznika C,S;M,. U Spendtu se vyskytuje i treti
typ trimer(Q a to L-trimery, kdy vzacné vznikd C,S,M,L;,. Trimery se lisi sloZzenim a silou
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vazebnych sil, od které jsou odvozeny jejich nazvy —,,s“ jako ,,strongly”, tedy silna vazba, ,m“
jako ,moderately”, tedy stfedné silnd a ,|“ jako ,loosely”, tedy slaba vazba. U C,S, chybi
z perifernich antén Lhcb3 a z proteind CP24. Hojné vyskytujici se C,5,M, se sklada tedy
z jadra C,, Ctyr LHCII trimer( (2 S-trimery, 2 M-trimery) a dvakrdat monomerni Lhcb4 (CP29),
Lhcb5 (CP26) a Lhcb6 (CP24). (Koufil, a dalsi, 2012) M-trimery jsou vazany na Lhcb4,
S-trimery jsou s jadrem spojeny pres Lhcb5. (Croce, a dalsi, 2011) Nékteré z proteini maji
dilezitou roli ve stavbé a strukture superkomplext. Lhcb6 je dulezity pro vazbu M-trimerd.
Superkomplexy jsou v granech TM usporadany vétSinou ndhodné, ale za urditych, jesté ne
zcela objasnénych podminek, se mohou seskupovat do semi-krystalickych domén nebo
megakomplexu. Krystaly mohou tvofit alespon 3 typy superkomplex( (C,S;, C,5:M, C,S,M,)
pod podminkou, Ze jsou oddéleny od ostatnich membranovych protein(. (Koufil, a dalsi,
2016) PSIl obsahuje kyslik uvolfujici komplex (OEC — oxygen-evolving complex). (Umena, a
dalsi, 2011) (Ptackova, 2016)

3 Zdroje svételné energie

3.1 Fotosyntetické pigmenty

Chlorofyl je zeleny pigment, ktery je obsazen v zelenych rostlindch, sinicich a nékterych
fasach. Vyskytuje se v TM chloroplastlil. Chemicky vzorec chlorofylu je CssH7,N4OsMg. Zname
pét typl Chls — a, b, ¢, d, f. LiSi se mirné strukturou a maximadlni vinovou délkou
absorbovaného svétla. Chl a ma absorpéni maximum v modré oblasti spektra pfi vinové
délce 430 nm a v Cervené oblasti spektra pfi 662 nm. Maxima absorpce Chl b jsou posunuta
blize k sobé. V modré oblasti spektra je to pfi 455 nm a v ¢ervené oblasti pfi 644 nm. Car se
déli na karoteny (a a B- karoten a dalsi) a xantofyly (lutein, zeaxantin, anteraxantin,
violaxantin, neoxantin, fukoxantin a dalsi). Jsou obsazeny i v nefotosyntetizujicich
organizmech. Excitacni energie z karotenoidli muze byt prenesena na Chls, rovnéz z Chl b se
excitacni energie dostane na Chl a a pokracuje pres dalsi molekuly Chl a k RC fotosystému.
(Pavlovi¢, a dalsi, 2015)

0
(o] COOCH;
o\/Y\/Y\/Y\/\r
HiC H HeC H
chlorofyl a chlorofyl b

Obr. 4: Chemicka struktura chlorofylu a a b. (Prevzato z Pavlovic, a dalsi, 2015).
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3.2 Struktura a organizace svétlosbérnych komplexu

U vysSich rostlin se vyskytuje PSII-LHCIlI superkomplex ve formé C,S,M,. LHCIlI husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana), zastupce krytosemennych rostlin, obsahuje proteiny Lhcb1-6.
U nahosemennych rostlin je tomu ale jinak. Smrk ztepily (Picea abies) postrada
v superkomplexu C,S,M, proteiny Lhcb3 a Lhcb6, stejné tak i tyto proteiny chybi dalSim
borovicovitym (Pinaceae) a lidnovcotvarym (Gnetales). Ostatni skupiny nahosemennych
rostlin Lhcb3 a Lhcb6 proteiny obsahuji stejné jako evoluéné starsi suchozemské skupiny
rostlin - mechy a kapradorosty. To vyvolava dalsi otdzky, protoZe Lhcb3 a Lhcb6 byly
povazovany za proteiny vyskytujici se u vSech suchozemskych rostlin. V superkomplexu
usmrku ztepilého zlstavd misto po Lhcb6 neobsazeno. Absence Lhcb3 hraje roli v sile
vazanosti M-trimeru k jadru PSIl. M-trimer je oproti tomu v A. thaliana pootocen pfiblizné
0 52°, coz zplsobuje tésnéjsi asociaci s S-trimerem. Chlamydomonas reinhardtii, zastupce
zelenych fas, postradd také Lhcb6. Misto ného je vdzdn N-trimer. M-trimery C. reinhardtii
jsou stejné pootoceny jako ty smrku. (Koufil, a dalsi, 2016)

Obr. 5: Zobrazeni struktury proteint v PSll superkomplexech. (a) PSIl superkomplex ze smrku
ztepilého (Picea abies), (b) husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) a (c) Chlamydomonas
reinhardtii. Na obrdzcich (a) a (b) jsou zobrazeny superkomplexy C,S,M, a na obrdzku
(c) C;S,M3N,. Jadro fotosystému (C,) je zndzornéno svétle fialovou, trimery S, M a N modfre,
Cervené a Zluté (v tomto poradi). Proteiny Lhcb4 a Lhcb5 jsou oznacené zelenou barvou,
Lhcb6 azurovou. (Prevzato z Kouril, a dalsi, 2016).

4 Fotoprotektivni mechanismy fotosyntetického aparatu

4.1 Oxidativni stres

Fotosynteticky aparat je neustdle vystavovan rlznym environmentdlnim zménam. Tyto
faktory maji negativni vliv na priibéh fotosyntézy, poskozovdn je zejména PSIl a jeho
funkénost omezena. Pfi svételné reakci fotosyntézy vznikaji i potencidlné Skodlivé reaktivni
formy kysliku (ROS). Pravé ty nejvice poskozuji PSIl. Faktory mliZeme tedy rozdélit na ty,
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které puasobi pfimo (nadmérné mnozstvi fotosynteticky aktivni radiace (FAR), UV zareni,
vysoké teploty) a nepfimo (nizsi nez optimalni teploty, sucho, zasoleni). Rostliny si vici
témto zméndam dokazaly vyvinout rudzné ochranné mechanismy. Mechanismy funguji
na rozdilnych drovnich struktury rostlin — listu, buriky nebo molekul a maji i rlznou dobu
trvani od sekund a minut po tydny. VSechny tyto mechanismy se snaZi o snizeni tvorby ROS
nebo minimalizaci poskozeni zpUsobeného jiz vzniklymi ROS.

4.2 Nefotochemické zhaseni

Pfi nadmérném ozareni pohlcuji antény pfilis svételné energie. Pfebytecna excitacni energie,
ktera neni vyuzita pti fotosyntéze, je disipovana na teplo, coZ je mozné detekovat pomoci
poklesu fluorescence Chl a. Tento proces se nazyva nefotochemické zhaseni (NPQ). Pfi NPQ
dochdzi k reorganizaci LHCIl a zméné jejich funkce ze svétlosbérné na fotoprotektivni.
DuleZitou roli pfi reorganizaci LHCII ma i violaxantinovy cyklus (VAZ cyklus) a PsbS protein.
(Horton, a dalsi, 2005)

NPQ se sklada z rozdilnych komponent — hlavni je rychla komponenta qE, ddle gl, qT a gZ.
gE relaxuje, tedy vraci se do zakladniho stavu, béhem nékolika minut. U gl se predpokladalo,
Ze mistem zhaseni, kde pUsobi, je RC PSIl. Bylo spojovano s fotoinhibici, tedy poskozenim
PSII. Poté bylo zjiSténo, Ze pUsobi v anténdach. Doba relaxace u gl je delsi nez u gE, jedna se
i 0 nékolik hodin. gl je pomérné nejasné vymezena, proto se zavedla jind pomalu relaxujici
slozka gZ, ktera souvisi s zeaxantinem. Pomér plsobeni komponent je zavisly na svételné
ozarenosti. Pfi rychlych zménach dopadu svétla je aktivni spiSe qE, pfi stalejsi hladiné
ozarenosti pomalu relaxujici komponenty. Svétlosbérné antény jsou povazovany za misto
vzniku NPQ. Predpokladalo se, ze NPQ vznikd hlavné v minoritnich anténdach, dnes je ale
znamo, Ze na vzniku NPQ se podili vSechny. DllezZitéjsi je tedy struktura superkomplexu
v thylakoidni membrané nez samostatné podjednotky. DuleZitou roli hraje i forma
pfitomnosti gran — u ¢aste¢né rozvolnénych gran je mira NPQ vyrazné nizsi, u zcela
rozvolnénych membran nebylo NPQ zjisténo. Zmény v TM se projevuji pfiblizenim RC PSII.
(Goss, a dalsi, 2015) (Jahns, a dalsi, 2012)

