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SOUHRN

Tato prace se zabyva vlivem vysokoteplotniho stresu na rostliny, které jsou
nasledn¢ vystaveny riznym intenzitam svétla. Obsahuje strucny popis fotosyntetického
aparatu a jeho reakci na stres z nadmérného ozareni a vysokych teplot, zejména jejich
vliv na fotosystém II a fotosystém I.

Méfeni probihalo na rostlinach Arabidopsis thaliana a jejich vybranych
mutantech npgl (absence zeaxantinu), npg2 (bez zpétné konverze zeaxantinu), npg4-1
(absence PsbS proteinu) a L17 (nadmérnd exprese PsbS proteinu). Pomoci pfistroje
Dual-PAM-100 byly zkoumany parametry jako intenzita fluorescence PSII, energetické
nefotochemické zhaseni qE a Gentiho parametr Y (II).

V diskuzi jsou obdrzena data konfrontovana s vysledky publikovanymi v
odborné literatufe, podle kterych se PsbS protein na teplotné stimulovaném
nefotochemickém zhéaseni fotochemickém zhaseni qE podili az pii vysSich intenzitach
aktinického svétla. V této praci se vSak ukazalo, Ze PsbS protein se na teplotné
stimulovaném nefotochemickém zhaseni podili uz pii nizkych intenzitach aktinického
svétla. Daéle bylo zjisténo, Ze PsbS protein je pro teplotné stimulované qE
nepostradatelny a zeaxantin bez PsbS proteinu neni schopen samostatného
nefotochemického zhaSeni chlorofylové fluorescence. Necekanym vysledkem bylo
zjisténi, ze predehtaté rostliny vystavené pestebni intenzit¢ AL vykazuji ve srovnani s
kontrolnimi vzorky vét$i mnoZstvi otevienych reak¢nich center PSII pravdépodobné

diky zefekivnéni linearnho elektronového transportu skrze PSII.
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SUMMARY

This work deals with the influence of heat-stress on a subsequently applied light
stress in plants. There is a short overview about photosynthetic apparatus and its
reaction to a heat-stress and irradiance stress, especially in connection with photosystem
IT and photosystem I.

There was used the instrument Dual-PAM-100, through which fluorescence
parameters like fluorescence intensity of PSII, energy-dependent non-photochemical
quenching qE and Gentiho parameter Y(II) were analyzed on plants Arabidopsis
thaliana and its choosen mutants npql (absence of zeaxanthin), npg2 (without back
conversion of zeaxanthin), npg4-1 (absence of PsbS protein) and L17 (overexpression
of PsbS protein).

Obtained results were discussed and compared with recently published data,
which indicates that PsbS protein is involved in a heat-induced non-photochemical
quenching qE only at higher intensities of actinic light. However, in this work it is
shown that PsbS protein is involved in the heat-induced qE even at low intensities of
actinic light. Furthermore, it was found that PsbS protein is essential for the heat-
induced qE and zeaxanthin itself is not able to quench chlorophyll fluorescence without
PsbS protein. Unexpectedly preheated plants exposed to light of intensity equal to
cultivation light intensity possess more open reaction centers of PSII compared to

control plants probably due to a more effective linear electron transport through PSII.



SEZNAM ZKRATEK

A — Anteraxantin

AL — Aktinické svétlo

ATP — Adenosintrifosfat

A, — Fylochinon

Fd — Ferredoxin

Fu — Maximalni fluorescence po adaptaci na tmu

Fu' — Maximalni fluorescence na konci svételné faze
Fyu'" — Maximdlni fluorescence na konci temnostni faze
FNR — Ferredoxin NADP"-oxido-reduktaza

Fr — Aktudlni fluorescence

F, — Variabilni fluorescence

F./Fu — Kvantovy vytéZzek fotochemie

Fy — Minimalni fluorescence po adaptaci na tmu

HSP — Proteiny teplotniho Soku

LHCI — Svétlosbérny komplex fotosystému I

LHCII - Svétlosbérny komplex fotosystému II

L17 - mutant Arabidopsis s nadmérnym vyskytem PsbS proteinu
ML — Méfici svétlo

NADPH — Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NPQ — Nefotochemické zhaseni

NPQ; — Nefotochemické zhaseni na konci svételné taze
NPQ, — Nefotochemické zhaSeni na konci temnostni faze
npql — mutant Arabidopsis bez schopnosti konverze violaxantinu na zeaxantin
npq2 - mutant Arabidopsis bez schopnosti zpétné konverze zeaxantinu na violaxantin
npq4-1 - mutant Arabidopsis bez PsbS proteinu

OEC — Komplex vyvijejici kyslik

PC — Plastocyanin

Py — Maximalni signal z PSI po adptaci na tmu

PQH, - Plastohydrochinon

PSI — Fotosystém I

PSII — Fotosystém 11

P680 — Reak¢ni centrum fotosystému 11

P700 — Reak¢ni centrum fotosystému [

Qa — Plastochinon a

Qs — Plastochinon b

qE — Energeticky zavislé nefotochemické zhaSeni

gN — Nefotochemické zhaSeni

qP — Fotochemické zhaseni

RC — Reakéni centrum

ROS — Reaktivni formy kysliku

SP — Saturaéni puls

V — Violaxantin

VDE — Violaxantin-deepoxiddza

WT — Wild type (Arabidopsis thaliana)

Yy - Tyrosin

Z — Zeaxantin
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1. Uvod

Rostliny jsou vSude kolem nds, jen malokdo si vSak pfipousti, do jaké miry
ovliviluji nas Zivot. Pfestoze se z laického pohledu zda, Ze nic dilezitého nedélaji, pii
podrobngj§im prizkumu zjistime pravy opak. Probihd v nich totiz celd fada procest,
které jsou pro lidsky Zivot naprosto nepostradatelné a které souvisi zejména s produkci
kysliku, biomasy a latek, které si ZivoCichové nejsou schopni sami syntetizovat.

V této praci se zaméfime pouze na jeden z téchto procesi. Nazyva se
fotosyntéza, kterd je zndma predevSim jako proces, pfi némz je energie svétla
pfeménéna na energii chemickych vazeb. Rostliny pfi fotosyntéze ziskavaji energii
potfebnou ke svému zivotu a soucasné i k zivotu ostatnich organismi. Jejim odpadnim
produktem je kyslik, nezbytny pro dychéani vétSiny zivocichti, s vyjimkou nékterych
anaerobnich mikroorganismi. Fotosyntéza je zcela jedineCnym dé&jem, ktery v ptirodé
dosud nebyl mimo rostlinné organismy pozorovan.

Rostliny nés Zivot ovliviiuji i mnoha dal§imi zpusoby, jejichz podrobny popis by
sdm o sob¢ vystacil na vice nez jednu takovouto praci. DileZitym zavérem zlstava
skutecnost, ze bez fotosyntetickych dé&jii v rostlindch by zivot na Zemi zanikl. Jakozto
hlavni producenti kysliku a zdroj potravy pro nas rostliny prozatim ziistavaji zcela
nenahraditelné.

Procesy uvnitf rostlin jsou do zna¢né miry ovlivnény okolnimi podminkami,
kterym je rostlina vystavena. Mezi n¢ patii naptiklad intenzita svétla, teplota, zasaditost
¢1 kyselost pldy, dostupnost vody, atd. Znalost plisobeni téchto vlivii na prabch
fotosyntézy miize nejen rozsifit obzory lidského poznéni, ale mit i prakticky dopad
napiiklad na zemédé€lstvi. Je znamo, Ze primérna globalni teplota se na nasi planeté
kazdoro¢né zvysuje. Tato zvySena teplota se teoreticky mize negativné projevit na
prabéhu fotosyntézy a tim padem mit vliv 1 na rtst rostlin.

Této problematiky se tyka i tato prace, jejimz cilem je pozorovani zmén
fotosyntetickych parametr za plisobeni vysokoteplotniho stresu a vybranych intenzit
svétla. Regulacni mechanismy, které se ve fotosyntéze uplatituji pti plsobeni téchto
dvou parametri prostfedi, nejsou stale pfiliS probddané a jejich objasnéni miize byt

uzitetné pii mnoha teoretickych ¢i praktickych aplikacich.



