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Abstrakt

Vyvoj Zivota na Zemi je vyznamné spojovan s oxygeni fotosyntézou, schopnosti nékterych
organismil oxidovat vodu a redukovat oxid uhli¢ity pomoci energie ze svétla. Podstatna Cast
fotosyntetickych reakci se odehrava na tylakoidni membrané uvnitt sinic a chloroplasti. Mezi
hlavni fotosyntetické komplexy v tylakoidni membrané patii fotosystém I a II spolu se svymi
svétlosbérnymi anténami, cytochromovy komplex a ATP syntdza. VSechny vyssi rostliny vytvari
grana (sloupce k sobé pritisknutych tylakoidnich membran), ktera jsou propojena stromatalnimi
lamelami. Pro spravny béh fotosyntézy je pravdépodobné podstatné rozdé€leni riznych de€ji mezi
grana a stromatalni lamely. Tato prace v prvni €asti shrnuje dostupné poznatky o jednotlivych
proteinech tylakoidni membrany a v druhé ¢asti se zabyva strukturou gran, silami, které pfispivaji
k jejich stabilité, dynamikou gran a proteiny dileZitymi pro jejich formovani. V posledni ¢asti jsou

popsany nékteré rozdily mezi organismy s grany a bez gran a hypotézy o funkci gran.

Klicova slova: fotosyntéza, chloroplast, tylakoidy, grana, stromatalni lamely

Abstract

The evolution of life on Earth is closely connected to the ability of some organisms to
oxidise water and reduce carbon dioxide using solar energy in a process called oxygenic
photosynthesis. Substantial part of the photosynthetic reactions is located in the thylakoid
membrane inside of chloroplasts and cyanobacteria. The main photosynthetic complexes in the
thylakoid membrane are photosystems I and II with their light harvesting antennas, cytochrome
complex and ATP synthase. All higher plants form grana (stacks of appressed thylakoid
membranes) that are interconnected by stroma lamellae. Proper distribution of certain processes
between grana and stroma lamellae seems to be crucial for smooth flow of photosynthesis. First
part of this thesis is focused on the major photosynthetic complexes while the second part focuses
on grana structure, dynamics and stabilising forces as well as proteins essential for grana
formation. The last part of the thesis describes some differences between granal and agranal

organisms and summarises hypotheses about grana functions.
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1 Uvod

Tylakoidni membréana uvniti chloroplasti a sinic je mistem, kde se odehrava podstatna cast
fotosyntézy, procesu oxidace vody a redukce oxidu uhli¢itého za pomoci svételné energie.
Rostliny jsou vystaveny stale se ménicim podminkdm okolniho prostfedi, naptiklad neustale se
meénici intenzité svétla, teploty, nebo koncentrace dostupnych latek, které ovliviiuji efektivitu
fotosyntézy. Tylakoidni membrana je obydlena velkym mnozstvim fotosyntetickych proteint,
které umi na tyto zmény reagovat. Z téch hlavnich jsou to fotosystémy I a II se svétlosbérnymi
komplexy, cytochromovy komplex a ATP syntdza. Znalost struktury a funkce téchto proteini
spolu se silami, které mezi nimi plsobi, je zdsadni pro pochopeni rizné struktury tylakoidni
membrany a celé Skély procest s touto membranou souvisejicich. Cilem ptredlozené prace je
shrnout dostupné poznatky o proteinech tylakoidni membrany vysSich rostlin, kterymi se zabyva
prvni €ast, a struktufe gran a jejich dynamice, které se v€nuje ¢ast druha. Tieti ¢ast ma za cil
porovnat n¢které odliSnosti mezi rostlinami vytvarejicimi grana a organismy, které grana

nevytvari, a shrnout hypotézy o funkci gran.

2 Tylakoidni membrana rostlin

2.1 Hlavni proteinové komplexy tylakoidni membrany

2.1.1 Fotosystém Il
Fotosystém II (PSII) je proteinovy komplex slozeny z mnoha podjednotek a kofaktord,

umistény v membrané tylakoidt. Jadro PSII je tvofené proteiny D1 a D2 a vnitinimi anténnimi
proteiny CP47 a CP43. Kolem jadra se nachédzi vétsi mnozstvi proteinii o nizké molekularni
hmotnosti. K jadru PSII se z luminalni strany v blizkosti komplexu vyvijejiciho kyslik (oxygen
evolving complex, OEC) vazi vnéjsi proteiny PSII, kterymi jsou PsbO, PsbP a PsbQ (Su, Ma,
2017).

PSII oxiduje vodu za vzniku kysliku a redukce plastochinonu, ktery piendsi elektrony dale
v elektron-transportnim fetézci. Pfenos elektronu z vody na plastochinon je umoznén diky svételné
energii (Shen, 2015).

Reakéni centrum PSII je obklopeno svétlosbérnymi komplexy II (light harvesting complex
II, LHCII) vazicimi chlorofyl a a b a karotenoidy lutein, neoxantin, violaxantin, zeaxantin a beta-

karoten (Barros & Kiihlbrandt, 2009). LHCII je trimericky komplex tvofeny podjednotkami



Lhebl, Lheb2 a Lheb3, ktery se k jadru ptipojuje skrz monomerni Lhcb4, Lhcb5 a Lheb6,
nazyvané téz CP29, CP26 a CP24 (Barros & Kiihlbrandt, 2009; Su &Ma, 2017).

Stroma

CP24

Lumen

PSII core complex

Obr 1. Schématické zndzornéni fotosystému II a svétlosbérnych komplexi v tylakoidni membrané

(ptevzato z Su & Ma, 2017).