Prabéh NPQ byl popsan jiz nékolika zplsoby. Podle jednoho z nich NPQ probiha ve ¢tyrfech
zhasecich stavech. (Horton, a dalsi, 1992) V prvnim je LHCII zobrazeno jako u rostlin
adaptovanych na tmu nebo nizkou ozarenost. LHCII neni shluknuto, tedy nijak agregovano.
Neprobiha zde zhasSeni a excitaéni energie je vyuZivana k elektronovému transportu. Stav 4
popisuje naopak LHCII v rostlinach adaptovanych vysoké ozarenosti, kde je prebytek energie,
ktery se nevyuziva k fotosyntéze. Zde je LHCIl vysoce agregovano. Agregaci spousti zbytky
specidlnich aminokyselin a transformace violaxantinu na zeaxantin. V tomto stavu je NPQ
nejvyssi. PsbS funguje jako senzor zmény protonové koncentrace vIlumen TM pfi pribéhu
vysoké ozarenosti. PsbS se protonuje a katalyzuje konformacni zmény LHCII, které vedou
k agregaci a NPQ. Formuje zhaseci mista, kde jsou deaktivovany excitované stavy molekul
Chl a. PsbS je protein ze skupiny svétlosbérnych proteind. Ve stavu 3 jsou LHCII komplexy
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protonovany, ale stale je vdzan violaxantin. LHCIl je méné agregovano, tedy i hodnoty NPQ
jsou nizsi nez ve stavu 4. Stav 3 probihd v membrdnach ihned po ozareni. LHCII ve stavu 2 je
neprotonovano a zhaseni je také nizsi nez ve stavu 4, ale mda delsi dobu trvani z divodu
pomalé epoxidace Z na V. Druhy model je zaloZen na vztahu fluorescence a casu, ktery
predstavuje dvé zhaseci mista NPQ v TM vyssich rostlin. (Holzwarth, 2009) (Jahns, a dalsi,
2012) Prvni zhaseci misto Q1 se skldada z hlavniho LHCII, které se v prlibéhu ozareni odpoji
od jaderného komplexu PSIl. Tyto odpojené agregaty maji schopnost disipace excitacni
energie ve formé tepla. Formace mista Q1 vyZzaduje interakci s protonovanym PsbS. Toto
misto predstavuje komponentu gE, kterd relaxuje v rozmezi 1 az 5 minut. Druhé zhaseci
misto Q2 se sklada z minoritnich proteinid LHCIlI (CP29, CP26 a CP24), které zUstavaji
pfipojeny k jadru PSII. Q2 je silné zavislé na VAZ cyklu. Kinetika tohoto procesu je pomalejsi,
trvd asi 10 aZ 15 minut. (Goss, a dalsi, 2015)

Tma / Nizka ozarenost Nadmeérna ozarenost

jadro PSII G agregaty LHCII

trimer LHCII a

zeaxantin  +

minoritni anténa PSII 5 violaxantin

Obr. 6: Model NPQ zndzorriujici strukturni zmény LHCII superkomplexu. Funkce antén se méni
ze svétlosbérnych na fotoprotektivni. (Pfevzato z Johnson, a dalsi, 2011).

Obecné se u zelenych fas nevyskytuji veliké rozdily v prlibéhu VAZ cyklu ani agregaci LHCII
oproti vysSim rostlindm. Rozdily ale nalezneme pfi aktivaci NPQ. U fasy Chlamydomonas
reinhardtii se vyrazné NPQ projevuje az po aklimaci rasy na vysokou ozarenost. VTM
zelenych fas neni rozliSena stromalni a granalni ¢ast, a proto postradaji dvé minoritni antény
LCHII — Lhcb3 a Lhcb6. V nékterych chybi i PsbS, ktery je nahrazen Lhcsr proteiny (tzv.
,stresové proteiny” LHC, ,stress-related”). Lhcsr3 C. reinhardtii vykazuje podobné funkce
jako PsbS a je silnym zhasecem fluorescence Chl g, ale liSi se strukturné — Lhcsr se sklada
ze tfi helixt a vaze Chls a xantofyly, PsbS ma Ctyfi helixy a pigmenty nejspiSe nevaze.
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Mechy jsou skupinou rostlin, kterd se vyvojové nachazi mezi suchozemskymi rostlinami a
vodnimi Fasami. Bylo zjisténo, Zze mech Physcomitrella patens obsahuje jak PsbS typicky
pro rostliny na sousi, tak i Lhscr, ktery se nachazi u zelenych fas a nahrazuje pravé PsbS a
jeho funkci. Oba proteiny jsou dlleZité pro pribéh NPQ. DlleZitd je pfitomnost zeaxantinu,
ktery se vaZe na Lhscr proteiny. (Goss, a dalsi, 2015)

4.3 VAZ cyklus

Xantofylovy cyklus, presnéji violaxantinovy cyklus, je lokalizovany v chloroplastech. Sklada se
ze dvou protichidnych reakci, kterych se Ucastni xantofyly — violaxantin, anteraxantin a
zeaxantin (odtud nazev VAZ cyklus). Hraje dUleZitou roli u vyvolani NPQ u vyssich rostlin.

OH

R T 2 e e S
HO Zeaxanthin
OH
D I ™™™
HO Antheraxanthin
OH
0
I X
HO Violaxanthin

Obr. 7: Chemickd struktura pigment(, které se ucastni VAZ cyklu. U violaxantinu a
anteraxantinu jsou zndzornény epoxidové skupiny. (Pfevzato z Hieber, a dalsi, 2000).

V prvni ¢asti VAZ cyklu je xantofyl V (violaxantin) deepoxidovan na xantofyl Z (zeaxantin).
Xantofyl V. ma dvé epoxidové skupiny. Epoxid je cyklicky ether. Meziproduktem deepoxidace
je xantofyl A (anteraxantin) sjednou epoxidovou skupinou. Koneény xantofyl Zuz
neobsahuje epoxidové skupiny. Tato reakce je zavisla na vysoké ozarenosti a katalyzovana
enzymem VDE (violaxantin deepoxidaza), ktery je aktivovan nizkym pH v lumenu.
U izolovaného enzymu byla idedlni hodnota pH=5,2, in vivo pH=4,8. V druhé ¢asti dochazi ke
zpétné formaci epoxidovych skupin. Z xantofylu Z bez epoxid( se pres meziprodukt xantofyl
A s jednim epoxidem stdva xantofyl V s dvéma epoxidy. Probiha za snizeného osvétleni nebo
tmy, kdy pH lumenu neni snizené. Dllezita je pfitomnost enzymu ZE (zeaxantin epoxidazy).
Pro optimalni fungovani ZE pfi slabém osvétleni je pH=7,8, ve tmé pH=7,4. Pfedpoklada se,
Ze je lokalizovan na stromalni strané TM.

VAZ cyklus, hlavné tedy vytvoreny xantofyl Z, mGze mit hned nékolik funkci, jiné jsou
diskutovany. Napfiklad se podili na zha$eni prebyte¢né energie v anténach PSIl. U&astni se
strukturni i funkéni zmény, kdy se funkce LHCII méni z anténni na fotoprotektivni. Souvisi
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s tepelnou disipaci excitacni energii. Xantofyl Z je dlleZity pfi rychlé formaci a relaxaci qE
v NPQ. (Goss, a dalsi, 2015) (Holubova, 2015)

5 Aklimace fotosyntetického aparatu na nizkou a vysokou
ozarenost

Dlouhodoba aklimace rostlin na rozdilnou intenzitu ozafenosti zpUsobuje zmény
v usporadani jejich PSII-LHCII superkomplexd a mnozstvi obsahu proteint TM. (Koufil, a dalsi,
2013) Biochemickou analyzou byla u aklimovanych rostlin odhalena zména ve sloZeni a
velikosti svétlosbérnych antén. Toto bylo dokazano u rostlin A. thaliana péstovanych
v rlstovych komordach pfi rliznych ozarenostech — u prvni skupiny rostlin byla zachovana
kontrolni ozafenost 100 pmol m™2 . s* (NL jako normal light, tedy kontrolni ozifenost),
u druhé probéhla aklimace na nizkou ozafenost 20 pmol m™ . s™* (LL jako low light, tedy nizka
ozafenost) a tieti byla aklimovana na 800-1100 umol m™ . s™ (HL jako high light, tedy vysoka
ozarenost). Dlouhodobou aklimaci na svétlo o vysoké intenzité doprovazi snizeni poctu LHC
proteinll. To vypovida o tom, Ze rostlina nepotfebuje pojmout tolik svételné energie, ktera
by mohla zpUsobit poskozeni fotosyntetického aparatu. U HL aklimovanych rostlin obsah PSlI
oproti PSI roste. Pomér Chls/CP43 je vy$si nez u vzorkd NL a LL. Pfi¢inou mlzZe byt redukce
LHCII proteind a pravdépodobné i vyssi pomér PSII/PSI. U vzork( aklimovanych na LL byl
pozorovan opacny efekt. Rostliny obsahovaly méné PSII, tedy i pomér PSII/PSI byl nizsi a
poukazuje na vétsi obsah LHCII protein(. (Koufil, a dalsi, 2013)