2. Fotosynteticky aparat

K popsani priabehu fotosyntézy je tieba nejprve urcit, kde vlastné probiha. Svétlo
ze Slunce zachytava rostlina svymi listy. Tkan listu je tvofena rostlinnymi bunkami,
obsahujicimi mnoho bunéénych organel. Z hlediska fotosyntézy jsou podstatné zejména
organely zvané chloroplasty, se kterymi je tfeba se pro dalsi vyklad sezndmit dikladné;ji.

Chloroplast je semiautonomni organela, v jejimz nitru se nachazeji membranové
struktury zvané tylakoidy. Podle tvaru miizeme rozliSit dva riizné typy tylakoida.
Prvnim z nich jsou zplostélé vackovité struktury nasklddané na sobé a dohromady
tvofici vélcovité struktury zvané grana. Druhym jsou stromalni lamely, coZ jsou
protahlé vybézky spojujici jednotlivé skupiny gran. Prostor uvnitf tylakoidl se nazyva
lumen, prostor vné nese jméno stroma.

V tylakoidnich membrandch se nalézaji integralni svétlosbérné antény a
integralni proteinové komplexy, které dohromady tvofi fotosynteticky aparat:
fotosystém II (PSII) se svym svétlosbérnym komplexem (LHCII), cytochrom bef
komplex (Cyt bef), fotosystém I (PSI) se svym svétlosbérnym kompexem (LHCI) a
ATP-syntdza (Nelson and Yocum, 2006). Tyto proteinové komplexy se uplatiuji pii
transportu elektronti a protont pies tylakoidni membranu, jak je popsano dale.

Pribéh fotosyntézy miizeme rozdélit na dvé faze: primarni (svételnou) a
sekundarni (temnostni). Primarni faze fotosyntézy probihd pouze za pfitomnosti svétla,
jehoz energie umoziuje transport elektroni z lumenu skrz tylakoidni membranu do
stromatu, kde jsou vyuzity k tvorbé NADPH. Soucasn¢ se v lumenu zvySuje
koncentrace protoni HY, které jsou nasledné pieCerpavany do stromatu pies
ATP-syntazu a diky tomu dochézi k tvorbé ATP.

Sekundarni faze fotosyntézy probihd ve stromatu. Zahrnuje v sobé fadu
chemickych rekci, pii kterych dochazi k fixaci oxidu uhli¢it¢ého a vyuziti energie
ulozené¢ v NADPH a ATP. Ackoli tedy ke svému pritbéhu svétlo piimo nepotiebuje, je
zavisla na vyslednych produktech svételné faze fotosyntézy. Jelikoz obsahem této prace
je pozorovani vlivu vysokoteplotniho stresu na prubéh primarni faze fotosyntézy,

nebude zde pribéh sekundarni faze detailnéji rozebiran.



2.1. Linearni elektronovy transport

Linearni elektronovy transport elektroni zacinda na turovni PSII. Tento
pigment-proteinovy komplex, nachazejici se v grandlni ¢asti tylakoidni membrany, ma
na lumendlni stran¢ umistén komplex vyvijejici kyslik (OEC). Jedna se o manganovy
komplex, schopny $té€pit molekuly vody na elektrony, protony H" a kyslik O,. Pfitom se
OEC postupné dostava ze zakladniho stavu S, do ctyf S-stavii, které odpovidaji
uvoliovani jednotlivych elektroni. Po rozstépeni dvou molekul vody dojde v OEC opét
k prechodu na zakladni stav Sy. Elektrony z OEC ptechazeji na tyrosin Y, donor PSII.

Reakéni centrum (RC) PSII je tvofeno specialnim parem chlorofylu a s
maximem absorpce svétla o vinové délce 680 nm. Proto se toto RC nazyva P680. Do
néj je dodavana zachycena svételna energie z LHCII proteintl, které obsahuji (podobné
jako LHCI) pigmenty, mezi které patii chlorofyly a karotenoidy. Diky dodané energii se
P680 dostane do excitovaného stavu (P680*). Stava se reduktantem a predava elektron
na feofytin a, derivat chlorofylu slouzici jako primérni akceptor PSII. V P680 pak ale
chybi elektron a stava se silnym oxidantem. Chybé&jici elektron se doplni z tyrosinu Y.

PSII ma dv¢ vétve, po kterych by se elektron z P680* mohl vydat dél. Jedna z
téchto vétvi je diky svému konformacnimu usporaddani nefunkcéni (Nelson and Yocum,
2006) a elektrony jsou dale pienaSeny pouze po funkcéni vétvi. Ta v sobé zahrnuje
ptesun elektronu z P680* na feofytin, ktery redukuje nepohyblivy plastochinon Q4 a ten
zase redukuje plastochinon Qg.

Plastochinon Qg je dvouelektronovym pienasecem. Po pfijeti obou elektronli se
na néj navazi dva protony H" ze stromatu a vznika plastohydrochinon PQH,. Ten je
schopen pohybu v tylakoidni membrané k Cyt bef komplexu, ktery se vyskytuje v
granech 1 stromdlnich lamelach. Cyt bsf komplex je schopen pifijmout oba elektrony,
nikoli v8ak protony H", které jsou z PQH, uvolnény do lumenu.

Elektrony dodané do Cyt bef komplexu déle pokracuji dvéma odliSnymi cestami.
Jeden z elektronl putuje pfes cytochrom b a je dodan zpét na Qsg, ktery na sebe po
pfijmuti dvou elektronti navaze protony H" ze stromatu a znovu interaguje s Cyt bf.
Tento zacykleny transport se nazyva Q-cyklus. Druhy elektron piechazi na Rieske FeS
protein, jednoelektronovy Zzeleznosirnaty pienase¢. Ten redukuje cytochrom f, ze
kterého elektrony putuji na plastocyanin (PC). PC je ve vodé rozpustny protein schopny
pohybu v lumenu, kde plni funkci donoru elektronii PSI.



PSI je stejné jako PSII pigment-proteinovym komplexem, oproti nému se vSak
nachazi ptevazné ve stromalnich lamelach. RC PSI tvofii specidlni par chlorofylu a. Toto
RC se oznacuje jako P700, nebot’ jeho maximalni absorpce svétla se pohybuje okolo
700 nm. Svétlo PSI zachycuje pomoci LHCI, které svételnou energii transportuje do
P700, které se dostava do excitovaného stavu P700*.

P700* je velmi silnym reduktantem, ktery redukuje specidlni chlorofylové
molekuly Ao, slouzici jako elektronovy akceptor PSI. Z A, elektron piechazi na
fylochinon A,, znamy jako vitamin K. Nésleduji redoxni reakce, pfi nichz dochdzi k
postupnému ptesunu elektronu na pevné vazané Zeleznosirnaté struktury F,, F, a Fp.
Z nich poté elektron putuje na ferredoxin (Fd), ktery se vaZe na stromalni strané PSI.

Fd je dalsi zeleznosirnata struktura, ale narozdil od Fy, Fx a Fg neni pevné vazéana
na PSI. Poté, co je Fd redukovan, se z PSI vyvéze a putuje do stromatu. Tam dochazi k
redukci enzymu ferredoxin-NADP -oxidireduktazy (FNR), které redukuje NADP" za
vzniku NADPH. Oxidovany Fd se vraci zpét k PSI.

Béhem linearniho elektronového transportu stoupa v lumenu koncentrace
protontt H'. Je tomu tak zejména diky ¢innosti OEC, PQH, a ¢innosti Cyt besf komplexu.
Protony H" jsou pieCerpavany zpét do stromatu pomoci ATP-syntazy. Piecerpavani
funguje na principu elektrochemického gradientu a jeho vysledkem je kromé snizeni
koncentrace protontt H* v lumenu také tvorba ATP.

Princip linedrniho elektronového transportu tedy spocivd v odebrani elektronil z
vody a jejich vyuziti na tvorbu na NADPH za pomoci proteinovych komplexti PSII, PSI
a Cyt bef komplexu. ZvySené koncentrace protoni H' je vyuzita k tvorbé ATP diky ATP-
syntaze, kterd zaroven protony precerpava zpét do stromatu. Ziskané molekuly NADPH

a ATP jsou nasledné vyuzity v sekundarni fazi fotosyntézy.