Funkci LHCII je zefektivnit proces fotosyntézy uc¢innym vychytdvanim fotoni ve vétsi
plose a jejich naslednym pfenosem na reakéni centrum PSII, které je kvili nizkému poctu
navazanych molekul chlorofylu v této ¢innosti velice nesobéstacné (Barros & Kiihlbrandt, 2009).
Dalsi funkci LHCII je ochrana fotosystému pii nadmérné ozatenosti, bchem které prestane LHCII
predavat kvanta energie do reakéniho centra a nadbyte¢nou energii uvolni v podobé¢ tepla, ¢imz
zabrani nadmérné redukci v chloroplastu a zvySené tvorbé volnych kyslikovych radikali (reactive
oxygen species, ROS), které by zplsobily poSkozeni fotosyntetického aparatu (Barros &
Kiihlbrandt, 2009). V literatufe se tento mechanismus oznacuje jako nefotochemické zhaSeni
fluorescence chlorofylu (non-photochemical quenching, NPQ).

Na jeden PSII dimer mliZze byt v zavislosti na okolnich podminkach (ozétenost, dostupnost
vody a s tim souvisejici pH v lumen tylakoidl) riizn€ pevné navazano az Sest LHCII trimerti spolu
s vySe uvedenymi monomernimi CP29, CP26 a CP24 (Koufil et al., 2012). Takto vzniklé uskupeni
se nazyva PSII-LHCII superkomplex (Dekker & Boekema, 2005; Koufil et al., 2012).



2.1.1.1 Opravny cyklus PSII
Na svétle dochazi k pomérné ¢astému poSkozovani PSII, konkrétné podjednotky D1. Neni

zcela jasné, jak presné k poSkozeni dochdzi, navrzeno bylo vic riznych mechanismti poskozeni
PSII (shrnuto v Nixon et al., 2010). Aby byla oprava dostate¢né efektivni, maji rostliny vyvinuty
opravny cyklus PSII.

Poskozena podjednotka D1 je umisténa v jadru PSII a vétSina PSII se nachazi uvnitf gran.
Proteiny zajiStujici opravu PSII se nachéazeji pfevazné mimo grana (shrnuto v Yoshioka-
Nishimura, 2016), a tak musi pfi jeho opravé dojit k pfesunu z gran do stromatalnich lamel, k
Castecnému rozlozeni komplexu PSII, nahradé¢ poskozeného proteinu D1 a néslednému
opétovnému slozeni. Cely cyklus zacind fosforylaci jadra PSII protein kindzou STNS, coz zplsobi
rozlozeni superkomplexu PSII-LHCII a usnadnéni jeho pohybu granidlni membrdnou do
stromatélnich tylakoidl, kde dojde k degradaci proteinu D1 pomoci protedz FtsH a Deg (shrnuto
v Puthiyaveetil et al., 2014; Yoshioka-Nishimura, 2016). PoSkozend podjednotka D1 je nahrazena
nové nasyntetizovanou, ktera je vlozena zpét do komplexu PSII, ktery migruje zpét do pfitisténych

membran gran (obr. 2, Puthiyaveetil et al., 2014).
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Obr. 2. Schéma cyklu opravy PSII. Po fosforylaci migruje PSII z gran do stromatalnich tylakoidd,

kde dochazi k degradaci poskozeného proteinu D1 protedzami Deg a FtsH a néslednému vlozeni nové



syntetizovaného proteinu D1 a migraci zpét do pfitiSténych ¢asti gran (pfevzato z Yoshioka-Nishimura,
2016Db).

Puthiyaveetil et al. (2014) se dale domnivaji, Ze jednotlivé kroky v opravném cyklu PSII
jsou vazany k jednotlivym kompartmentim tylakoidni membrany a timto prostorovym a také
casovym oddélenim jednotlivych krok je zajiSténa vyssi efektivita tohoto cyklu. Piestoze opravny
cyklus PSII je pomérné dobfe popsan, kolem ptesnych molekularnich mechanismt je stdle mnoho

nejasného.

2.1.2 Cytochromovy komplex
Cytochromovy komplex (cyt bgf, obr. 3) se nachazi v tylakoidni membrané a je tvotfen

dvéma identickymi monomernimi komplexy o osmi podjednotkach, ptfi¢emz dvé podjednotky
vy¢nivaji do luminalniho prostoru, zatimco ostatni jsou zanofeny v membran¢ (Baniulis et al.,
2008; Tikhonov et al. 2014). Nejvétsimi z nich jsou cytochrom f (cyt f), cytochrom bs (cyt bs),
Rieskeho zZelezo-sirny protein a podjednotka IV (Baniulis et al., 2008). Na tyto proteiny se vazi
Ctyfi prostetické skupiny spolecné i pro ostatni cytochromové komplexy: dva hemy typu b, zelezo-
sirny klastr vazany v Rieskeho proteinu a jeden hem typu c. Specifickymi svou vazbou na cyt bef’

jsou pak hem c,, chlorofyl a a B-karoten (Baniulis et al., 2008).

Obr. 3: Stuzkové schéma cytochromu bgfu sinice Mastigocladus laminosus, pohled paralelné na membranu.
Cervené cytochrom f, modie cytochrom by, fialové podjednotka IV, zelené malé podjednotky (pfevzato z

Baniulis et al., 2008).



Kolem jednotlivych monomeri v membrané jsou navadzany ctyii podjednotky
hydrofobniho charakteru o nizké molekuldrni hmotnosti, oznacované PetG, PetM, PetL a PetN
(Baniulis et al., 2008; Kurisu et al., 2003; Schneider et al. 2007), které jsou dulezité pro spravné
fungovani a sloZeni cyt bef, avSak jejich konkrétni tloha v cytochromovém komplexu ziistava
nejasna (Schneider et al., 2007).