V NL rostlinach bylo zjisSténo priimérné 4,8 trimer( LHCII na 1 dimer jadra PSII, zatimco u HL
rostlin jen 3,8 trimerd na dimer jadra a u LL rostlin dokonce 7,4 trimerl na dimer jadra.
Analyza poméru Chl a/Chl b zjistila nizsi obsah LHC antén s vyssim vyskytem Chl b u HL rostli.
U HL rostlin byl tento pomér 3,4, u NL rostlin 3,0 a u LL rostlin jiz 2,7, ¢imZ byla potvrzena
vétsi velikost LHCII antény. U HL rostlin dochazi k 50% redukci CP24 a Lhcb3, ktery se
vyskytuje prfevazné v M trimerech, a tim tedy dochazi i k 50% redukci M trimerd. U aklimace
rostlin na HL doslo k redukci anténni ¢asti PSIl a tim i PSll-superkomplexd C,S;M,. U rostlin
aklimovanych na LL doslo ke zvétSeni anténni ¢asti PSIl i superkomplextd C,S,M,, které se
v A. thaliana vyskytuji nejbéznéji. Aklimace rostlin na HL zpUsobila znacnou redukci obsahu
proteinu PsbS znatelnou i po normalizaci k Chls, zatimco aklimace na LL znatelny rlst. (Koufil,
a dalsi, 2013)

Aklimace rostlin na LL, NL a HL ma vliv na usporadani PSIl komplexd — vétSinou zlstavaji
neusporadany, ale ¢ast z nich tvori semi-krystalické domény. U rostlin aklimovanych na LL a
NL to jsou semi-krystalické domény tvorené C,S,M, superkomplexy, ale u rostlin
aklimovanych na HL tvofi semi-krystalické pole i C,S, superkomplexy. Jadra PSIl byla
usporadana v doménach ve vertikalni pozici (LL, NL) nebo mirné natoc¢ena doleva (HL, LL),
kde dochazi k rozdilnym vazbam mezi CP26 a CP24. Neusporadané PSIl komplexy se rdzné
seskupuji a reaguji nezavisle na svételnych podminkach pfi aklimaci. (Koufil, a dalsi, 2013)
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Analyza HL a NL vzork( ukazala rovhomérné rozlozeni PSIl komplex( v granech TM (1400-
1900 komplext na umz). Hustota PSIl komplex( v granech TM z LL vzork( je vyrazné nizsi
(600-1300 komplext na pm?). PSII komplexy LL vzork(i maji navic tendenci se seskupovat do
jakychsi fad. (Koufil, a dalsi, 2013)

Byla prokdzana zavislost exprese proteinl Lhcb na intenzité ozarfenosti. Zmény byly
pozorovany na kukufici (Zea mays) péstované pfi dvou rlznych teplotach a intenzitach
ozatenosti — 13°C/ 25 pmol m? st 13°C/270 pmol m™? s*, 24°C/70 pumol m? s*,
24°C/1000 pmol m™ s™. Rostliny péstované pfi nizSich teplotdch mély nizsi obsah Chls
celkové neZ rostliny péstované pfi vyssich teplotach, stejné tak pomér Chl a/Chl b byl nizsi.
Rozdily byly patrnéjsi u rostlin péstovanych pfi vysSich ozarenostech. U rostlin péstovanych
pfi vyssi teploté se obsah karotenoidl zvedl o 30%, u rostlin péstovanych pfi nizsi teploté
0 64%. TM rostlin péstovanych pfi 13 °C obsahuji méné CP26 a CP29 vzhledem k LHCII. Tyto
rostliny obsahuji vice LHCII a naopak méné PSIl a PSI-LHCI komplexU neZ rostliny péstované
pfi 24°C. U rostlin aklimovanych na rliznou ozarenost se lisi exprese proteinli kédovanych
geny Lhc i sloZzeni LHCII. To vyplyva z toho, Ze kazdy protein se lisi obsazenymi pigmenty, tedy
ma i jiné spektroskopické vlastnosti. Rlizné proteiny maji tedy rzny pomér Chl a/Chl b a
urcité Lhcb jsou typické pro jednotlivé teplotni podminky a stupné ozarenosti. (Caffari, 2005)

Toto také mlzeme prezentovat na aklimaci rostlin WT jeCmene jarniho (wild type, tedy
zastupce druhu v takové podobé, v jaké se vyskytuje nejcastéji v pfirodé) a jeho mutantu
clorina-f2 (clo) na vysokou ozéfenost. (Stroch, 2004) U mutanta péstovaného pfi vysoké
ozarenosti (clo-HL) (1000 pumol st m™) doélo k Ubytku Chl a a narlstu obsahu karotenoidd.
ZvySend hodnota B-karotenu znamend vys$si mnoiZstvi jadernych komplex( fotosystému.
Pigmenty, které se ucastni VAZ cyklu, se nachdzi volné v lipidové dvojvrstvé nebo se vazou
na proteiny tvorené pfri vyssi ozarenosti. Naopak vysoka ozarenost u clo-HL zpUsobila snizeni
obsahu anténnich komplexd oproti tém u WT jeCmenu jarniho péstovaného pod stejnou
ozarenosti (WT-HL). Pfi porovndni emisnich spekter mérenych pti 77K listu mutantu clorina-
f2 (clo-LL) a listy WT (WT-LL) rostoucich pfi nizké ozarenosti a adaptovanych na tmu bylo
zjisténo, Ze emisni band spektra clo-LL se zmenSil a posunul do oblasti nizsi vinové délky 731
nm oproti emisi spektra WT-LL pfi 743 nm. Emisni band pfi 687 nm pfipisovany CP43 byl
u clorina-f2 viditelné redukovan, zatimco band pfi 695 nm pfipisovany CP47 nezaznamenal
vyrazné zmény. Z toho mlzZeme usoudit zménu toku excitacni energie pfimo ze zbyvajicich
LHC na CP47. Na excitaCnich spektrech clo-LL a WT-LL viditelny pokles excitace v oblasti
okolo 468 nm a 490 nm znaci redukci prenosu excitacni energie z karotenoidli na Chl a. To
poukazuje na redukci antén PSIl a PSI. Pri¢inou je absence Chl b u clorina-f2, ktery
u komplexi WT zprostiedkovava prenos excitaéni energie mezi Chl a a Car. (Stroch, 2004)
(Babicova)
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6 Vyuziti spektroskopickych metod ke studiu
makroorganizace LHC

6.1 Cirkularni dichroismus

Cirkularni dichroismus (CD) je jev, ktery pozorujeme a zaznamendvame u opticky aktivnich
latek po prichodu polarizovaného svétla. Opticky aktivni latky maji chiralni strukturu, coz
znamend, Ze objekt nelze prekryt jeho zrcadlovym obrazem. CD spektrum tedy mlzeme
vyjadrit jako rozdil absorpce levo- a pravotocivého polarizovaného svétla, které prochazi
latkou v zavislosti na vinové délce.

CD=A|_—AP

Hodnoty muzZou byt kladné i zaporné v zavislosti na prichodu rozdilného mnozstvi levo- a
pravotocivého svétla. Svétlo pohlcuji chromofory, které mohou byt celymi molekulami nebo
jen ¢astmi molekul.

CD je vyuzivan ke studiu struktury proteinl, coz je umoznéno faktem, Ze drtiva vétsina
aminokyselin je chirdlnich a usporadani molekul je nesymetrické. Dale miZeme pozorovat
zmény strukturdlniho usporadani proteinu a stability proteinovych fragmenta.

CD signaly vychazi z rGznych molekularnich systém0 o ridzné sloZitosti. V zakladnim pfipadé
pochazi CD signal z vnitfni asymetrie nebo asymetrické deformace molekuly. U jednoho
elektronového prechodu ma pas stejny tvar jako absorpce. Znaménko je uréeno rotacni silou
prechodu. V molekularnich komplexech nebo malych agregatech je CD indukovan kratko-
dosahovymi excitonickymi interakcemi mezi chromofory. Tyto interakce vedou k tvorbé
strukturnich konzervativnich pas. To znamend, Ze po zobrazeni v energetické Skdle se
kladné a zaporné pasy budou nachazet na stejnych mistech. Tretim typem CD signalu
pochazi z chirdlné organizovanych systémd, tzv. psi-typu agregatll. Ty vytvareji pasy, které
nejsou konzervativni a maji anomalni tvar. Rozsah téchto past CD signalu byva vétsi nez
rozsah pasl spekter absorpénich a sahd tedy i do kratSich a delSich vinovych délek.
U hierarchicky organizovanych systém( jako jsou granalni TM nebo lameldrni agregaty LHCII
se vyskytuji vSechny tfi typy CD signdll a vysledné CD spektrum je tedy dano souctem téchto
CD signald. (Garab, a dalsi, 2009)
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Obr. 8: Spektra cirkuldrniho dichroismu thylakoidnich pigmentt hrachu na rtznych urovnich
organizace. Koncentrace chlorofyli je ve vsech vzorcich totoZna (20 ug Chl a + Chl b/ml).
Vnitini CD signdl pochdzi z chlorofylii v 80 % acetonovém extraktu. Signdl vnitfniho CD
ndsoben koeficientem 5 pro snadnéjsi srovndni. Zthylakoidnich membrdn hrachu
v hypotonickém médiu s nizkym obsahem soli pochdzi CD signdl excitonicky. Posledni vzorek
obsahuje stejné membrdny v izotonickém prostiredi v pfitomnosti Mg iontd. (Prevzato
z Garab, a dalsi, 2009).