2.2. Cyklicky elektronovy transport

V piipad¢ nadmérné ozéfenosti rostliny ¢i vlivem pilisobeni jinych negativnich
faktori muze nastat situace, kdy je veSkeré NADP™ pfeménéno na NADPH. FNR je
diky tomu zcela redukované, ¢cimz dochazi k akumulaci redukovaného Fd. V takovém
ptipad€ dochazi k aktivaci cyklického elektronového transportu okolo PSI.

Pii cyklickém elektronovém transportu jsou elektrony predavany zpét na Qs.

Muze k tomu dojit pirevazné dvéma nésledujicimi zplisoby. Prvni z nich vyuziva



ferredoxin-plastochinon-oxidoreduktazu, ktera odebira elektrony z redukovaného Fd a
pfedava je na plastochinon Qg. Druhd moZznost vyzaduje NADPH-dehydrogenazovy
komplex, ktery odebira elektrony z Fd a opét je pfedava na plastochinon Qg (Sharkey,
2005; Nelson a Yocum, 2006; Yamamoto et al., 2011).

Tyto dva mechanismy umoznuji ptecerpat do lumenu vice protoni H'. Diky
tomu jejich koncentrace v lumenu za¢ne stoupat a zvysi se tak protonovy transport skrze
ATP-syntazu. Diky tomu dochazi k zna¢né tvorbé ATP na ikor NADPH.

Pokud elektrony na zredukovaném Fd ziistavaji nevyuzity, mize dojit k tvorbé
reaktivnich forem kysliku (ROS). Ty mohou poskodit tylakoidni membranu, okolni
proteiny ¢i inhibovat fotosyntetické procesy (Yamamoto et al., 2008). Ackoli cyklicky
elektronovy transport v mnoha piipadech tvorbé ROS zamezi, pii velmi vysoké
ozatfenosti nemusi byt jeho vykon postacujici. V takovém ptipad€ jsou obvykle
aktivovany dalsi ochranné mechanismy, které ROS vcas odstrani.

Cyklicky elektronovy transport tedy pii vyS$i ozafenosti vraci elektrony na
plastochinon Qg a v dusledku toho zvysuje tvorbu ATP na tkor NADPH. Soucasné
zamezuje tvorbé ROS, ¢imz chrani fotosynteticky aparat pred fotooxidativnim

poskozenim.

2.3. Fotochemické a nefotochemické procesy fotosyntézy

Svétlo zachycené rostlinou neni vyuZito pouze na fotochemické procesy. Cast
absorbované svételné energie muze byt vyzdiena ve formé fluorescence nebo
preménéna na teplo. VySe uvedené procesy (fotochemie, fluorescence a konverze na
teplo) se projevuji v rizné mife v zdvislosti na okolnich podminkach (Baker, 2008;
Ashraf and Harris, 2013).

Emitovand fluorescence indikuje miru neschopnosti rostlin vyuzit pfijatou
svételnou energii na fotochemické reakce, at' uz vlivem nadmérné ozéfenosti,
pusobenim herbicidi ¢i dalSich faktorti. VéEtSina fluorescence namétfené za pokojové
teploty (25 °C) pochazi z PSII a je velmi uziteénym ukazatelem prabéhu fotosyntézy. Z
Casové zavislosti intenzity fluorescence lze nadefinovat celou fadu fluorescencnich
parametri. S vybranymi parametry se blize seznamime v nasledujicim textu.

Pojem fotochemie vyjadfuje vyuziti energie svétla v linearnim elektronovém

transportu. Jeji ucinnost se nazyva kvantovy vytézek fotochemie a stanovi se jako



pomér Fy/Fy, kde Fy zna¢i maximalni fluorescenci rostliny po adaptaci na tmu pfi
pouziti excitacniho svétla o vysoké intenzité a Fy znaci variabilni fluorescenci. Hodnotu
Fy ziskdme jako rozdil Fy a Fy, kde Fy zna¢i minimalni fluorescenci rostliny po adaptaci
na tmu pii pouziti excita¢niho svétla o velmi nizké intenzité. Takto ziskany maximalni
kvantovy vytézek fotochemie se u rostlin pohybuje okolo 0,8 a v disledku ptisobeni
stresovych faktorti se snizuje. S fotochemii souvisi fotochemické zhaseni fluorescence
gP, charakterizujici miru tbytku fluorescence vlivem fotochemickych reakci.

V zavislosti na svételnych podminkach a plisobeni stresu miiZzeme povaZovat
PSII za uzavieny (redukované Q,) ¢i otevieny (oxidované Q). Otevienost ¢i uzavienost
PSII je charakterizovana Gentiho parametrem Y(II). Je-1i PSII otevieny (Y(II) = 1),
linearni elektronovy transport na urovni PSII pracuje bez obtizi a fluorescence je
zhéasena vyhradné fotochemickou cestou. Pokud je PSII uzavieny (Y(II) = 0), je Qg plné
redukované. V dasledku toho elektrony z Q4 nemohou pokracovat déle a fluorescence je
zhaSena pouze nefotochemickou cestou. Pokud se hodnota Y(II) pohybuje mezi 0 a 1, je
fluorescence chlorofylu zhasena soucasné fotochemicky i nefotochemicky:.

Pti vyssi ozafenosti rostliny muze diky stoupajici koncentraci protontt H" dojit k
okyseleni lumenu, které aktivuje signalni drahy vedouci k procestim zptsobujicim
zefektivnéni nefotochemického zhaSeni fluorescence oznaCovaného jako NPQ.
Koeficient NPQ ndm charakterizuje Ubytek fluorescence vlivem pfemény nevyuzité
absobované energie na teplo. Nefotochemické zhaseni NPQ se skladd z nékolika
komponent, které se oznacuji qE, ql a qT (Baker, 2008; Horton, 2012).

Parametr qT charakterizuje pomalé nefotochemické zhaseni v disledku
stavovych prechodu, kdy pln¢ redukované Qg aktivuje enzym kinazu. Pisobenim kinazy
se ¢ast LHCII odpoji od PSII a ptipoji se k PSI. Diky tomu se snizi aktivita PSII a
urychli se ¢innost PSI, coz vede ke snizeni intenzity fluorescence. Nefotochemické
zhaSeni qT se aktivuje az po dlouhodobéj$im plisobeni stresovych faktort.

Parametr gl udava nefotochemické zhaSeni v dusledku fotoinhibice. Pfi
dlouhodobém piisobeni stresovych faktorti miize dojit k poSkozeni proteinti spojenych s
elektronovym transportem. Poskozené proteiny jsou nahrazeny novymi proteiny.
Nefotochemické zhaSeni ql je dlouhodobéjsiho charakteru (hodiny az dny).

Parametr qE oznacuje energetické nefotochemické zhaseni, vznikajici zejména v

disledku konformac¢nich zmén vyvolanych xantofylovym cyklem a PsbS proteinem



(Pospisil, 1997; Li et al., 2000; Baker, 2008; Ilik et al., 2010; Horton, 2012). Tyto
konformacni zmény nastavaji v disledku nadmérného okyseleni lumenu. Jedna se o
hlavni slozku NPQ a k jeji aktivaci dochazi kratce po zacatku piisobeni stresovych
podminek. JelikoZ se tato prace zabyva vlivem zvySené teploty na fotosynteticky aparat
pouze z kratkodobého hlediska, ma v dalSim textu smysl hovofit pouze o
nefotochemickém zhaseni qE.

Pigmenty v svétlosbérnych komplexech vysSich rostlin mizeme rozdélit na
chlorofyly a karotenoidy. Karotenoidy rozsifuji absorb¢éni spektrum chlorofylu, ovSem
jejich dulezitost spociva zejména v jejich ochranné funkci. Karotenoidy muizeme
rozdélit na karoteny (bezkyslikaté) a xantofyly (kyslikaté).

Obecné spocivad ochranna funkce karotenoidii v ptebirdni zachycené svételné
energie z chlorofyld v tripletnim stavu. Tim tyto chlorofyly navrati do singletniho stavu
a soucasné tak brani vzniku nebezpecného singletniho kysliku, ktery mtze vzniknout
interakci tripletniho kysliku a tripletniho chlorofylu. Pokud uz k tvorbé singletniho
kysliku doslo, jsou karotenoidy schopné pfijimat energii i z n¢j a navracet tak kyslik do
tripletniho stavu. Nezavisle na tom, ktery ze dvou vyse uvedenych piipadii nastane, se
karotenoid dostane do tripletniho stavu, ve kterém je schopen preménit dodanou energii
na teplo a navratit se zpét do singletniho stavu (Pospisil, 1997).