Cytochromovy komplex bef (cyt bef) zajistuje prenos elektront mezi reakénimi centry PSII
a PSI za oxidace plastochinolu a redukce plastocyaninu ¢i cytochromu (Schneider et al., 2007).
Dale vyuziva energii pfenasenych elektronti k pumpovani protonti do lumen tylakoidu a podili se
tak na vytvareni elektrochemického protonového gradientu, ktery je nezbytny pro syntézu ATP

(Kurisu et al., 2003; Tikhonov, 2014).

2.1.3 Fotosystém |
DalS8im proteinovym komplexem zakotvenym v tylakoidni membrané je fotosystém I (PSI,

obr. 4), jenz je stejné jako PSII proteinovym komplexem vazajicim velké mnozstvi pigmentt a
dal$ich kofaktorti. Sklada se z jednoho reakéniho centra a svétlosbérnych komplext (LHC I; Ben-
Shem et al., 2003; Dekker & Boekema, 2005). Stabilni forma jadra komplexu PSI u rostlin je
tvofena dvandacti podjednotkami - PsaA az PsalL (Koutil et al., 2018). Funkce téchto podjednotek
zahrnuje zachycovani svétla, separaci ndboje, transport elektronu, vazbu ferredoxinu,
plastocyaninu a LHCI, popt. LHCII (pfi ,.state transitions®, viz kap 3.4.2.1), nebo regulaci PSI
(Jensen et al., 2007).

LHCI je tvofen ¢tyfmi proteiny Lhcal — Lhca4, tvoficimi dva heterodimery, které
dohromady formuji polokruhovity pas asymetricky se vazici k jddru PSI v misté podjednotek PsaF
a PsaJ (Jensen et al., 2007; Koufil et al., 2018). LHCI vaze chlorofyl a i b a xantofyly (Dekker &
Boekema, 2005), jejichz spolec¢nou funkci je zachytit svételnou energii, kterou nasledn€ odvadi do

reakéniho centra.
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Obr. 4: Stuzkovité znadzornéni komplexu fotosystému I zelené rostliny. Pfevzato z Ben-Schem et al. (2003).

PSI pienasi elektron z plastocyaninu, nachdzejicim se na lumindlni strané tylakoidu, na

ferredoxin, nachédzejicim se v prostoru stromatu (Jensen et al., 2007).

2.1.4 FiF, ATP syntaza
Chloroplastova ATP syntdza (obr. 5) se skldda ze dvou casti: membranové (CF,) a

stromatalni (CF;). Stromatalni ¢ast je hydrofilni a je tvofena péti podjednotkami a, B3, y, 0 a «.
Jednotky a a [ jsou zastoupeny tfemi kopiemi, které tvoii Sesticlenny kruh o ttech heterodimerech,
pfi¢emz kazdy heterodimer a3 obsahuje vazebné misto pro syntézu nebo za specifickych okolnosti
1 hydrolyzu ATP (Sharkey et al., 2012). Podjednotky y a € pfipojuji tento kruh k F, ¢asti ATP
syntazy a jsou kazda pfitomna pouze v jedné kopii, stejné tak jako podjednotka & (Koufil et al.,
2012).

CF, komplex se sklada ze ctyi polypeptidii oznacovanych I, II, III a IV, ukotvenych
v tylakoidni membrané, a zajist'uje priichod protonti z luminu do stromatu (Mccarty et al., 2000).
F.F, ATP syntaza vyrabi ATP na zékladé¢ rozdilt v pH (koncentraci protont) a elektrickém néaboji
na membrané, ktery vznikd nahromadénim vodikovych iontl v lumen tylakoidu rozkladem vody

fotosystémem II a transportem protont prostfednictvim plastochinolu, jednak pfi pfechodu mezi
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PSII a cytochromovym komplexem a jednak ¢innosti cytochromového komplexu (Tikhonov,
2014).

a B

stator ‘ /

ml &Y

rotor

L

<

Obr. 5: Model ATP syntazy. Leva a horni ¢ast funguje jako stator, spodni (CFo) a stfedni ¢ast rotuje, hnana

protonovym gradientem. CF, ¢ast je vystavena do stromatu (pfevzato od Mccarty et al., 2000).

2.1.5 PGR5/PGRL1 komplex
PGRS/PGRLI1 (protein gradient regulation 5/protein gradient regulation-like 1; obr. 6) je

proteinovy komplex vyznamny v jedné ze dvou objevenych drah cyklického transportu elektronii
(cyclic electron flow, CEF), pii kterém dochazi k pfenosu elektronti z reakéniho centra PSI na
ferredoxin (Fd) a nésledn¢ na plastochinon (PQ) (Hertle et al., 2013). CEF je na rozdil od
linedrniho pfenosu elektront (linear electron flow, LEF) pohanén pouze ¢innosti PSI a nevznika
pfi ném NADPH, ale pouze ATP (DalCorso et al., 2008; Peng et al., 2011).

PGRLI je protein nachdzejici se v tylakoidni membrané, ktery ma dvé domény vystavené
do prostoru stromatu. U Arabidopsis thaliana se vyskytuje ve dvou izoformach PRGLI1A a
PRGL1B (DalCorso et al., 2008). PRGL1 poskytuje na jedné ze svych stromélnich domén vazebné
misto pro PGRS a jeho navazdnim vytvaii heterodimer. Komplex PGRLI/PGRS interaguje
s fotosystémem I a cytochromem bgf (obr. 6; DalCorso et al., 2008) a zajistuje predani elektrond

z ferredoxinu na plastochinon pii cyklickém pienosu elektronti in vitro (Hertle et al., 2013).
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Obr. 6: Schématické znazornéni oxidace PSI a redukce cyt b6f za pomoci PGR5/PGRLI. Vlevo: PGRL1
interaguje s PSI a pfijima elektrony od ferredoxinu. Vpravo: PGRL1 se vaze k cyt b¢f a pievadi elektrony

na plastochinon (pfevzato od Hertle et al., 2013).