6.2 Fluorescence

Ke studiu excitacni energie vyuzivdme excitacni a emisni spektra nizkoteplotni fluorescence
(77K) Chl a. Vyobrazuji velikost LHC a efektivnost pfenosu excitacni energie.

6.2.1 Emisni spektra

Emisni spektra jsou definovany jako zavislost intenzity fluorescence na vinové délce pfi fixni
vinové délce excitace. Predstavuji pfenos excitacni energie ze svétlosbérnych komplexd do
RC. MlzZeme je méfit na rliznych drovnich — listy, chloroplasty, TM i jednotlivé PPC pfi 77 K a
4 K.

6.2.1.1 Emisni spektra intaktniho materialu

Nizkoteplotni (méfena pti 77 K) fluorescencni emisni spektra intaktniho materidlu tvofi
6 past — F680, F685, F695 pochazi z PSII, F705, F720 a F735 z PSI. Pasy F685, F695 a F735
jsou u spektra intaktniho listu zfetelné jiz pti teploté 77K, ostatni aZ pfi 4K nebo u mutantd a
rostlin vystavenych prerusovanému svétlu. Intaktni materidl obsahuje nerozrusené komplexy
fotosystém(. Spektrum suspenze TM chloroplastli se vyznacuje dvéma pdsy — F685 pfi 685
nm s ramenem pfi 695 nm a F735 pfi 735 nm. U emise PSIl intaktniho materidlu je moziné, zZe
je obohacena emisi z PSI a LHCI. Prdvé u maxima emise PSI je viditelny posun oproti té
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ususpenze TM az k745 nm diky sniZzeni koncentrace Chls a tim padem i odstranéni
reabsorpce fluorescence.

6.2.1.2 Emisni spektrum PSI

Anténa jadra, kterd se sklada z komplexu jadra a absorpcnich forem Chl a vykazuje emisi
okolo 720-722 nm (F720). Tuto emisi zplUsobuje absorpce excitacni energie Chls posunutymi
k delSim vinovym délkam (Cervena oblast spektra) okolo 705 nm. Svétlosbérna anténa PSI
vyzafuje emisi v oblasti 735 nm, ta je zfetelna u intaktniho materidlu pfi nizkych teplotach.
LHCI tvofi proteiny, které emituji fluorescenci pfi riznych vinovych délkdch — Lhca3 a Lhca2
pfi 680 nm, Lhcal a Lhcad pfi 730 nm. Monomer Lhcal pfi excitaci 440 nm ma emisni
maximum pfi 685-687 nm, monomer Lhca4 pti 730-732 nm s kratkovinnym ramenem okolo
687 nm. Lhca4 pravdépodobné ovliviiuje dlouhovinné maximum nizkoteplotni fluorescence
diky ptitomnosti dlouhovinnych forem Chl a. Chls v Lhca2 a Lhca3 absorbuji pfi 693 nm a
zpUsobuji emisni band okolo 702 nm. Emisni spektrum intaktniho PSI ma emisni band F735.
Pokud ale odstranime LHCI, band se posune ke kratSim vinovym délkam a vznikne F720,
ktery zplsobuje anténa jadra PSI. Izolované LHCI emituji fluorescenci pti 730 nm. Dlsledkem
interakce mezi pigmenty a proteiny Lhcad vznikd emise F742. Samostatny Lhcal ma také
jinou emisi nez tentyz protein vazany k RC, kdy se emise posunuje na 732 nm. Pokud méfime
fluorescenci u PSI, tedy komplexu jadra i LHCI, spoji se ndm jejich charakteristické pasy, kde
emisni maximum bude p¥i 730-735 nm diky dominanci fluorescence z Lhcal a Lhca4.

6.2.1.3 Emisni spektrum PSII

Emisni spektrum mérené pti 77 K ma dva charakteristické pdasy zplisobené emisi antény jadra
PSIl. Pasy emise antény jadra PSIl se projevuji okolo 685 nm (F685) a 695 nm (F695).
Viditelné jsou ve spektrech mérenych jak na izolovanych ¢&asticich, tak i samostatnych PSII.
Pravé pas LHCIlI s maximem pfi 681 nm lze pozorovat pouze u izolovanych LHCII, u intaktnich
listd a izolovanych chloroplastli se pas LHCIlI v emisnim spektru neprojevi, pfic¢inou je
efektivni prenos excitaéni energie z LHCIl do RC PSIlI nebo PSI. Pfi pokojové teploté 293 K
komplexy PSIl vykazuji emisni pik pfi 685 nm, pokud ale méfeni probéhne pfi teplotach
nizsich nez 100 K, pik se posune do oblasti kratSich vinovych délek a rozdéli se na dva piky
F685 a F695. U CP43, které emituje F685 a CP47, emitujici F695, se zvySenim teploty ze 4 K
na 77 K se zvysi intenzita fluorescence az dvakrat, ale k posunu pikd nedochazi. Totiz RC PSII,
izolovany pfi 4 K, emituje fluorescenci pfi 684 nm, izolované antény CP43 a CP47 se projevuji
piky pfi 683 nm a 691 nm. Excita¢ni energie by méla byt prfendsena z Chls vanténé
na nizkoenergetické Chls v CP43 a CP47 a poté prenesena do RC PSII.

6.2.2 Excitacni spektra

Excitacni spektra jsou definovana jako zavislost intenzity fluorescence detekované pfi fixni
vinové délce na vinové délce budiciho zareni, jehoZ intenzita je konstantni. Ziskavame
informace o molekulach, které fluoreskuji a zaroven se podileji na pfenosu excitacni energie.
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Excitacni spektra jsou ¢asto podobna absorpcnim spektrim, k absorpci ale prispivaji i latky,
které excitani energii na fluorofor neprenasi.

6.2.2.1 ExcitaCni spektrum PSI

ExcitaCni spektra PSI pfi 77 K se méfi pfi vinové délce emisniho maxima PSI, tedy 735-745
nm, coz je maximum emise LHCI. V modré oblasti spektra je maximum excitac¢niho spektra
pfi 440 nm (E440) pro Chl a, pro Chl b okolo 472-476 nm. Oproti spektru PSll se excitacni pas
v modré oblasti 460-490 nm zuZuje a dochazi kjeho poklesu. V této oblasti dominuji
excitacni pasy Chl b a karotenoidd. Jednim z faktorl poklesu je i snizeni hodnoty poméru
E476/E436 vzhledem kemisi PSIl. Tato hodnota zdavisi na obsahu doplikovych
svétlosbérnych pigmentl Chl b a karotenoid(. Nizsi obsah indikuje redukovanou kapacitu
svétlosbérnych komplext PSI. Dale nalezneme ve spektrech dlouhovinna excita¢ni maxima
Chl a.

6.2.2.2 Excitacni spektrum PSII

Excitacni spektra PSIl pfi 77 K se méfi pfi vinové délce emisniho maxima PSII, tedy 685-695
nm, coZ je maximum emise antény jadra PSII, tedy proteini CP43 a CP47. Spektra zmérena
pfi nizsi vinové délce 680 nm maji vyssi podil excitace Chl b, jelikoZz se jednd o emisi z LHCII.
V modré oblasti excitacniho spektra PSIl méreného pfi 77 K se nalézaji pasy Chl a s maximem
432-438 nm (E436) a pasy Chl b s maximem 472-746 nm (E476). U excitacnich spekter se pas
karotenoidl prekryva s pasem Chl b — nemUze zcela jasné urcit presna maxima jednotlivych
pigmentl. Ve vnitfni anténé jadra ale Chl b obsazen neni, proto nehrozi prekryti pasu a
excitaéni maximum pritomného B-karotenu bylo zjisténo pfi 468 nm (E468) a 503 nm.
Jednotlivé pasy xantofyll se prekryvaji jak navzdjem, tak i s pasem Chl b. Proto se vyuZivaji
pro odhad maxima absorpénich spekter — violaxantin ma absorpéni maxima in vivo pfi 431 a
484 nm, lutein pfi 454 a 459 nm a zeaxantin pri 505 nm. Diky poméru excitacnich pasu
E476/E436 mlzeme urdit kvantitativni efektivitu pfenosu excitaéni energie z anténnich
komplex( do jader fotosystém(. Pfedpoklada se, Ze pfenos z Chl b na Chl a funguje se 100%
ucinnosti. (Babicova)
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Experimentalni ¢ast
7 Materialy a metody

7.1 Rostlinny material a aklimace

Semendacky smrku ztepilého (Picea abies) byly vypéstovany ze semen v rlstové komore HB
1014 (Bioline-Heraeus, Némecko) pfi ozarenosti 100 umol m™ s™, relativni vlhkosti 65 % a
svételném reZimu 16/8 svétlo/tma (17 dn(l). Poté byla cast rostlin aklimovana na nizkou
ozarenost (LL, 20 pmol m™? s™) a ¢ast na vysokou ozarenost (HL, 800 pmol m™ s™) po dobu
10 dnd. U treti ¢asti rostlin zGstala ozafenost nezménéna (NL, kontrolni).