V lumenu je pfitomen enzym zvany violaxantin-deepoxidaza (VDE), ktery je pfi
neutralnim pH lumenu mobilni. Pfi okyseleni lumenu se vSak navaze na thylakoidni
membranu. Soucasné dochazi k vyvazani violaxantinu (V) z LHCII do lumenu. Tam je s
pomoci VDE a s vyuzitim askorbatu transformovan na anteraxantin (A) a nasledné na
zeaxantin (Z). Poté se Z navaze zpatky na misto, kde se pivodné nachazel V a zplisobi
tim konformacni zmény vedouci k snadnéjSimu pienosu energie na karotenoidy, kde je
pfeménéna na teplo. Tento d¢j je zndmy jako xantofylovy cyklus a umoziuje
efektivnéj$i nefotochemické zhaSeni fluorescence pomoci karotenoidti (Horton, 2012;
Ashraf and Harris, 2013).

Konformacni zmény LHCII mohou nastat také v pifipadé¢ protonace PsbS
proteinu, ktery se nachéazi v blizkosti PSII (Li et al., 2004). Tyto konformaéni zmény
LHCII opét vedou ke tvorbé zhasSecich center, coz vede k u¢innéjSimu prenosu energie
na karotenoidy a tim zefektiviiuji nefotochemické zhaseni fluorescence (Baker, 2008;

Horton, 2012). Spole¢né¢ se zeaxantinem je PsbS protein hlavnim cinitelem



energetického nefotochemického zhaseni qE. Parametr qE je zavisly zejména na pH v
lumenu a odrdzi miru aktivniho nefotochemického zhéasSeni fluorescence pomoci
zeaxantinu a PsbS proteinu (Baker, 2008; Horton, 2010; Sharkey and Zhang, 2010).
Svételnd energie zachycend v LHC je tedy rostlinou primarn€ vyuzita k
fotochemii. Pfi nevhodnych podminkach vSak mize byt zpétné vyzarena ve formé
fluorescence. Fluorescence je zhaSena fotochemicky (qP) a nefotochemicky (NPQ). Pti
nefotochemickém zhaseni dochazi v disledku konformacnich zmén vyvolanych
xantofylovym cyklem a PsbS proteinem k pfeméné fotochemicky nevyuzité energie na

teplo.



3. Fotosynteticky aparat a vysokoteplotni stres

Prib¢h fotosyntézy miize byt ovlivnén celou fadou stresovych faktort, které
muzeme rozdélit na biotické a abiotické. Bioticky stres je zplisoben pfimym ohroZenim
rostliny jinymi druhy organisml (bylozravci, paraziti, patogeneze, atd.) a neni v této
praci detailn€ji rozebiran. Abiotickym stresem pak myslime veskeré fyzikalni a
chemické ptisobeni s negativnim dopadem na rostlinu. Pfikladem abiotického stresu je
nadmérné ozafenost ¢i vysokoteplotni stres. Tato kapitola je zamétfena na problematiku
vysokoteplotniho stresu a jeho ptisobeni na pribeh fotochemickych reakei.

Odolnost rostlin viici vysokym teplotam je dana jejich riistovymi podminkami.
Rostliny vyristajici v prostiedi o vyssSich teplotach maji vétsi termotoleranci (schopnost
odolavat teplotnim vliviim), neZ rostliny vyristajici za chladnéjSich podminek. Toto
déletrvajici ptizptisobeni je pravdépodobné zpiisobeno tvorbou proteind teplotniho Soku
(HSP), které jsou situovany do tylakoidni membrany a pobliZ ostatnich proteind. Je
znamo, ze HSP proteiny zvysuji odolnost rostliny vic¢i vysokym teplotdm az o nékolik
stupnt a brani tak fotosynteticky aparat pied plsobenim vysokoteplotniho stresu
(Allakhverdiev et al., 2008).

V ptipad¢, ze rostlina neni schopna nadale odolavat zvysSené teplotée, je vyrazné
ovlivnén linedrni elektronovy transport a struktura fotosyntetického aparatu. Prvni
zmény jsou pozorovany v rozmezi teplot 35-40 °C (Sharkey, 2005), kdy sice nedochdzi
k zddnému vyraznému poskozeni, avSak elektronovy transport skrze PSII slabne.

V rozmezi teplot 40-50 °C poté dochazi k inhibici OEC a poSkozeni donoroveé
strany PSII, (Lipova et al., 2010). V dasledku tohoto poskozeni fotochemie klesa a
dochdzi k narlstu fluorescence. Po inhibici OEC jsou ziejmé vyuzivany sekundarni
zdroje elektrontli, mezi které patii naptiklad askorbat (Sharkey, 2005; Ilik et al., 2010).

Pii teplotaich 50-57 °C vzrhsta nefotochemické zhasSeni fluorescence. Okolo
60 °C vsak dochazi k degeneraci PSII, jehoz jadro pfi této teploté denaturuje. V tomto
ptipadé€ uz jsou zmény fotosyntetického aparatu povaZzovany za nevratné. Pii teplotach
60-90 °C dojde k degeneraci LHCII (70-80 °C) a kompletni ztrat¢ fotochemie PSII
(Yamamoto et al., 2008; Lipova et al., 2010).

Ukazuje se, ze PSI ma mnohem vétsi termostabilitu, nez PSII. Zatimco v
rozsahu teplot 40-60 °C dochazi na trovni PSII k pomérné zdsadnim zménam, struktura

a funkce PSI neni nijak vyrazn¢ ovlivnéna. Prvni vyraznéjsi zmény zde nastavaji mezi



60-70 °C, kdy dochézi k odpojeni LHCI od jadra PSI. K denaturaci PSI dochazi v
pomérn¢ Sirokém intervalu 70-90 °C (Lipova et al., 2010).

Vliv vysokoteplotniho stresu na rostliny se také projevuje napiiklad vznikem
ROS, inhibici ¢innosti Rubisca ¢i rozpadem thylakoidnich membran (Sharkey, 2005).
Aby k rozpadu tylakoidnich membran v ptipad¢ vysSich teplot nedochazelo, zvysi se
podil nenasycenych mastnych kyselin v lipidové dvojvrstveé a fluidita membrany (ktera
s teplotou vzriista) se snizi.

Ukazuje se tedy, ze fotosynteticky aparat je vySSimi teplotami ovlivnén
negativné, pfiCemz PSII je k poSkozeni nachylnéjsi nez PSI. Nasledujici kapitoly
tématicky sleduji zejména zmény v linedrnim a cyklickém elektronovém transportu u

rostlin, které jsou vystaveny ozatrenosti a vysokoteplotnimu stresu okolo 40 °C.

3.1. Elektronovy transport pri zvySené teploté

Jak jiz bylo teceno v predchozi kapitole, pfi teplotach 35-40 °C dochézi na
urovni PSII k poklesu aktivity linedrniho elektronového transportu. To je zptisobeno
inhibici OEC, ktery vlivem teploty ztraci 2 ze 4 atomi Mn (Allakhverdiev et al., 2008;
Ashraf and Harris, 2013). V takovém pfipad¢ jiz neni mozné ziskdvat elektrony
Stépenim vody a byva vyuzivdno sekundarnich donorii elektrond. V rozmezi teplot
40-60 °C se vSak linearni elektronovy transport skrze PSII postupné zastavuje az se pii
60 °C zastavi uplné. To znamend, Ze energie zachycend v LHCII z vétsi ¢asti nebude
vyuzita na fotochemii a namisto toho bude vyzaiena ve formé fluorescence Ci
preménéna na teplo.

Od PSII elektrony pokracuji ptes dvouelektronovy pienase¢ PQH, skrze
tylakoidni membranu do Cyt besf komplexu. Vliv teplotniho stresu na Cyt bef komplex
neni pfili§ probadany (Sharkey, 2005), ale lze u né& piredpokladat vysokou
termostabilitu. Z Cyt bsf komplexu elektrony putuji pfes PC na PSI. Ukazuje se, Ze PSI
je vyrazn¢ redukovany, a to i v ptipadé nefunkéniho PSII. Dtvodem je teplotni
stimulace cyklického elektronového transportu, jehoz cinnost se jevi jako vyrazné
zrychlena (Sharkey and Zhang, 2010).