Draha spojend s heterodimerem PGRS5/PGRLI je majoritni drahou pfenosu elektroni
z ferredoxinu na plastochinon pfi cyklickém transportu u Arabidopsis a Spenatu (Finazzi &
Johnson, 2016; Wood et al., 2018) a je kli¢ova napiiklad pro ochranu pfed nadmérnym osvétlenim
vyvolanim nefotochemického zhaseni okyselenim lumen (Peng et al., 2011). Pfesny mechanismus
fungovani PGR5/PGRL1 komplexu in vivo je vSak stile pfedmétem debat (Hertle et al., 2013;
Wood et al., 2018b). Otazkou napiiklad je, pro¢ je koncentrace PGRS v membran¢ daleko nizsi
nez koncentrace PGRLI (viz tab. 1).

2.1.6 NDH komplex
Minoritnim zptsobem cyklického transportu elektronti z ferredoxinu na plastochinon je

ptenos pomoci NADH dehydrogenase-like (NDH) komplexu (Peng et al., 2011). NDH komplex
je enzym o ¢tyfech podjednotkach, ktery tvoti superkomplex s fotosystémem I a podle dostupnych
studii ma na déje spojené s CEF o mnoho mensi vliv nez komplex PGR5/PGRL1 (Peng et al.,
2011).

Nedavno bylo objeveno, ze NDH komplex funguje také jako membranova pumpa, kterd
cerpa protony ze stromatu do lumen tylakoidu. Pumpovanim protoni do luminu se zvySuje
mnozstvi ATP vyrobeného pti CEF za jednotku ¢asu, ¢imz je pti cyklickém pienosu elektronti
pomoci NDH dosazeno rychlejSiho vybalancovani poméru ATP/NADPH oproti CEF
zprostiedkovanému komplexem PGRS5/PGRL1 (Strand, Fisher, & Kramer, 2017).
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2.1.7 Proteiny CURT1
U husenic¢ku (Arabidopsis thaliana) jsou znamé Ctyti relativné malé (11,0 — 15,7kD)

proteiny rodiny CURTI1 (curvature thylakoid 1 proteins) oznatovan¢ CURTI1A-D tvorici
oligomery, které se vyskytuji ve specifickych ¢astech tylakoidni membrany. Piestoze jsou oproti
hlavnim komplextim elektron-transportniho fetézce zastoupeny ve velmi malych koncentracich
(tab. 1) , velice vyznamné se podileji na struktuie tylakoidni membrany, konkrétné na jejim
charakteristickém ohybu v okrajovych ¢astech gran (Armbruster et al., 2013). Zména mnoZzstvi

proteintt CURT1 v tylakoidni membran¢ ma vyrazny vliv na strukturu gran (viz kapitola 3.5.4).

Tab. 1: Koncentrace jednotlivych proteint v tylakoidni membrané (podle Pribil et al., 2014). Hodnoty pro
PGRL1 a PGRS ptevzaty z Hertle et al. (2013).

Protein (komplex) Koncentrace (mmol/mol Chl)
LHCII 33,68
PS1I 2,99
PS1 2,21
Cyt bef 1,32
ATP syntaza 0,95
PGRLI 0,70
PGR5 0,09
CURTI 0,41

2.2 Lipidy

Vyse popsané proteiny jsou ukotveny v lipidové dvojvrstveé tvorici ptiblizn€ 20% suSiny
tylakoidni membrany (Krumova et al., 2008). Skoro polovinu obsahu lipidd tvofi
monogalaktosyldiacylglycerol, ktery je zajimavy tim, Ze namisto dvojvrstvy vytvaii pfevazné tzv.
inverzni hexagonadlni fazi (inverted hexagonal phase, obr 7.), coz je uskupeni sedmi inverznich
micel — Sest se nachdzi ve vrcholech Sestitthelniku a jedna uprostted. Tato faze byla studovana in
vitro a byla prokazana jeji dilezitost pro spravny pribéh xantofylového cyklu a ochranu struktury
a funkce velkého mnozstvi membranovych proteint (Krumova et al., 2008; Van Eerden, De Jong,
De Vries, Wassenaar, & Marrink, 2015). Dalsi lipidy pfitomné v tylakoidni membrané jsou

digalaktosyldiacylglyceroly (zastoupené z 32%), sulfoquionovosyldiacylglyceroly (zastoupené z
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15%) a fosfatidylglyceroly (13%), které ptevazné tvoti typickou membranovou dvojvrstvu (Van

Eerden et al., 2015).

Hexagonal phase
Inverse

Lamellar phase

Obr. 7: Schématické zndzornéni lamelarni a invertované hexagonalni faze, které mohou tvofit
membranové lipidy (pfevzato z Lasic, 1995).

3 Grana

V chloroplastech vysSich rostlin nachidzime grana, charakteristické utvary tvofené
obvykle péti az n€kolika desitkami na sebe husté naskladanych vrstev tylakoidnich membrén,
jejichz primér se pohybuje mezi 300 — 400 nm (Pribil et al., 2014; Shimoni, 2005) a vyska mezi
200 — 600 nm (Shimoni, 2005). Grana jsou navzajem propojena nenavrstvenymi tylakoidnimi
membranami voln¢ lezicimi ve stromatu, tzv. stromatalnimi lamelami, o délce nékolika stovek
nanometrt (shrnuto v Mustardy & Garab, 2003), které se od gran 1i8i pfedevsim sloZzenim proteint,
funkci a také morfologicky — membrany k sob¢ neptiléhaji tak tésné jako v granech (obr. 8; shrnuto
v Daum & Kiihlbrandt, 2011).