7.2 Metody

7.2.1 1zolace thylakoidnich membran

Rostlinné pletivo bylo homogenizovdano pomoci homogenizdtoru mixérového typu
Ultra-Turrax T25-18G (IKA, Staufen, Némecko; 45 s pfi 18 000 rpm) v homogeniza¢nim médiu
(400 mM sachardza, 400 mM NaCl, 4 mM MgCl,, BSA — 2 mg/ml, 5 mM kyselina askorbova,
35 mM Hepes, pH = 7,2). Homogenat byl filtrovan pfes osm vrstev polyamidového sita
Uhelon 130T (Silk and Progress, Moravska Chrastova, Ceska republika) s velikosti pord 42 pm
a poté centrifugovan (3K30; Sigma Laborzentrifugen, Osterode am Harz, Némecko) 6 minut
pfi 5000 g. Pelet byl resuspenzovan v médiu kvlli rozruseni chloroplastovych membran
(150 mM NaCl, 8 mM MgCI2, 1 mM Na2-EDTA, 25 mM Hepes, pH = 7,5) a centrifugovan
10 minut pfi 5 000 g. Potencidlné pritomny skrob byl odstranén resuspendaci peletu v médiu
Il (400 mM sacharézy, 15 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 50 mM Hepes, pH = 7,2) a naslednou
centrifugaci 5 minut pfi 5000 g. Konecny pelet thylakoid(i byl suspendovdn v malém
alikvotnim mnozstvi média Il a natedén na koncentraci 1 000 pug Chls na ml. Obsah Chls
thylakoid( byl stanoven po extrakci v 80% acetonu UV/VIS 550 spektrofotometrem (Unicam,
Leeds, Velka Britanie) podle Lichtenthalera (1987). VSechny kroky izolace a centrifugace byly
provedeny pfi 0° C podle Noska (2012). Izolaci provedla Dr. Irena Kurasova. Nerozvolnéné
TM byly pfipraveny resuspenzaci izolovanych membran s obsahem Chls 20 pg ml™ v médiu
obsahujicim 50 mM Tricinu (pH=7,5), 0,4 M sorbitolu, 5 mM MgCl,.

7.2.2 CD spektroskopie

Spektra cirkuldarniho dichroismu byla mérena v rozsahu 400-750 nm spektropolarimetrem
J-815 (Jasco, Tokio, Japonsko). Spektra byla mérena po 0,5 nm s integracnim ¢asem 1 s a
rychlosti skenu 100 nm min™. Nerozvolnéné TM byly pfipraveny resuspenzaci izolovanych
membran s obsahem Chls stanovém na 20 pg ml™* v médiu obsahujicim 50 mM Tricinu
(pH = 7,5), 0,4 M sorbitolu, 5 mM KCl a 5 mM MgCl,. Za ucelem ziskani rozvolnénych
thylakoidd, které nevykazuji typu psi CD pastl, byly TM o stejné koncentraci Chls promyty
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v pufru s 50 mM Tricinu doplnéného o 5 mM MEDTA (pH = 7,5) a byly sonifikovany (GM
3100, Bandelin Electronic, Berlin, Némecko) 300 s za poutziti stfidy a vystupové hodnoty 25%.
CD spektra TM byla mérena v burice s délkou optické cesty 1 cm.

Méreni zmén teplotnich zavislosti CD signalu bylo provedeno nasledujicim zplsobem. Vzorky
byly postupné ohfivany v Peltierovém drzdku — 5 minut pro kaZdou teplotu (20 °C — 70 °C
nebo 80 °C). Zmérené teplotni zavislosti CD pasl nebo rozdil(i par( pdsu byly prokladany
sigmoidalni kfivkou, diky které je mozné urcit teploty prechodu T,,. T,, znadi teplotu rozpadu
chiralnich makrodomén a je definovdna jako teplota, pfi které se intenzita CD pasu snizi
na 50% hodnoty pfi 20 °C.

7.2.3 Spektra fluorescence chlorofylu a pfi 77 K

Spektra TM byla méfena pfi 77 K za pouziti luminescenéniho spektrofluorometru LS50B
(Perkin-Elmer, Velka Britanie) a na zakazku vyrobeného optického kryostatu Dewarova typu.
Emisni spektra byla méfena pti preferencni hodnoté excitace Chl a (436 nm) a Chl b (476
nm). Excitacni spektra byla méfena na emisi pochazejici z PSIl (685 nm) a PSI (735 nm).
Emisni spektra byla méfena se spektralnimi Sitkami Stérbin 5 a 2,5 mm excita¢niho a
emisniho monochromatoru. U excitacnich spekter suspenzi byly uzity Stérbiny excita¢niho a
emisniho monochromatoru o spektralnich Sitkdch 2,5 a 5 mm. Emisni spektra byly
korigovany na spektralni citlivost detekéniho systému, u excitanich spekter probéhla
korekce automaticky pfi vystupu z excita¢niho zdroje podle efektivnosti vyzarovani zdroje a
spektralni citlivosti referen¢niho fotondsobice.

7.2.4 Absorpcni spektroskopie

Absorpéni spektra TM byla mérena pfi pokojové teploté za pouziti UV-VIS spektrofotometru
Specord 250 (Analytik Jena, Jena, Némecko) v rozsahu 350-750 nm.

Absorpcni spektra jsou korigovand na rozptylené zareni. Spektra rozptyleného zareni byla
vypoctena podle ¢lanku Merzlyak et al. (2009). S mensim Uhlem (A) se zmenSuje absorpce a
zvysuje rozptyl. (Merzlyak et al., 2009)

7.2.5 Analyza obsahu pigmentu

Pomeéry Chl a k Chl b (Chl a/b) a karotenoidl Car (karotenoid( a xantofyld) k Chls (Car/Chls)
byly uréeny spektrofotometricky (UV/VIS 550, Unicam, Leeds, Anglie) z extrakt( pigmentu
podle Lichtenthaltera (1987). ProtoZe jednoduchd extrakce pigmentl (hlavné B-karotenu)
z list( ve vodném roztoku acetonu je nekompletni (Dunn et al. 2004; Thayer and Bjorkman
1992), poutzita byla trojndasobna extrakce pigmentu z list( v acetonu (100:100:80%).
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8 Vysledky

Na zmérenych absorpénich spektrech je viditelné, v kterych oblastech spektra absorbuji
svétlo rlizné pigmenty (Obr. 9). Chls absorbuji hlavné v modré a Cervené oblasti spektra
s absorpénimi maximy okolo 438 nm a 680 nm pro Chl a a 475 nm a 650 nm pro Chl b, Car
pouze v modré oblasti spektra. S drovni aklimaéni ozadfenosti se méni i pomér obsahu
pigment(. U HL rostlin je pomér Car/Chls znatelné vyssi oproti NL a LL rostlinam (Tab. 1), coZ
je patrné ze zmény poméru absorpcnich past v modré a cervené oblasti spektra. Absorpéni
spektra nerozvolnénych a rozvolnénych TM se pfilis nelisi, coZz potvrzuje fakt, Ze absorpcni
spektrum neni zavislé na makro-organizaci PPC v TM. Tabulka 1 ddle ukazuje, Ze s rostouci
intenzitou ozareni dochazi ke zvyseni poméru Chl a/Chl b, které neni ze spektra tak jasné

viditelné.
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O r r r r r r r
350 400 450 500 550 600 650 700 750
VInova délka (nm)

3 3 3 3 3 3 3

181

Absorbance (r.j.)

Of r r r r r r

350 400 450 500 550 600 650 700 750
VInova délka (nm)

Obr. 9: Absorpcni spektra nerozvolnénych (A) a rozvolnénych (B) thylakoidnich membrdn
izolovanych ze smrku ztepilého (Picea abies). Semendcky smrku byly aklimovdny na ritznou
ozdrenost — LL (nizkd), NL (kontrolni) a HL (vysokd). Spektra byla korigovdna na rozpty!
zdreni. Zobrazena jsou prumérnd spektra ze tri nezdvislych experiment( normovand
na maximum absorpce chlorofylu a v ¢ervené oblasti spektra.
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Tab. 1: Analyza obsahu pigmentu rostlin aklimovanych na rizné ozdrenosti. Hodnoty byly
zjistény spektroskopicky z extraktu z jehlic v 80% roztoku acetonu. Data znacend stejnym
pismenem v radku se signifikantné nelisi. (P > 0,05)

LL NL HL
Chl a/Chl b 2,59 + 0,04° 2,76 £ 0,05° 3,03 +0,10°
Car/1000 Chl a 261,6 +4,7° 265,3 + 3,2° 365,4 + 15,4°

Ve fluorescencnich emisnich spektrech pfi preferencni excitaci Chl b (476 nm) se emise PSII
vyznacuje dvéma hlavnimi pasy — pfi 685 a 692 nm. Emise svétlosbérné antény PSI (LHCI) se
projevuje pfi 735 nm. U TM smrku je vyraznéjsi emise F695 neZ F685, coz bylo pozorovadno
i na izolovanych superkomplexech PSII-LHCIl z TM smrku. S rostouci aklimacni ozafenosti
roste podil emise F685, coZz by mohlo byt zplsobeno vétsim mnoZstvim LHCII nezapojenych
do prenosu excitacni energie do RC PSII s emisi okolo 680 nm (F680) (Obr. 10, Tab. 2).