Jelikoz je PSI plné redukované, musi po urcité dobé dojit k preméné veskerého
NADP" na NADPH. Z toho plyne, ze FNR i Fd jsou také pln¢ redukované a nemohou

predat elektrony dale, pficemz zde hrozi nebezpeci vzniku ROS. Vzhledem k teplotni
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inhibici Rubisco-aktivazy dochazi k akumulaci NADPH. Vzhledem k zrychlené ¢innosti
cyklického elektronového transportu by se také dala usuzovat zvySend tvorba ATP
pomoci ATP-syntdzy. Ukazuje se vSak, ze mnozstvi ATP je béhem vysokoteplotniho
stresu udrZzovano na ptiblizné stejné hladiné (Sharkey and Zhang, 2010).

Efektivnéjsi cyklicky elektronovy transport také umoziuje rychlejsi precerpani
protoni H" do lumenu a tim padem i rychlejsi aktivaci nefotochemického zhaseni qE
(Ilik et al., 2010). Zmény pH v lumenu a stromatu mohou také souviset se vzajemnym
oddalovanim tylakoidii (Yamamoto et al., 2008).

U rostlin vystavenych teplotnimu stresu je tedy elektronovy transport na Grovni
PSII vyrazné zpomalen ¢i Gplné zastaven, zatimco ¢innost PSI se diky urychlenému
cyklickému elektronovému transportu vyrazné zefektivituje. To ma za disledek znacnou

akumulaci NADPH a narGst nefotochmického zhaSeni qE.

3.2. ZhaSeci mechanismy rostlin za vysokoteplotniho stresu

Vyrazné zeslabeni aktivity PSII pfi vysokoteplotnim stresu vede pii ozafenosti
rostliny k narGstu fluorescence, nebot’ energie zachycena v LHCII je na fotochemii
vyuzita minimaln¢ a fotochemické zhaSeni je velmi slabé. Na druhou stranu se diky
zrychlenému elektronovému transportu okolo PSI dostava do lumenu zna¢né mnozstvi
protond H', coZ ma za nasledek rychlou aktivaci nefotochemického zhaseni qE.

V soucasné dob€ neni zcela objasnéno, jakou mérou se na teplotni stimulaci qE
podili konverze violaxantinu na zeaxantin a PsbS protein. Pfredpoklada se, ze za niZzSich
intenzit svétla (slabSiho okyseleni lumenu) se na teplotné stimulované indukci
nefotochemického zhaSeni podili zejména zeaxantin, zatimco pii vySSich intenzitich
svétla (siln€jSi okyseleni lumenu) se pii indukci qE uplatni i PsbS protein. Tato
hypotéza vSak stale nebyla experimentaln¢ potvrzena. Z tohoto ditvodu neni také zcela
jasné, do jaké miry spolu zeaxantin a PsbS protein spolupracuji a jakou mérou se podili
na teplotni stimulaci qE. Pfedpoklada se, Ze tyto dvé slozky qE nemuseji nutné pracovat
spolecné (Ilik et al., 2010).

Tato prace si klade za kol zjistit, jakou mérou se podili zeaxantin a PsbS protein
na teplotni stimulaci qE indukovaného svétlem o rizné intenzité u Arabidopsis thaliana

a vybranych mutanti.
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4. Material a metody

A) Rostlinny material

Meéteni probihalo na rostlindch Arabidopsis thaliana (WT, Columbia) a jejich
mutantech npgl (absence zeaxantinu), npg2 (bez zpétné konverze zeaxantinu na
violaxantin), npg4-1 (absence PsbS proteinu) a L17 (nadmérné exprese PsbS proteinu).
Rostliny byly péstovany v rezimu kratkého dne (8/16-h den/noc) pfi intenzité 120
pumol-m?-s”, teploté 21 °C a vzdu$né vlhkosti 40 %. Po adaptaci rostliny na tmu (10

min) byly odstfizeny a proméfeny vybrané zdravé listy.

B) Usporadani mérici aparatury

Pii ndvrhu experimentli se vychazelo z prace llika et al. (2010) s drobnymi
upravami. Méfeni intenzity fluorescence chlorofylu, nefotochemického zhéseni qE a
Gentiho parametru Y(II) probihalo na pfistroji Dual-PAM-100 (Waltz, Effeltrich,
Némecko). List rostliny byl pevné uchycen ve specidlnim drzacku, se kterym byl
umistén do kyvety s destilovanou vodou, vyménovanou po kazdém méfeni. Svrchni ¢ast
listu byla situovana co nejblize métici hlavé detekujici signal z P700, naproti které se
nachazela druhd méfici hlava. Méfeni probihalo v temné mistnosti, za pfitomnosti
zeleného svétla. Teplota v kyveté byla kontrolovdna pomoci zatfizeni Thermoregulator
TR 2000 (Photon System Instruments, Brno, Ceska republika), diky kterému byla
teplota vody v kyveté udrzovana na 25 °C. Aby méla voda stejnou teplotu v celém svém

objemu, byla soucasn¢ rozmichavana pomoci malého michadla.

C) Postup méieni indukce chlorofylové fluorescence

Me¢éfeni Casové zavislosti intenzity fluorescence chlorofylu probihalo dle
schématu uvedeného na obrazku ¢. 1. Na listu byla po zapnuti méticiho svétla (ML),
zmétena maximalni fluorescence Fy z PSII a maximalni intenzita signalu Py, ktery je
umérny redoxnimu stavu PSI. Nésledovala svételna faze, kterd se sestavala ze zapnuti
aktinického svétla (AL) o rtizné intenzité (13, 22, 53, 95, 216, 430 a 1028 umol-m?*s™)
spojen¢ho s aplikaci Sesti saturacnich pulsi (SP), které byly aplikovany kazdou minutu.
Poté bylo AL vypnuto a nasledovala temnostni faze, ve které bylo pfi zapnutém ML
aplikovano dalSich Sest SP. Fluorescence PSII byla vybuzena cervenym excitatnim

svétlem o vlnové délce 635 nm, pochazejicim z 24 LED diod. Signal z P700 byl
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vyhodnocen jako rozdil propustnosti svétla rostlinou pfi vinovych délkach 830 nm a 875

nm. Intenzita saturaénich pulzt byla 10000 pmol-m?-s™" a jeho délka byla 800 ms.

Fum
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o
=

Intenzita fluorescence [r. j.]
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0

ot
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Obrazek ¢. 1: Pribéh méreni zavislosti fluorescence PSII na case, uréeni parametrit Fy, Py, Fi/,
Fv', Foa qE. (Cernd Sipka — ML, Modra Sipka — AL, Zluta Sipka — SP)

D) Predohrev vzorku

Predohiev temnostn¢ adaptovanych listli rostlin probihal pfi teplot¢ 40 °C v
teplotni 1azni Polystat (Cole Parmer, Vernon Hills, USA) po dobu 5 minut. Poté byly
prudce zchlazeny na 25 °C a proméfeny na piistroji Dual PAM-100 stejnym zptisobem,

jako neptedehiaté vzorky. Listy rostlin sem byly i s drza€kem piemistovany v termosce.

E) Analyza chlorofylové fluorescence

Data ziskana z méfeni na pfistroji Dual PAM-100 byla vyhodnocena v MS
Excel. Pro porovnani zavislosti intenzit fluorescence PSII na ¢ase byly u jednotlivych
variant (kontrolni i pfedehfaté) vybrany pro intenzity AL 13, 95 a 1028 pumol'm™s™
reprezentativni vysledky, graficky zobrazené v nasledujici kapitole. Pro intenzitu AL
13 umol-s'm? byly vykresleny vybrané pulsy, zachycujici méfeni maximalni intenzity
fluorescence Fy po adaptaci na tmu v lep$im ¢asovém rozliseni.

Hodnoty energetického nefotochemického zhdseni qE byly uréeny ze vztahu
qE=NPQ,—NPQ,, (1)
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kde NPQ, je nefotochemické zhaseni na konci svételné faze a NPQ, je nefotochemické

zhaSeni na konci temnostni faze. Hodnoty NPQ; a NPQ, byly urc¢eny ze vztahti

FM_ M,
NPQFT, (2)
F _F rs!
NPQ,= M ®
M

kde Fu je maximalni intenzita fluorescence, Fy' je maximalni intenzita fluorescence na
konci svételné faze a Fy" je maximalni intenzita fluorescence na konci temnostni faze.
Ze tf1i méfeni u dané varianty (piedehiaté i1 kontrolni) pii dané intenzité¢ byla vzdy
vypoctena primérna hodnota qE, ke které byla stanovena jeji smérodatnd odchylka.