Na zéklad€ rtizného proteinového slozeni v riznych ¢astech se rozliSuji tfi ¢asti gran:
pritisklé ¢asti gran (stacked membranes, grana cores), koncové €asti gran (grana end membranes)
a okrajové ¢asti gran (grana margins; P. A Albertsson, 2001; Per Ake Albertsson, 1982; Pribil et
al., 2014). Ptitisklé a koncové casti gran jsou velice husté, az z 80 % obsazeny membranovymi
proteiny, pfi¢emz tfi ¢tvrté z nich se nemlze v rozmezi n¢kolika minut kvili tak velké hustoté
proteinlt v membrané skoro vibec pohybovat Zbylé proteiny mohou difundovat mezi grany a
stromatalnimi lamelami v fadech nékolika sekund a pravdépodobné tak reguluji zachycovani

svétla a zajist'uji opravu svétlem poskozenych proteint (Kirchhoff et al., 2008).
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Obr. 8 Chloroplast vyssi rostliny, snimek z elektronového mikroskopu. Patrna jsou grana i

stromatalni tylakoidy (pfevzato od Mustardy & Garab, 2003).

Koncové ¢asti gran (grana end membranes) jsou proteinovym slozenim podobné
stromatalnim lameldm — bohaté na ATP syntazu a chudé na PSII (obr. 12; Pribil et al., 2014).

Vnitini ¢ast gran, lumen, je z velké ¢asti obsazena vnéj§imi podjednotkami fotosystému
IT obklopujicimi komplex vyvijejici kyslik (Kirchhoff et al., 2011) a je stale pfedmétem debat, zda
interakce mezi protéjSimi proteiny pies lumindlni stranu pfispiva ke stabilité gran ¢i nikoliv (viz.
kapitola 3.3). Minimdlni tloustka lumindlniho prostoru se obvykle odhaduje alesponl na
dvojnasobek vysky podjednotek PSII vy¢nivajicich mimo membranu, tedy 8 — 10 nm a méni se se
zménou okolnich podminek, typicky napiiklad se zménou ozéatenosti (Kirchhoff et al., 2011).
Tloustka lumindlniho prostoru vSak pravdépodobné miize byt i mensi, a to v ptipadé, kdy protejsi
PSII sedi na riznych mistech (shrnuto v Koufil et al., 2012).

Mezi dvéma sousedicimi membranami v granech byla naméfend mezera o velikosti
pfiblizné 2 nm, ktera je vysvétlena plisobenim hydratacnich sil (viz kapitola 3.3.1.2; Wah Soon

Chow, Kim, & Anderson, 2005).
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3.1 Struktura gran

Byly navrZeny tfi odliSné modely prostorové podoby gran, které se lisi pfedevsim
zpiisobem vzniku a propojenim stromatélnich lamel s grandlnimi sloupci (shrnuto v Kirchhoff,

2013; Kouril et al., 2012; Shimoni, 2005).

3.1.1 Vidlickovy model

Prvni, tzv. vidlickovy model (obr. 9), byl piedstaveny v roce 1999 a popisuje grana jako
opakujici se jednotky sloupeckli o tfech discich, které¢ vznikaji symetrickou invaginaci
stromatalnich tylakoidu, které se nasledné vrstvi a tim dosdhnou vysledné sloupeckové struktury

gran (shrnuto v Mustardy & Garab, 2003; Pribil et al., 2014).

Obr. 9: Vidlickovy model struktury gran (pfevzato z Pribil et al. 2014).

3.1.2 Bifurkac¢ni model

Z vidli¢kového modelu vychazi tzv. bifurkacni model piedstaveny v roce 2005 Shimoni
et al., podle které¢ho také grana vznikaji invaginaci, ale pouze z jedné strany a jsou nasledné

propojeny okrajovymi ¢astmi membrany sousedicich vrstev (obr. 10; Shimoni, 2005).

Obr. 10: Bifurka¢ni model struktury gran (pfevzato z Pribil et al. 2014).
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3.1.3 Helikdlni model

Tteti, Sroubovicovy (helikalni) model (obr 11.), byl vytvoten v 60. letech 20. stoleti a o
mnoho let pozdéji podlozen pomérné presvédCivymi daty ziskanymi na zédklad€ 3D snimku z
elektronové tomografie (Austin & Staehelin, 2011). Podle helikédlniho modelu jsou sloupecky gran
propojeny pravotoc¢ivou Sroubovici tvofenou tylakoidni membréanou, ktera se vine pod uhlem 20°
- 25° a v mist€ kontaktu s jednotlivymi vrstvami gran vytvafi rizné velké (vétSinou 30 — 130 nm,
nékdy az 150 - 435 nm) propojovaci Sté€rbiny (junctional slits). Autofi se domnivaji, Ze schopnost
rostliny meénit velikost téchto §térbin by mohla hrat roli pfi regulaci pohybu protond a
membranovych proteinti z gran do stromatalnich lamel a tim pfispivat k regulaci fotosyntézy

pfi zménach okolnich podminek (vice v kapitole 5.1; Austin & Staehelin, 2011).

Obr. 11: Snimky gran z elektronové tomografie. A) Na snimku je patrny helix ze stromatélni lamely
(zeleng), ktery oviji granovy sloupec (zluté; Austin & Staehelin, 2011) B), C) Grana zndzornéna svétle

modre, jednotlivé stromatalni lamely dal$imi barvami. Pfevzato Daum & Kiihlbrandt (2011).