[u

o
©

o
©

0.7

Normalizovana fluorescence (r. j.)
o
(2]

650 700 750 800
Vinova délka (nm)

Obr. 10: Normovand fluorescencni emisni spektra nerozvolnénych thylakoidnich membradn
izolovanych ze smrku ztepilého (Picea abies) a mérenych pfi 77 K. Excitace probéhla pfFi
vinové délce a 476 nm (preferencni excitace chlorofylu b). Semendcky smrku byly aklimovdny
na riznou ozdrenost — LL (nizkd), NL (kontrolni) a HL (vysokd). Zobrazena jsou priimérnd
spektra ze tri nezdvislych experimentt a standardni odchylky pfi vinové délce 685 nm.

Excitacni spektra maji v modré oblasti spektra dva hlavni pdsy. U spekter PSII (detekce pfi
685 nm) to je pas Chl a s maximem v oblasti 432-438 nm (E436) a pdas Chl b a Car s maximem
v oblasti 472-476 nm (E476). Pomér E476/E436 klesa s rostouci ozarenosti. (Obr. 11A, Tab.
2) Tento jev naznacuje vétsi svétlosbérné antény LHCII u rostlin aklimovanych na LL neZ u HL
rostlin, protoze Chl b a xantofyly jsou v PSIl obsaieny pravé vtéchto komplexech.
V excitacnich spektrech PSIl se znatelnéji projevuji Car, protoZe se podileji vice na
excitaci PSIl nez PSI. Excitacni spektra fluorescence PSI (detekce pfi 735 nm) vykazuji pas
Chl a pfi vinové délce 430-440 nm (E440) a pas Chl b s maximem pti 472-476 nm (E476).
Tady dochazi k zuzZeni a poklesu pasu v oblasti 460-490 nm, coZ zpUsobuje nizsi obsah Chl b a
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Car v PSI. Pomér E476/E436 (Obr. 11B, Tab. 2) klesa s rostouci ozarenosti a to naznacuje
rovnéz vétsi svétlosbérné antény PSI u rostlin aklimovanych na LL nez u NL a HL rostlin.
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Obr. 11: Normovand fluorescencni excitacni spektra nerozvolnénych thylakoidnich membrdn
izolovanych ze smrku ztepilého (Picea Abies) a mérenych pri 77 K. Emise byla detekovdna pfi
vinové délce 685 nm (emise PSIl) (A) a 735 nm (emise PSl) (B). Semendcky smrku byly
aklimovdny na riznou ozdrenost — LL (nizkd), NL (kontrolni) a HL (vysokd). Zobrazena jsou
primérnd spektra ze tii nezdvislych experimentu a standardni odchylky pfi vinové délce 475

nm.
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Tab. 2: Kvantitativni analyza emisnich a excitacnich spekter nerozvolnénych thylakoidnich
membrdn smrku ztepilého. Data jsou ziskdna z thylakoidni membrdny smrku aklimovaného
na rizné intenzity ozdrenosti — LL (nizkd), NL (kontrolni) a HL (vysokd). Data znacend stejnym
pismenem v fddku se vyrazné nelisi. (P > 0,05)

Pomér pasu LL NL HL

F685/F695 0,750 +0,022° 0,795 +0,015° 0,884 +0,011°
F735/F695 0,799 + 0,049° 0,781 +0,005° 0,780 +0,093°
PSII E476/E436 0,964 +0,010° 0,895 +0,017° 0,811 +0,007°
PSI E476/E436 0,790 + 0,031° 0,752 ¢ 0,011b 0,695 + 0,024°

Emisni spektra rozvolnénych TM vykazuji pdsy o stejnych maximech jako spektra
nerozvolnénych TM — F685, F692 a F735. Spektra rozvolnénych a nerozvolnénych TM ale se
lisi. U rozvolnénych TM doslo kzvySseni pomérl F685/F695 a F735/F695 oproti
nerozvolnénym TM. ZvySeni obou pomérd, F685/F695 a F735/F695 (Obr. 12, Tab. 3), je
znatelnéjsi s klesajici aklimacni ozarenosti, u HL vzork( jsou tyto zmény nepatrné. Protoze
zvyseni poméru F685/F695 je doprovazeno posuvem maxima pasu F685 ke krat$im vinovym
délkam na 684,5 nm, 684 nm a 683 nm pro HL, NL respektive LL vzorky, Ize predpokladat, Ze
zvyseni poméru F685/F695 nm je zplsobeno zvySenou emisi LHCIl (F680) funkéné
odpojenych od PSIl béhem rozvolnéni TM. Maximum F735 zUstava stejné, ale vyrazné se
méni intenzita této emise vzhledem k emisi PSII. Tento efekt je rovnéz vyrazné;jsi u LL vzorku
nez u vzorka HL (Obr. 12, Tab. 3).
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Obr. 12: Normovand fluorescencni emisni spektra rozvolnénych thylakoidnich membrdn
izolovanych ze smrku ztepilého (Picea abies) mérena pri 77 K. Excitace probéhla pri vinové
délce 476 nm (preferencni excitace Chl b). Semendcky smrku byly aklimovdny na riznou
ozarenost — LL (nizkd), NL (kontrolni) a HL (vysokd). Zobrazena jsou priimérnd spektra ze tri
nezavislych experiment( a standardni odchylky pri vinové délce 685 nm.
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Tab. 3: Kvantitativni analyza emisnich a excitacnich spekter rozvolnénych thylakoidnich
membrdn smrku ztepilého. Data jsou ziskana z thylakoidni membrdny smrku aklimovaného
na rizné intenzity ozdrenosti — LL (nizkd), NL (kontrolni) a HL (vysokd). Data znacend stejnym
pismenem v radku se vyrazné nelisi. (P > 0,05)

Pomér pasu LL NL HL

F685/F695 1,061 + 0,018° 1,023 + 0,013° 0,955 + 0,059°
F735/F695 1,437 +0,052° 1,219 +0,105° 0,759 + 0,007°
PSIl| E476/E436 0,789 + 0,004° 0,753 +0,027° 0,774 + 0,034
PSI E476/E436 0,700 + 0,022° 0,661 + 0,001° 0,660 + 0,018

Excitacni spektra PSIl i PSI rozvolnénych TM se od spekter nerozvolnénych TM tvarem pfilis
nelisi. U excitatnich spekter PSIlI rozvolnénych TM doslo ke sniZeni pasu s maximem pfi
476 nm a hodnoty pomért E476/E436 (Obr. 13A, Tab. 3) jsou podobné pfi vSech intenzitach
aklimacni ozarenosti. Zuzeni a pokles past 460-490 nm spekter na Obr. 13B neni tak
viditelné jako u nerozvolnénych TM a mnoistvi svétlosbérnych antén PSI se pfilis neméni
u vzorku aklimovanych na rtznou intenzitu aklimacéni ozarenosti.
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Obr. 13: Normovand excitacni spektra fluorescence rozvolnénych thylakoidnich membrdn
izolovanych ze smrku ztepilého (Picea abies) mérena pri 77 K. Emise byla detekovdna pfi
vinové délce 685 nm (emise PSIl) (A) a 735 nm (emise PSl) (B). Semendcky smrku byly
aklimovdny na riznou ozdfenost — LL (nizkd), NL (kontrolni) a HL (vysokd). Zobrazena jsou
primérnd spektra ze tfi nezdvislych experimenti a standardni odchylky pfi vinové délce 475
nm.

CD spektra se vyznacuji charakteristickymi pasy. Z CD signdlu typu psi vychazi pasy vyskytujici
se pfi vinové délce (+) 685 nm, (-) 673 nm a (+) 505 nm. Méné intenzivni pasy (-) 650 nm,
(-) 458 nm, (+) 448 nm a (-) 438 nm jsou excitonického plivodu.
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Obr. 14: Spektra cirkuldrniho dichroismu nerozvolnénych thylakoidnich membradn izolovanych
ze smrku ztepilého (Picea abies) ohfatych na 20° C. Semendcky smrku byly aklimovdny na
rtiznou ozdrenost — LL (nizkd), NL (kontrolni) a HL (vysokd). Zobrazena jsou primérnd spektra
ze tfi nezavislych experiment(i normovand na maximum absorpce chlorofylu a v ervené
oblasti spektra.