Hodnoty Gentiho parametru Y (II) byly urceny ze vztahu

!

F
Y(1r)=—t—,

m

(4)

kde je pfi svételné ¢i temnostni fazi F,,' intenzita fluorescence pfi aplikaci satura¢niho
pulzu a F intenzita fluorescence pted aplikaci satura¢niho pulzu. Ze tfi méteni u dané
varianty (pfedehfaté 1 kontrolni) byla pii dané intenzité¢ vzdy vypoctena primérna

hodnota Y(II), ke které byla stanovena jeji smérodatna odchylka.

F) Urceni zavislosti signalu z PSI na Case

Soucasti této prace bylo také méteni redoxniho stavu P700. Obdrzené vysledky
vsak nebyly diky vysokému Sumu prikazné a reprodukovatelné a proto nejsou v této
praci uvedeny. Tato skute¢nost plyne z experimentdlniho uspofadani méfici aparatury.
Signal z PSI je slaby i za béznych podminek. Uspotfadani méfici aparatury bylo takové,
ze vzdalenost mezi listem a detekci signdlu byla zvétSena o tloustku sklenéné kyvety a

drzaku vzorku, coz vedlo k dalSimu zeslabeni a zaSuméni detekovaného signalu.
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5. Vysledky méreni

Cilem experimentu bylo urcit vliv kombinace vysokoteplotniho stresu a riznych
intenzit svétla na PSI a PSII u WT Arabidopsis thaliana a od ni odvozenych mutanti
npql (absence zeaxantinu), npq2 (bez zpétné konverze zeaxantinu na violaxantin),
npq4-1 (absence PsbS proteinu) a L17 (nadmérnd exprese PsbS proteinu). Bylo
zkoumano zejména energeticky zavislé nefotochemické zhaSeni qE, které ma pivod v
konformacnich zménéch vzniklych v disledku aktivace xantofilového cyklu a protonace
PsbS proteinu (napt. piehledny c¢lanek Ruban er al, 2010). Porovnavany byly

predehiaté a kontrolni vzorky, adaptované na tmu.

5.1. Vliv predohrevu na fotochemii PSII a indukci qE

Casova zavislost intenzity fluorescence byla méfena u kontrolnich a
predehiatych vzorkli WT (obr. €.2), npgl (obr. €.3), npg2 (obr. ¢.4), npg4-1 (obr. ¢.5) a
L17 (obr. €. 6). V levém sloupci (oznaceno 25°C) jsou vzdy zobrazeny kontrolni vzorky,
v pravém piedehiaté vzorky (40 °C). Prvni fadek zachycuje fluorescenci pii aktinickém
svétle 13 umol-m™-s”, druhy pti 95 umol-m?-s™ a tieti pti 1028 pmol-m™-s™. Pro prvni
fadek (13 pmol-m?:s™) byl zobrazen i priibéh prvniho pulzu po adaptaci na tmu. Lepsi
casoveé rozliSeni u tohoto pulzu umoznuje ur€it, zda-li béhem pulzu byla dosazena
saturacni hodnota Fy.

Na obrazku €. 2 se nachazi graf zavislosti intenzity fluorescence na ¢ase pro WT.
U ptedehtatych i kontrolnich vzorkd mizeme se zvysujici se intenzitou AL pozorovat
narast v intenzit¢ fluorescence F,, kdy tento nartist je vyraznéjsi u kontrolnich vzork.
Obdobn¢ je tomu i u prabéha Fy' a Fy", kdy u kontrolnich vzorki Ize zaznamenat nizsi
zhéaSeni F\/', nez u vzorki predehiatych. Detailngjsi rozbor prvniho pulzu po adaptaci na
tmu ukazuje, ze po predohfevu je narast do saturacni hodnoty Fy pomalejsi, nez je tomu
u kontrolniho vzorku.

Na obrazku €. 3 je graf zavislosti intenzity fluorescence na ¢ase pro vzorky bez
zeaxantinu (npgl). U predehiatych i kontrolnich vzorki muZeme se zvySujici se
intenzitou AL pozorovat nariist intenzity fluorescence F. Mira nefotochemického
zhaSeni Fy/' a F\" je vSak u tohoto vzorku daleko mensi, nez v ptipadé WT. Pii intenzité
13 pmol'm™'s™ je mira nefotochemického zhaseni minimalni jak u kontrolniho tak u

piedehiatého vzorku. Pro nasledujici dvé intenzity (95 a 1028 pmol'm?:s™) je uz u
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ptedehtatych i kontrolnich vzorkli pozorovatelny caste¢ny nértst nefotochemického
zhaSeni F\/' a F\". Detailn¢jsi rozbor prvniho pulzu po adaptaci na tmu ukazuje, Ze po
predohfevu je nartst do satura¢ni hodnoty Fy pomalejsi, nez u kontrolniho vzorku.

Na obrazku €. 4 se nalézd graf zavislosti intenzity fluorescence na Case pro
vzorky bez schopnosti zpétné konverze zeaxantinu na violaxantin (npg?2). U kontrolnich
1 predehratych vzorkll byl se zvySujici se intenzitou AL pozorovat vyrazn€j$i narust
intenzity fluorescence Fr az pifi 1028 umol'm?s' z divodu vysoké miry
nefotochemického zhaseni. Narist nefotochemického zhdseni Fy' a Fy" se zvySujici se
intenzitou AL je vyrazngjsi u predehiatého vzorku. Detailngjsi rozbor prvniho pulzu po
adaptaci na tmu ukazuje, ze po piedohfevu je narst do satura¢ni hodnoty Fy oproti
kontrolnimu vzorku zpomalen.

Na obrazku ¢. 5 mizeme sledovat zavislost intenzity fluorescence na Case pro
vzorky bez PsbS proteinu (npg4-1). Predehiaté i nepredehiaté vzorky se zvySujici se
hodnotou AL vykazuji vyS$i intenzity fluorescence F.. Nefotochemické zhaSeni Fyu' a
Fu'" je u kontrolnich vzork minimalni a ani u pfedehtatych vzorka nedoslo ke stimulaci
tohoto zhaSeni. Detailngj$i rozbor prvniho pulzu po adaptaci na tmu ukazuje, Ze po
predohievu je nartst do saturacni hodnoty Fy srovnatelny s narustem pozorovatelnym u
kontrolnich vzorki.

Na obrazku €. 6 pozorujeme zavislost intenzity fluorescence na ¢ase pro vzorek s
nadmérnym mnozstvim PsbS proteinu (L17). U ptedehtatych vzorkt Ize pti zvysujici se
intenzit¢ AL pozorovat vyrazné zhaseni intenzity fluorescence F,, zatimco u kontrolnich
vzorkl intenzita fluorescence F, se zvySujici se intenzitou AL mirn¢ vzrista. Jak si lze
povsimnout, hodnota nefotochemického zhaseni Fy' a Fy" je v tomto piipad¢ znacné
velka u predehratych i neptfedehfatych vzorkl, s vyjimkou nepfedehiatého vzorku
vystaveného intenzit¢ AL 13 pmol'm?s’, kdy je jeho hodnota parametru mala.
Detailnéjsi rozbor prvniho pulzu po adaptaci na tmu ukazuje, Ze po predohievu je narast

do saturacni hodnoty Fy srovnatelny s nartistem u nepfedehiatého vzorku.
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Obrazek €. 6: Zavislost intenzit fluorescence na case u mutantu Arabidopsis L17 (nadbytek PsbS
proteinu). Srovnani predehratych (40 °C) a kontrolnich (25 °C) vzorkii pro vybrané intenzity AL.
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5.2. Zavislost qE na AL u kontrolnich a predehratych vzorki

Pro jednotlivé varianty Arabidopsis jsme vyhodnotili parametr qE. Sestrojili
jsme grafy zavislosti qE na intenzit¢ AL u kontrolnich a ptedehtatych vzorku tak, aby
byl u jednotlivych variant ziejmy vliv pfedohfevu na indukci qE. Jak je vidét na
obrazku €. 7, pfedehtaté vzorky oproti kontrolnim vzorkiim nabyvaji vysSich hodnot qE.