3.2 Lateralni heterogenita

Pro tylakoidni membranu je specifickd laterarni heterogenita, jiz se rozumi asymetrické
rozloZeni membranovych proteint v riznych jejich ¢astech (obr. 12). V pfitisklych membranach
se vyskytuji hlavné superkomplexy fotosystému II. Ve stromalnich tylakoidech potom fotosystém
I a ATP syntaza, které svymi ¢astmi vyrazné vy€uhuji do stromatu, coz jim znemoznuje dostat se

do gran (Dekker & Boekema, 2005; Pribil et al., 2014; Ruban & Johnson, 2015). Z menSich
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proteinovych komplexii se pak ve stromatalnich lamelach nachazi naptiklad homodimery PGRLI1
(Suorsa et al., 2014) a NDH komplexy (Pribil et al., 2014). Relativné rovnomérné jsou v obou
Castech membrany rozprostieny svétlosbérné komplexy fotosystému II, cytochrom b¢f (Ruban &

Johnson, 2015) a z menSich proteinil napt. protein PGRS (Suorsa et al., 2014).

Obr. 12. Schématicky model ¢asti tylakoidl se zndzornénim proteinového slozeni jednotlivych
casti. Tmavé zelen¢ PSII-LHCII komplexy, svétle zelen¢ LHCII trimery, ¢ervené ATP syntaza,
modrte PSI, oranzoveé cyt bef. Pfevzato od Dekker & Boekma, (2005).

3.3 Sily ovliviujici stabilitu gran

3.3.1 Odpudivé sily

33.1.1 Elektrostaticke
Stromatalni strana tylakoidni membrany mé& mirn€ negativni naboj, jehoz povrchova

hustota (net surface charge density, o) je p¥iblizn& -0,025 C/m* ( Chow et al., 2005). Napiiklad u
vyse zminéné rostliny Alocasia macrorrhiza, vytvarejici masivni grana az o stovce membran, byla
nameétena velice mala (blizkd nule) hodnota ¢ (Chow et al., 1988), ktera koresponduje s nizkymi
elektrostatickymi odpudivymi silami a zaroven potvrzuje, ze velikost povrchové hustoty naboje
ovliviiuje miru pfitiskavani membran (Barber, 1982). Neutralizace elektrostatickych odpudivych
sil mize byt dosazena zruSenim negativniho naboje membrany neutralizaci karboxylovych skupin

membranovych proteinli pomoci navdzani protonti nebo jinych kationtd (Barber, 1982).
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Plisobenim vhodnymi chemickymi slou¢eninami na aminové zbytky lysinu v membranovych
proteinech se da dosahnout ztraty pozitivnich naboji, coz povede ke zvétSeni negativniho naboje
membrany, a tim k jejimu rozvolnéni (Chow et al., 2005). Tohoto jevu se da dosdhnout také

fosforylaci nebo plisobenim trypsinu na superkomplex fotosystému II (Chow et al., 1991).

3.3.1.2 Hydratacni
Piesné fungovani hydratacniho odpuzovani (hydration repulsion, HR) zatim neni zcela

jasné. Obecné plati, Ze plisobi mezi jakymikoli polarnimi povrchy ve vodném prostfedi, mezi
kterymi udrzuje mezeru o nékolika nanometrech. Hydrataéni odpuzovani souvisi s orientaci
molekul vody pii piiblizeni dvou nabitych membran (Chow et al., 2005) a ptisobi v kontrastu proti
van der Waalsovym silam (Schneck, Sedlmeier, & Netz, 2012). V granech se jejich pisobeni
pfipisuje 2 - 4 nm velka stromatalni mezera mezi jednotlivymi vrstvami granovych diska (tzv.

partition gap; Chow et al., 2005).

3.3.13 Stericke
Faktorem, ktery nepfimo, ale vyrazné ovliviiuje rozlozeni proteint v tylakoidni membrang,

je pusobeni sterickych zabran. V tylakoidech sterické zdbrany znemoziuji fotosystému I a ATP
syntaze difundovat do gran, a to kvili jejich prostorové vyraznym podjednotkdm vycénivajicim do
stromatu (Chow et al., 2005; Pribil et al., 2014), a jsou tak jednou z pfi€in laterarni heterogenity
tylakoidni membrany. Dal§im proteinem, ktery se kvili sterickym zdbrandm nenachazi v granech,

je naptiklad protedaza FtsH (Nixon et al., 2005).

3.3.2 Pritazlivé sily
3321 Van den Waalsovy sily
Zasadni vliv na strukturu tylakoidni membrany maji van der Waalsovy sily, které jsou

samy o sobé pomérné slabé, ale protoZe jsou v membrané cCasté, jsou pro podobu tylakoidni
membrany nakonec rozhodujici (Chow et al., 2005). V granech, tedy mistech bohatych na LHCII,
je pusobeni van der Waalsovych sil vyrazné vétsi, nez je tomu ve stromatdlnich lameléch,

tedy mistech na tyto proteiny chudych (Chow et al., 1991).
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3.3.2.2 Interakce mezi LHCII
Dale pravdépodobné existuji specifické interakce mezi LHCII v sousedicich membranach.

Negativné nabité casti svétlosbérnych antén fotosystému II interaguji pfes stromatéalni Stérbinu
s kladn¢ nabitymi ¢astmi. Tato interakce se odehrava na krat$i vzdalenost, nez interakce mezi
stejné¢ nabitymi konci, a tak ve vysledku zplisobuje pfitisknuti membran a velice vyznamné

pfispiva ke stabilit¢ gran (Chow et al., 2005).