Tab. 4: Kvantitativni analyza spektrdlnich dat cirkuldrniho dichroismu nerozvolnénych
thylakoidnich membrdn. Data jsou ziskdna z thylakoidnich membrdn jehlic smrku ztepilého
aklimovaného na ruzné intenzity ozarenosti - LL (nizkd), NL (kontrolni) a HL (vysokd).

ozarenost (+)685 (+)506 (+)690/(+)506 (+)690/(-)674
LL 2,82+0,42 0,97+0,21 2,9510,22 3,24 £ 0,05
NL 0,82 +0,16 0,43+0,10 1,92 £ 0,07 2,62 +0,20
HL 0,11+ 0,08 0,17 + 0,03 0,65+ 0,44 0,87 +0,70

CD pasy typu psi pri 20° C jsou u CD spekter LL vzorkd aZz nékolikanasobné vétsi nez u CD
spekter ML vzorkd a mnohondsobné vétsi nez u CD spekter HL vzork( (Obr. 14, Tab. 4). To
znadi rozdilnou organizaci superkomplext v PSIl a LHCII TM. HL vzorky maji velmi malou
makro-organizaci PPC v TM, LL vzorky naopak nejvétsi.
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Obr. 15: Spektra cirkuldrniho dichroismu nerozvolnénych thylakoidnich membrdn izolovanych
ze smrku ztepilého (Picea abies) pfi postupném ohrevu. Semendcky smrku byly aklimovdny na
riznou ozdrenost — LL (nizkd) (A), NL (kontrolni) (B) a HL (vysokd) (C). Zobrazena jsou
primérnd spektra ze tfi nezavislych experimenti normovand na maximum absorpce
chlorofylu a v ¢ervené oblasti spektra.
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PFi postupném ohrivani vzorku a zvySovani jeho teploty se snizuji amplitudy CD pas( typu psi
(Obr. 15), coz je zplsobeno tepelnym rozpadem makro-organizace PPC v TM. Hodnota CD
signalu typu psi znacné klesa po 45° C. Pokles CD pasU typu psi je |épe viditelny na teplotnich
zavislostech rozdilu amplitud pas( typu psi pfi 685 a 673 nm (Obr. 16). TM izolované z HL
semendckl smrku maji mensi tepelnou stabilitu nez LL a NL vzorky (Obr. 16, Tab. 5).
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Obr. 16: Teplotni zdvislosti CD pdsa pfi (+) 685 nm a (-) 673 nm ziskané z nerozvolnénych
thylakoidnich membrdn smrku ztepilého (Picea abies). Semendcky smrku byly aklimovdny na
riznou ozdarenost — LL (nizkd), NL (kontrolni) a HL (vysokd). Jednotlivé body byly proloZeny
sigmoiddlni krivkou a hodnoty jsou prumérem tfi na sobé nezavislych experimentd.

Na rozdil od absorpénich spekter, CD spektra nerozvolnénych a rozvolnénych TM jsou
odlisna, protoze CD signal typu psi je vyrazné zavisly na dalekodosahovém usporadani
chromoforl (pigmenttl), tedy na makro-organizaci PPC v TM (Obr. 14, Obr. 17).

CD spektra rozvolnénych membran mérenych pfi 20° C u vSech tfi variant maji velice
podobny tvar a amplitudy jednotlivych CD pasl u rozdilnych spekter nabyvaji podobnych
hodnot (Obr. 17). Nejviditelnéjsi rozdil vykazuje oblast okolo 550-600 nm u CD spekter HL
vzorkd oproti spektriim NL a LL vzork(. Ten ale zpUsobuje pravdépodobné rozptyl, protoze
v této oblasti spektra se Zadné vyrazné excitonické pasy nevyskytuji. CD signal typu psi,
pochazejici z organizovanych systém( chromoford jako jsou PPC, skoro vymizel kvl
rozruseni makro-organizace PPC a nejzretelnéjsSi jsou pasy excitonické, které vychazeji
ze samostatnych PPC - (-) 650 nm, (-) 458 nm, (+) 448 nm a (-) 438 nm. K tém navic u CD
spekter rozvolnénych TM ptibyvaji i pasy (-) 473 nm a (+) 493 nm, které jsou
ve spektrech nerozvolnénych TM nerozeznatelné z dlivodu prekryvu s intenzivnéjsimi CD
pasy typu psi.
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Obr. 17: Spektra cirkuldrniho dichroismu rozvolnénych thylakoidnich membrdn izolovanych ze
smrku ztepilého (Picea abies) ohrfdtych na 20° C. Semendcky smrku byly aklimovdny na
riznou ozdrenost — LL (nizkd), NL (kontrolni) a HL (vysokd). Zobrazena jsou primeérnd
spektra ze tfi nezdvislych experimenti normovand na maximum absorpce chlorofylu a
v Cervené oblasti spektra.

Pas pfi 473 nm je charakteristicky pro trimery LHCII. S postupnym ohfevem se rozpadaji na
monomery. Monomerizace trimer( LHCII je viditelnd z teplotnich zavislosti rozdill amplitud
prislusnych excitonickych past na Obr. 19. Pro monomery LHCII je charakteristicky pas pfi
vinové délce 493 nm (Obr. 18). Nejvétsi amplitudu CD pasu, a tedy nejvice monomeru
rozlozenych z trimer0 LHCII, ma vzorek pfi 70° C. Po pfekroceni této teploty se i monomery
zaCinaji rozpadat. Pfi 80° C ve vzorku uZ nez(istavaji systémy, které by vyzarovaly CD signaly,
protoze podléhaji degradaci. Krozkladu trimerd LHCIlI dochdazi u HL vzorkd pfi vyssich
teplotach nez u ML a LL vzork(d (Obr. 19, Tab. 5). Pas pfi 650 nm pochazi z interakce mezi
Chl a a Chl b v LHCII.
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Obr. 18: Spektra cirkuldrniho dichroismu rozvolnénych thylakoidnich membrdn izolovanych ze
smrku ztepilého (Picea abies) pfi postupném ohrevu. Semendcky smrku byly aklimovdny na
riznou ozdrenost — LL (nizkd) (A), NL (kontrolni) (B) a HL (vysokd) (C). Zobrazena jsou
primérnd spektra ze tfi nezavislych experimenti normovand na maximum absorpce
chlorofylu a v ¢ervené oblasti spektra.
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Rozdil amplitud excitonickych pasl (-) 473 nm a (+) 483 nm je specificky pro trimery LHCII.
Vymizeni tohoto signalt zna¢i monomerizaci LHCII. Data v tabulce 5 ukazuji prechodovou
teplotu a tim teplotni stabilitu trimerd LHCII. P¥i T,,, se CD pas snizil na 50% své hodnoty pfi
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Obr. 19: Teplotni zdvislosti CD pdst pri (+) 685 nm a (-) 673 nm ziskané z nerozvolnénych
thylakoidnich membrdn smrku ztepilého (Picea abies). Semendcky smrku byly aklimovdny na
rtiznou ozdrenost — LL (nizkd), NL (kontrolni) a HL (vysokd). Jednotlivé body byly proloZeny
sigmoidalni krivkou a hodnoty jsou prumérem tri na sobé nezavislych experimentd.

Tab. 5: Prechodovd teplota (T,) vybranych pdri pdst typu psi a excitonickych pdst

rozvolnénych a nerozvolnénych thylakoidnich membrdn izolovanych ze smrku ztepilého (Picea
abies) aklimovaného na ruzné aklimacni ozdrenosti — LL (nizkd), NL (kontrolni) a HL (vysokd).
Data znacend stejnym pismenem v rddku se vyrazné nelisi. (P > 0,05)

CD signal (nm) Plvod Tm (LL, °C) Tm (NL, °C) Tm (HL, °C)
685-730 psi-typ 55,1+ 0,9° 54,2 + 1,0° 51,3+ 1,2°
685-673 psi-typ 55,1+ 0,9° 54,5+ 2,1° 51,6 + 0,6°
505-550 psi-typ 57,7+ 0,7° 58,2 + 0,2° 56,8 + 1,6°
483-473 excitonicky 58,6 +0,7° 60,0 + 0,6" 61,1+1,5°
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9 Diskuze

Schopnost ménit mnoZstvi LHCII po aklimaci na LL a HL, kterd se projevuje zménou poméru
Chl a/Chl b, nepfislusi vSem suchozemskym rostlindm. Tuto schopnost postradaji primitivni
skupiny vyssich rostlin, napt. mechorosty (Gerotto et al. 2011) nebo vyvojové mladsi plavuné
(Ferroni et al. 2016). V pfedchozich studiich na zralych jehlicich smrku bylo prokdzéano, ze
zmény mnozstvi a velikosti LHCII ve fotosyntetickém aparatu nemusi byt schopen ani smrk.
(Kurasova et al. 2003; Stroch et al. 2008) Tato schopnost je naopak typicka pro réizné druhy
krytosemennych rostlin (Bielczynski et al. 2016; Koufil et al. 2013). Tato prace naznacuje, Ze
zmény v mnozstvi LHCIl po aklimaci na rlzné intenzity svétla probihaji i u mladych
semenackli smrku ztepilého. Toto muUZeme prokdzat zménénym pomérem
Chla/Chl b (Tab.1), coz je viditelné i vabsorpcnich spektrech nerozvolnénych a
rozvolnénych TM smrku (Obr. 9). RovnéZz dochazi k poklesu excitacnich pastd Chl b a Car
v nizkoteplotnich excitacnich spektrech fluorescence Chl a (Obr. 11). Pokles téchto pdsu
v oblasti 460 az 490 nm poukazuje na zmenseni svétlosbérnych antén s rostouci intenzitou
aklimacni ozarenosti u PSIl i PSI. Redukci LHCII také naznacuje klesajici pomér CD pasu
typu psi pfi (+) 505 nm a (+) 685 nm s rostouci aklimacni ozarenosti (Obr. 15).