Z grafu pro WT (obrazek €. 7A) lze vycist, ze se zvySujici se intenzitou AL u
kontrolnich vzorkl qE vzrlsta, avSak ptfi velmi vysokych intezitdich AL (1028 pumol-m
2:s™") dochazi k jeho poklesu. Podobné je tomu i u piedehiatych vzorki, kde jsou ale
hodnoty qE oproti kontrole vyssi, zvlasté v oblasti nizkych intenzit AL.

V grafech pro npql (obrazek €. 7B) si Ize povSimnout, Ze pfi nizkych intenzitach
AL nedochdazi u predehiatych vzorki k teplotni indukei qE. U vysSich intenzit AL (216
a 430 pmol-m?s') u kontrolnich i predehiatych vzorkdi dochazi k narGstu a pro
fotoinhibi¢ni intenzitu (1028 pumol-m?*'s™) k poklesu parametru qE. U vysSich intenzit
AL plati, ze kontrolni vzorky vykazuji nizsi qE nez predehtaté vzorky.

V piipadé npg2 (obrazek ¢. 7C) sledujeme u kontrolnich vzorka se zvySujici se
intenzitou AL nartst qE. U ptedehiatého vzorku pozorujeme vyraznou teplotni stimulaci
qE uz pfi nizkych intenzitach AL. S rostoucimi intenzitami AL parametr qE nartsta. Ve
srovnani s predehfatymi vzorky nabyvaji kontrolni vzorky nizSich hodnot
nefotochemického zhaseni qE.

U npg4-1 (obrazek ¢. 7D) mizeme pozorovat srovnatelny nardst parametru qE
za nizSich intenzit AL pro vzorky s ohfevem i bez ohfevu. AZ pti vySSich intenzitach AL
si Ize povSimnout mirnéjsiho narGstu parametru qE u predehiatych vzorki ve srovnani s
nepiedehiatymi vzorky. V porovnani npg4-/ mutantu s dal§imi variantami Arabidopsis

Pro variantu L17 (obrazek ¢. 7E) vidime, Ze parametr qE dosahoval nejvyssich
hodnot ze vSech studovanych variant Arabidopsis. U piedehiatych vzorkli dochazi k
vyrazné teplotni indukci qE uZ pfi nizkych intenzitaich AL. Pro vyssi intenzity AL
dochdzi pro vzorky s ohfevem i bez n¢j k vyraznému nérastu qE.

Na obrazku ¢. 8 jsme srovnali zavislosti qE na AL pro vSechny typy vzorki
soucasn¢, piicemz graf oznaceny 25 °C plati pro kontrolni vzorky a graf oznaceny
40 °C pro vzorky predehiaté. Lze si povSimnout, ze u kontrolnich vzorkli dojde k

vét$imu nartstu qE az pfi intenzité AL 95 pmol-m™-s™. Ve srovnani s WT vykazuje pfi
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rostouci intenzité AL vyssi hodnoty parametru qE pouze L17. Zbyvajici tfi varianty
(npql, npg2 a npg4-1) s rostouci intenzitou AL nedosahuji vysSich hodnot qE, nez je
mozno pozorovat u WT.

U ptedehtatych vzorkli pozorujeme u WT, L17 a npq2 teplotni indukci qE uz za
intenzit AL 13 pmol-m?'s”. Ve srovnani s WT dosahuje pfi rostouci intenzité¢ AL
vysSich hodnot pouze u varianta L17. Zbylé varianty (npql, npq2 a npg4-1) dosahuji s

rostouci intenzitou AL nizsich hodnot parametru qE, nez je mozné pozorovat u WT.

4
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Obrazek & 7: Grafy zavislosti gE na intenzitach AL (13, 22, 53, 95, 216, 430 a 1028 umol-m™-s™)
pro predehraté (Cervené) a nepredehraté (modre) varianty Arabidopsis (A — WT; B - absence
zeaxantinu,; C — nadbytek zeaxantinu; D — absence PsbS proteinu, E — nadbytek PsbS proteinu).

23




14 - o
25°C
12 -
T.
10 -
" 8 - ——WT
o 6 —f—rpgl
npq2
4 e O 4
5 ——L17
2 — %
0 - : : —
600 800 1000
Intenzita AL [umol -m2-s71]
o 40 °C T
12 - -
10 -
o ——wWT
w
L T g rpgql
6 .
T(/T[ npg2
7 / I —#=npq4
7 T
f —L17
2 z—”-}—’/% —_— —
£/, 3 *
- L e
g — < =
0 et o " " " T . T . T
0 200 400 600 800 1000
Intenzita AL [umol -m2-s1]

Obrazek & 8: Grafy zavislosti E na intenzitach AL (13, 22, 53, 95, 216, 430 a 1028 umol-m™-s™)
pro predehiaté (40 °C) a nepiedehraté (25 °C) varianty Arabidopsis (WT, npql (bez zeaxantinu),
npq2 (nadbytek zeaxntinu), npg4-1 (bez PsbS proteinu), L17 (nadbytek PsbS proteinu)).

5.3. Zavislost Y(II) na ¢ase u kontrolnich a predehratych vzorki

K urceni vlivu teploty na otevienost ¢i uzavienost reakénich center PSII 1ze
vyuzit Gentiho parametru Y(II) (viz. material a metody). Na obrazcich €. 9 az €. 13 jsou
uvedeny zavislosti Y(II) na case pro jednotlivé varianty Arabidopsis pro vybrané
intenzity AL po aplikaci satura¢niho pulzu.

Na obrézcich €. 9 az €. 13 si lze povSimnout, Ze s rostouci intenzitou AL u vSech
typlt vzorkli v riizné mife dochdzi k postupnému uzavirani reakénich center PSII.
Uzavirani reakcnich center PSII je vyraznéj$i u vzorkl vystavenych piredohievu.
Vyjimkou je experiment s pouzitim AL o intenzit€ 95 umol-m™-s™, pfi kterém jednotlivé
varianty maji po predohfevu vice oteviend reak¢éni centra PSII, neZ je tomu u
kontrolnich vzorkd. Po vypnuti AL lze u kontrolnich i pfedehtatych vzorkt jednotlivych

variant pozorovat postupné otevirani reak¢nich center PSII.
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Obrazek & 9: Grafy zavislosti Y(Il) na case pro Arabidopsis WT (A — 13 umol-m™-s™';
B — 22 umol-m?s”'; C— 53 umol-m?-s"'; D — 95 umol-m™-s'; E — 216 umol-m™-s”';

F— 1028 umol-m?-s™).
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Obrazek & 10: Grafy zavislosti Y(II) na case pro mutanta Arabidopsis npql (A — 13 umol-m?-s”';
B — 22 umol'm?-s"'; C— 53 umol-m-s"'; D— 95 umol-m™-s'; E— 216 umol-m™-s”';

F— 1028 umol-m?s™).
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Obrazek & 11: Grafy zavislosti Y(II) na ¢ase pro mutanta Arabidopsis npq2 (A — 13 umol-m?-s”;
B — 22 umol'm?-s"'; C— 53 umol-m-s"'; D— 95 umol-m™-s'; E— 216 umol-m™-s”';

F— 1028 umol-m?s™).
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Obrazek & 12: Grafy zavislosti Y(II) na case pro mutanta Arabidopsis npq4-1 (A — 13 umol-m?-s”;
B — 22 umol'm?s”'; C— 53 umol-m?-s"'; D — 95 umol-m™-s'; E — 216 umol-m™-s”';
F— 1028 umol-m?:s™).
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Obrazek & 13: Grafy zavislosti Y(II) na case pro mutant Arabidopsis L17 (A — 13 umol-m?-s”;
B — 22 umol'm?-s"'; C— 53 umol-m-s"'; D— 95 umol-m™-s'; E— 216 umol-m™-s”';

F— 1028 umol-m?s™).
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6. Diskuze

Nase vysledky potvrzuji, Zze po piedohtevu Arabidopsis thaliana WT ve tmé
dochazi po néasledném osvétleni k vyrazngjsi teplotni indukci nefotochemického zhaseni
gE v porovnani s kontrolnim vzorkem (bez ptedohievu), a to uz pti nizkych intenzitach
AL (viz. obrazek ¢. 7A). Obdobny vysledek byl pozorovén jiz dfive na listech pSenice
(Ilik et al., 2010). Po detailn&jsi analyze zavislosti qE na intenzité AL uvedené v praci
Illika et al. (2010) vSak pozorujeme, ze v naSem piipad¢ byla kinetika indukce qE
mnohem rychlejsi. To miize byt zptisobeno napt. Pouzitim jiného rostlinného materialu
nebo odliSnou méfici aparaturou a experimentalnim uspofadanim.