333 Sily v lumen
Vsechny predchozi sily se tykaji stromatalni mezery (partition gap), ale byla navrzena také

hypotéza dulezitosti piisobeni proteintt PsbO, PsbP, PsbQ a PsbR ptes luminalni mezeru. Jde o
vngjsi proteiny fotosystému II obklopujici komplex vyvijejici kyslik, které jsou podle autort
dilezité pro vytvoreni gran (De Las Rivas, Heredia, & Roman, 2007). Autofi se domnivaji, ze PSII
je plné funkéni pouze pii uplném piipojeni vSech vnéjsich proteint, k ¢emuz podle nich dochézi
pouze v granech. Dale navrhuji, Ze pokud jsou vngj$i proteiny spravné piipojeny, interaguji
se superkomplexy PSII sedicimi v prot€j$i membrané pies lumen tylakoidu pomoci interakci mezi

podjednotkami PsbQ (obr. 13).

c

OE disassembly
Grana destacking
LHC unplugged
ET off NPQ on
PSII “closed”

- | OE assembly
Grana stacking
LHC plugged
ET on NPQ off
PSIlI “open”

Obr. 13: Schématické znadzornéni uspotfadani podjednotek vnéjsich proteint PSII v granech — OEC
plné sestaven a ptipojen k PSII, LHCII taktéz pfipojen, elektronovy transport bézi (vlevo) a v rozvolnénych

granech — OEC a LHCII nepfipojen, elektronovy transport zastaven (De Las Rivas et al., 2007).
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Myslenka této hypotézy je Casteéné podpotena vysledky pokust, jejichz autoti potvrdili
interakce PsbQ - PsbQ ptes lumindlni prostor na svétle (Yi, Hargett, Frankel, & Bricker, 2009),
avSak této interakci neptisuzuji tak velkou vaho jako De las Rivas et al., a naopak jim stabilita
gran diky této interakci pfijde velmi nepravdépodobna.

V kontrastu s hypotézou autorti Del Las Rivas et al. (2007) stoji méfeni Kirchhoffa
et. al. (2011), jejichz data z rostlin Arabidopsis adaptovanych na tmu i na svétlo ukazuji uspotradani
PSII, pti kterém se protilehlé fotosystémy spiSe vyhybaji, nez ze by interagovaly (obr. 14). Zaroven
zdaraziuji, ze interakce mezi protéjSimi OEC v luminu by musela byt néjak stabilizovana, protoze
je energeticky velice nevyhodna. Face-to-face usporadani OEC v luminu tylakoidu tak povazuji

za velmi nepravdépodobné.

dark-adapted

light-adapted

16.3+0.6 nm 19.1£0.5 nm

- - L,

AR EENEEEEEE,
lipid bilayer
PC PSIHI

Obr. 14: Schématické znazornéni pozice PSII v luminu tylakoidu v rostlinach Arabidopsis adaptovanych

na svétlo (vlevo) a na tmu (vpravo): PSII pfimo neinteraguji pfes luminalni §térbinu (Kirchhoff et al., 2011).

3.4 Dynamika gran

3.4.1 Koncentrace soli
Jednim z dlouho zndmych faktort, které maji vliv na formovani a rozklddani gran, je

koncentrace soli. Pfi izolaci chloroplastii v roztocich s nizkymi koncentracemi soli dochézi k
rozvolnéni gran, které se rozpadaji na protahlé lamely, které k sobé jen volné ptiléhaji. Pfidanim
soli, napf. chloridu sodného ¢i chloridu hote¢natého, se do rizné miry obnovi vrstveni tylakoidd,
které mize zplsobit az znovuvytvoreni gran (Izawa & Good, 1966). Tento jev je dobie
vysvétlitelny, nebot’ uz v 80. letech byla objevena stabilizace proteinovych interakci v tylakoidnich
membrandch pomoci dvojmocnych kationtl. Jejich odstranéni z buiiky tak vede k rozpadu jimi

vytvotfenych struktur (Kirchhoff et al., 2008).
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3.4.2 Svetlo
Svételné podminky, jejichz zména ma vyznamny vliv na pribéh svételné faze fotosyntézy,

jsou jednim z kli¢ovych faktori ovliviiyjicich dynamiku tylakoidni membrany.

U rostlin vystavenych na svétlo dochézi k nafouknuti (swelling) luminu (obr. 15), coz mj.
usnadiiuje pohyb molekul dilezitych pro opravy svétlem poskozenych proteint (Kirchhoff et al.,
2008) Konkrétni mechanismus nafouknuti luminu pfi osvétleni neni pfesné zndm. Jednou
vodikovych kationtli do luminu, ktery nasledné zptisobi osmotické nafouknuti. Toto vysvétleni je

navic podpofeno objevem napétoveé ovladanych chloridovych kandli v tylakoidni membrané
(Schonknecht et al., 1988).
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Obr. 15: Zmény ve struktufe gran. Prava strana pfi svételném stesu, leva strana pii zastinéni

(Kirchhoff, 2013).

Chloroplasty rostlin rostoucich ve stinu maji grana o vice vrstvach nez chloroplasty rostlin
rostoucich na slunci (Kirchhoff, 2013; Suorsa et al., 2014) a to z divodu, aby mohly pochytat vice
svételné energie (Leong & Anderson, 1986). Naptiklad u rostliny Alocasia macrorrhisa zijici ve
velmi stinnych podminkach v nejniz§im patfe pralesa bylo pozorovano az sto vrstev v jednom
obrovském granovém sloupci (W S Chow et al., 1988). Pti svételném stresu se dale meni laterarni
pramér jednotlivych granovych diskd, a to az o 20 %. Tento jev je pravdépodobné zplisoben

fosforylaci podjednotek fotosystému II, nebot’ u mutantli s vypnutymi geny pro fosforylaci PSII



az takto velké zmény pfi zvySené ozarenosti pozorovany nebyly (viz kapitola 3.5.1; Armbruster et
al., 2013). Dale pii vysokych ozarenostech dochézi k rozvolnéni gran ¢i k jejich uplnému rozpadu,
coz umoziiuje lepSi kontakt svétlem poskozenych proteinti s latkami a strukturami, které je

opravuji (Herbstova et al., 2012).