Aklimace na rlizné ozarenosti ma vliv na makro-organizaci PPC v TM smrku. Snizenou makro-
organizaci PPC demonstruje redukce CD signdlu typu psi v CD spektrech nerozvolnénych TM
semenackll smrku aklimovanych na vy$si hodnoty aklimaéni ozarenosti (Obr. 15C).
Semenacky smrku aklimované na HL nevykazuji témér zadny CD signdl typu psi. To znamen3,
Ze dochazi k témér uplnému vymizeni dalekodosahové organizace PSII-LHCII superkomplex
a LHCIl v TM semenackl smrku aklimovanych na HL. Podobny jev, pfi kterém se intenzita CD
signalu typu psi sniZzovala se zvysujici se intenzitou aklimaéni ozarenosti, byl pozorovan
i ujeCmene. Amplitudy CD signdlu typu psi dosahovaly ale vyrazné vyssich hodnot pfi vSech
intenzitach aklimacni ozérenosti oproti smrku.

O zménach v organizaci PPC v TM vypovida i teplotni stabilita. Nejvétsi teplotni stabilitou se
vyznacuji LL vzorky nerozvolnénych TM (Obr. 16). Jejich pfechodova teplota T,, je pfiblizné
04 °C vyssi v Cervené oblasti spektra a pfiblizné o 1 °C v zelené oblasti spektra nez ta HL
vzorkd (Tab. 5). Teplotni zavislost CD spekter vzorkl rozvolnénych TM ukazuje, Ze teplotni
stabilita trimerd LHCII je nejvyssi u HL vzorkd, pfiblizné o 3° C vyssi nez u LL vzorkd (Tab. 5).

V pritomnosti kationtd NaCl a MgCl, jsou LHCII tésné propojeny s PSIl v granalnich TM
(Kirchhoff et al. 2007). Nasledkem je intenzivni emise fluorescence z PSII (Obr. 10). Pokud ale
kationty v roztoku chybi, nastane rozvolnéni grandlnich TM a ndsledné rozruseni laterdlni
organizace PSIlI a LHCII v granalnich thylakoidech. PPC TM, zejména PSII, LHCII a PSI, jsou
poté usporadany nahodné (Kirchhoff et al. 2007). Tato zména usporadani zpUsobuje
prelévani energie z LHCII na PSI, které dokazuje zvySena emise z PSI (Obr. 12). Témér totozna
nizkoteplotni emisni spektra nerozvolnénych a rozvolnénych TM izolovanych z HL semenacka
smrku ukazuji velmi malou segregaci PPC jak v grandlni, tak stromalni TM in vivo.
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10 Zaveér

Hlavnim cilem prace bylo popsat vliv aklimaéni ozafenosti na organizaci pigment-
proteinovych komplext v thylakoidni membrané smrku ztepilého. Proto byly provedeny
experimenty na thylakoidnich membranach izolovanych ze semendckli smrku s vyuZzitim
spektroskopickych metod. Semendcky byly aklimovany na rGznou aklimacni ozafenost (nizka
- LL, kontrolni - NL, vysoka - HL). Vysledkem jsou absorpc¢ni, fluorescencni (emisni a excitacni)
spektra a spektra cirkuldarniho dichroismu. Tyto spektra naznacuji zavislost velikosti
svétlosbérné antény fotosystému I, ale i fotosystému |, na intenzité aklimacni ozarenosti. Ta
se projevuje 1) zvysenym pomérem chlorofylu a/chlorofylu b, 2) poklesem excitacnich past
chlorofylu b a karotenoidd v nizkoteplotnich excitacnich spektrech fluorescence chlorofylu a
a 3) klesajicim pomérem CD pasU typu psi pfi (+) 505 nm a (+) 685 nm s rostouci aklimacni
ozarenosti. Vysoka aklimacni ozarenost zpUsobuje témér Uplné vymizeni makro-organizace
pigment-proteinovych komplext v thylakoidni membrané smrku, kterd se v CD spektrech
projevuje vyraznou redukci CD past typu psi. U vzork( této aklimacni ozarenosti byla v
emisnich spektrech odhalena i velmi mald funkéni segregace pigment-proteinovych
komplex vgranalni a stromalni thylakoidni membrané oproti semenackiim smrku
aklimovanych na LL a NL. U semenack( aklimovanych na vysokou ozarenost byla pozorovana
snizena teplotni stabilita makro-organizace pigment-proteinovych komplex( v thylakoidni
membrané, prestoZe stabilita svétlosbérnych komplex( fotosystém Il v trimerni formé byla
naopak vétsi. Toto mlzZe byt zpisobeno nékolika faktory. Vyzkum se proto zabyva otazkou
souvislosti mezi pomérem lipidG a proteind, zastoupenim jednotlivych lipidovych tfid Ci
mastnych kyselin v thylakoidni membrané a stabilitou makro-organizace pigment-
proteinovych komplexu v thylakoidni membrané nebo odolnosti vici oxidativnimu stresu pfi
vysoké ozarenosti a teploté. Navic védecké studie tykajici se vyuZiti obnovitelnych zdroju
nabyvaji v soucasné dobé na dulezitosti kvili rychle se zvysujici spotfebé energie. Fosilni
paliva jsou jako hlavni zdroj energie neudrzitelna a problémem je i rostouci koncentrace
oxidu uhli¢itého v atmosfére. Specifickou roli jako obnovitelny zdroj ma solarni energie,
protoze dopadajici svételna energie na zemsky povrch prevySuje soucasné pozadavky na
energii nékolikanasobné. Na zdkladé pfirodniho procesu, pfi kterém pravé fotosyntetické
organizmy maji schopnost efektivné pohlcovat, vyuzit a uchovat solarni energii
prostfednictvim premény na energii chemickou, mlze podstatny prispévek k vyrobé energie
v primyslu pochazet z modifikovanych fotosyntetickych organisml nebo umélych zatizeni
pro konverzi slune¢ni energie. Rostliny maji oproti umélym systémidm vyvinuty vysoce
sofistikované adaptacni mechanismy, které jim umoznily preziti v pribéhu evoluce za
stresovych podminek. Pochopeni téchto mechanismi mulzZe pfispét k vyvoji stabilnéjsich
umélych systém pracujicich na bazi fotosyntézy.

Vysledky této prdce jsou soucdsti védeckého c¢lanku pripravovaného pro publikaci
v mezindrodnim impaktovaném ¢asopise Photosynthesis Research.
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Seznam pouzitych zkratek

A
ADP

ATP

Ap

Car

CD

clo
DNA
DGDG
FAR

HL

Chl a
Chl b
Chls
LHC
LHCI
Lhcal-4
Lhcb1-6
LHC I
LL
MGDG
NADPH*
NADPH
NL
NPQ

OEC

anteraxantin

adenosindifosfat

adenostintrifosfat

levo tocivé polarizované svétlo

pravo tocivé polarizované svétlo
karotenoidy

cirkularni dichroismus

clorina f2

kyselina deoxyribonukleova
digalaktosyl-diacylglycerol
fotosynteticky aktivni radiace

vysokd ozarenost

chlorofyl a

chlorofyl b

chlorofyly

svétlosbérny komplex

svétlosbérny komplex fotosystému |
svétlosbérné proteiny obsazené v LHCI
svétlosbérné proteiny obsazené v LHCII
svétlosbérny komplex fotosystému |l
nizka ozarenost
monogalaktosyl-diacylglycerol
oxidovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
kontrolni ozarenost

nefotochemické zhaseni

kyslik uvolnujici komplex
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P fosfat

P680 reakéni centrum fotosystému Il
P700 reakéni centrum fotosystému |

pC plastocyanin

PG fosfatidyl-glycerol

pH vodikovy exponent

PPC pigment-proteinovy komplex, pigment-proteinové komplexy
PSI fotosystém |

PSII fotosystém Il

psi polymer-salt induced

pQ plastochinon

pQH, plastochinol

Qa primarni chinonovy akceptor PSII
Qs sekundarni chinonovy akceptor PSlI
Qg redukéni misto

RC reakcni centrum

ROS potenciadlné Skodlivé reaktivni formy kysliku
SQDG sulfochinovosyl-diacylglycerol

™ thylakoidni membrana

uv ultrafialové

v violaxantin

VDE violaxantin deepoxiddza

WT wild type

Z zeaxantin

ZE zeaxantin epoxidaza
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