Jak ukazuje obrdzek ¢. 7, kromé WT nastavd vyraznd teplotni indukce
nefotochemického zhaseni qE také u mutanti Arabidopsis npg2 (nadbytek zeaxantinu;
obrazek ¢. 7C) a u L17 (nadbytek PsbS proteinu; obrazek ¢. 7E). Naopak, u mutant
Arabidopsis npg! (absence zeaxantinu; obrazek ¢. 7B) a npg4-1 (absence PsbS proteinu;
obrazek ¢. 7D) se teplotni piedohfev na nasledujici indukci qE nijak vyrazné
neprojevuje. To potvrzuje mySlenku, ze na teplotné¢ stimulovaném nefotochemickém
zhaSeni qE se podili zeaxanthin 1 PsbS protein, jejichz Cinnost je pii pfedohievu
vybuzena rychlejsim okyselenim lumenu (Ilik et al., 2010; Sharkey and Zhang, 2010;
Horton, 2012).

V c¢lanku llika et al. (2010) byla navrZzena hypotéza, podle které se zhaseni
pomoci zeaxantinu uplatiiuje pii nizkych intenzitach AL, zatimco zhéSeni pomoci PsbS
proteinu je aktivovdno az pii vySSich intenzitdich AL. To je vSak v rozporu s nasimi
vysledky, kde u varianty L17 dochazi ke znatnému narGstu qE uz pii nizkych
intenzitdich AL (obrdzek ¢. 7E a ¢. 8). Z toho plyne, ze PsbS protein se do teplotné
stimulovaného nefotochemického zhaseni qE aktivné zapojuje uz pii nizSich intenzitach
aktinického svétla.

Pii porovnani varianty npgl a npg4-1 (viz. obrazek €. 8) se u npql projevuje
nefotochemické zhéaseni qE od intenzity 95 pmol-m?-s”, zatimco u npg4-1 je hodnota
parametru qE pro vSechny intenzity AL témét nulova. Z toho plyne, ze bez pfitomnosti
zeaxantinu je PsbS protein schopen pracovat samostatné, avSak samotny zeaxantin
vyrazné¢jSiho nefotochemického zhaSeni qE neni schopen. NaSe vysledky potvrzuji fakt,
ze PsbS protein je nezbytny pro spravné fungovani mechanismti nefotochemického

zhaSeni qE (Li et al., 2000).
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Grafy zavislosti intenzity chlorofylové fluorescence na ¢ase na obrazcich €. 2 az
¢. 6 potvrzuji vySe uvedené vysledky. V piipadé¢ WT, npg2 a L17 mizeme pozorovat s
rostoucimi intenzitami AL u pfedehfatych vzorki vétsi nefotochemické zhaSeni Fy' a
Fv", nez je tomu u kontrolnich vzorkd. To je zplsobeno teplotni indukci
nefotochemického zhaseni qE, které pro tyto tii typy vzorkli mizeme pozorovat na
obrazcich ¢. 7 a ¢ 8. Se zvySuyjici se intenzitou AL muizeme také pozorovat u
kontrolnich vzorkt nartst fluorescence F,. Podobné chovani pozorujeme i u
ptedehtatych vzorkd, kde je vSak vlivem teplotni indukce nefotochemického zhaSeni qE
fluorescence F; nizs§i nez u kontrolnich vzorkt. Vyjimkou z tohoto pravidla je varianta
npql za nizkych intenzit AL (popsdno déle) a varianta npg4-1 (obrazek ¢&. 5).
SkuteCnost, ze varianta npg4-1 ve srovnani s ostatnimi typy vzorkli nevykazuje témer
zadné nefotochemické zhaSeni qE, opét poukazuje na naprostou nezbytnost pfitomnosti
PsbS proteinu pii nefotochemickém zhaseni qE (Li et al., 2000).

Obrazek ¢. 3 ukazuje, Ze bez ohledu na piedohifev je u varianty npql
nefotochemické zhaseni Fy' a F\" za nizké intenzity AL minimalni a k jeho ¢aste¢nému
naristu dochazi az pti vyssSich intenzitach AL. To koresponduje s obrazky ¢. 8 a ¢. 7B,
kde lze u npql pozorovat nardst parametru qE aZ od intenzity 95 umol'm?-s' u
kontrolnich 1 pfedehtatych vzorkt. Je vSak nutné podotknout, ze 1 pii téchto vysSich
intenzitdich AL dosahuje qE u npgl mutantu zhruba 1/3 hodnoty qE pozorované¢ u WT.
Nicméné z absence teplotni stimulace qE u npg/ mutantu pfi nizkych intenzitdich AL
(pod 95 pmol-m™-s™) lze usoudit, Ze samotny PsbS protein neni schopen teplotni
indukce gE. K této indukci je nutnd kooperace PsbS proteinu se zeaxntinem, ke které
muze dojit u WT a mutantt npg2 a L17 (obr. 7A, C, E).

Necekanym vysledkem naSich experimentll bylo zjisténi, Ze otevienost
reakénich center PSII (monitorovdno pomoci Gentiho parametru Y(II)) byla pfi
intenzit¢ AL 95 pmol'm?s' vyS§i u predehiatych vzorkdi oproti kontrolnim
(nepredehiatym) vzorkiim. Tento fenomén byl pozorovan u vSech variant Arabidopsis
(obrazky €. 9 az ¢. 13). Pro jiné intenzity AL byla zjiSt€éna mensi otevienost reakEnich
center PSII u piedehiatych vzorkl oproti kontrolnim vzorkiim. To potvrzuje myslenku,
ze pit vystaveni rostlin vysokoteplotnimu stresu dochazi k inhibici linearniho
elektronového transportu skrze PSII a k postupnému zavirdni reak¢nich center PSII

(Sharkey, 2005; Ilik et al., 2010; Lipova, 2010; Sharkey and Zhang, 2010). Diivod, pro¢
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je pii intenzité AL 95 umol-m?-s”' reakéni centrum PSII otevienéjsi, neni znam. Je vak

zajimavé, Ze intenzita AL 95 umol-m?-s” je velmi blizka péstebni intenzité svétla.
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7. Zavér

V této praci se nam podatilo potvrdit, ze po teplotnim piedohievu rostlin ve tmé
dochazi k vyraznéjsi indukci nefotochemického zhaseni qE. Dospéli jsme k zavéru, Ze
na teplotné stimulovaném nefotochemickém zhaSeni qE se podili souc¢asné¢ zeaxantin i
PsbS protein, a to jiz za nizkych intenzit aktinického svétla. Absence zeaxantinu nebo
PsbS proteinu zcela eliminuje stimulujici vliv predohfevu na indukci nefotochemického
zhaSeni qE.

Podafilo se nam také potvrdit, ze piedohfev rostlin zplisobuje v porovnani s
kontrolnimi vzorky zpomaleni linearniho elektronového transportu skrze PSII, coz se
projevilo vétsi uzavienosti reakénich center PSII. Toto bylo pozorovano u vSech
promé&fovanych intenzit AL s vyjimkou intenzity svétla blizké péstebni intenzité, pii
které byla u vSech variant po predohievu zjisténa vetsi otevienost reakénich center PSII.

Navazujici prace by se mohly zaméfit na monitorovani mnozstvi zeaxantinu a
stanoveni mnoZzstvi PsbS proteinu u WT a mutantd, coz by umoznilo lepsi pochopeni
kooperace zeaxantinu a PsbS proteinu béhem teplotni stimulace qE. Zajimavym
namétem pro dalsi praci by bylo objasnéni diivodu vétsi otevienosti reakéniho centra
PSII u pfedehiatych rostlin ve srovnani s rostlinami bez ptedohievu za péstebni
intenzity svétla. Néktera z dalsich praci by také s vhodnéji sestavenou méfici aparaturou
mohla zopakovat experiment popsany v této praci zaméfeny na PSI a urcit vliv

vysokoteplotniho stresu na jeho fungovani za rtiznych svételnych podminek.
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