3.4.2.1 State transition
Za normalnich okolnosti je LHCII asociovan s PSII (tzv. state 1). Pfi zvysSené stimulaci

fotosystému II diky nadmérnému osvétleni nebo zméné spektra svétla v§ak dochazi k vétsi redukcei
plastochinonu a aktivaci kinaz, které¢ vede k oddéleni LHCII od PSII a pfemisténi LHCII do mist
bohatych na PSI, kde s nimi miize tvofit komplex (tzv. state 2; Bellaflore, Barneche, Peltler, &
Rochalx, 2005). U Arabidopsis byly popsany kinazy STN7 a STNS (Bellaflore et al., 2005). STN7
zajistuje predevsim fosforylaci LHCII, STNS pak ptedevsim fosforylaci jddra PSII (Wunder et al.,
2013). State transition je jev reverzibilni, a jeho reverze 1ze dosahnout oxidaci plastochinonovych
zasob zvysenou stimulaci PSI (Bellaflore et al., 2005). Funkce kindz STN7 a STNS je spojovana
s regulaci opravného cyklu PSII a stabilitou komplexu PSII, jehoz fosforylace ovliviuje

usporadani tylakoidni membrany (Wunder et al., 2013).

3.5 Zmeény exprese genl ovliviiujici podobu gran

3.5.1 Mutant stn8
Kinaza STNS fosforyluje ptevazné jadro PSII a jeji neptitomnost ovliviiuje podobu gran

v mutantovi, kterému STN8 chybi — tvoii méné¢ granovych diskii o vétsim priméru. V1iv STNS8 na
tvorbu gran je ukdzana v rostlinach produkujicich zvysené mnozstvi STNS, kde je zvétSen pramer

granovych diskil a zvySen pocet vrstev v granu (obr. 16; Wunder et al., 2013).

‘G % o0eSTN8
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Obr. 16: Chloroplasty Arabidopsis thaliana pod mirnym svétlem. WT - wild type, stn8-1 - mutant
postradajici STNS, 0eSTNS — rostliny exprimujici vétsi mnozstvi STNS. Mutant stn8 ma méné
granovych diskll o vét§im primeéru, rostliny exprimujici vétsi mnozstvi STN8 maji mirné zvétSeny

pramér i pocet granovych diskli (Wunder et al., 2013).

3.5.2 Stn7/stn8 a tap 38 mutant
Mutanti v genech pro STN 7 a STN 8, ktefi jsou neschopni fosforylace LHCII a jadra PSII,

vykazuji protahlejsi grana (obr. 18) (Armbruster et al., 2013). V granech téchto mutanti nedochazi
napiiklad k dostatecné efektivni opravé PSII, state transition atd. TAP38 je fosfatdza potiebna
k defosforylaci LHCII v Arabidopsis thaliana ( Pesaresi, Pribil, Wunder, & Leister, 2011), takze
mutant fap38 naopak neni schopny LHCII defosforylovat. Membrany tohoto mutanta jsou vice
rozptylené a grana vypadaji malicko jinak nez ve WT rostlinach, vyskytuji se na vice mistech a
stromatélni lamely jsou vice rozptylené (obr. 17). Tito dva mutanti jsou zatfazeni k sob¢, protoze

oba souvisi s fosforylaci LHCII.

stn7 stn8
&

o
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Obr. 17: Chloroplast Arabidopsis thaliana. A— WT, B.Dvojity mutant stn7 stn§, grana jsou
protahlejsi, C. Mutant tap38 — membrany jsou vice rozptylené, grana vypadaji relativné normalné¢,

pouze je jich vice. Pievzato z Armbruster et al. 2013.

3.5.3 SniZzeni mnoZstvi PsbP a PsbQ
PsbP a PsbQ jsou vnéjsi podjednotky PSII, jejichz pfesna funkce v rostlindch zatim neni

pfesn¢ znama. Spolu s PsbO interaguji s luminalni stranou PSII a tvoii funkéni OEC (Yi et al.,

2009). Na elektronovém mikroskopu byl pozorovan vliv sniZzeni mnozstvi téchto podjednotek
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pomoci RNA interference na tvorbu gran. V piipad¢ snizeni mnozstvi PsbP dosli autofi zjistili,
ze uplné vymizely stromatalni lamely a n€kolikanasobné se navrstvil pocet granovych diskll ve

sloupci (obr. 18).

Obr. 18.: Chloroplasty Arabidopsis thaliana, snimky pomoci transmisni elektronové mikroskopie, métitko
=0,5 nm A.: WT — normalni grana, B.: Rostliny se snizenym mnozstvim PsbQ — relativn€ normalni grana
C.: Rostliny se snizenym mnozstvim PsbP— membrany jsou husté navrstveny, maji zvétSeny prameér,

stromatalni lamely Gpln€ vymizely (Yi et al., 2009).

3.5.4 Mutanti curtl
Mutace v genech pro CURTIB-D ma za nésledek tvorbu tzv. pseudogran, které jsou

typické snizenim poctu vrstev a zvétSenim primeru jednotlivych granovych diskli. Mutace v genu
pro CURTI1A a dale pak ve dvou a vice genech pro CURT B-D pak vede k uplné absenci gran,
coz by mohlo naznaovat, Ze zakiiveni membrany proteiny CURT1 ma na formovani gran vétsi
vliv nez napt. pfitiskovani membran v disledku pfitazlivych sil mezi PSII (Armbruster et al.,
2013). Nadmérna exprese CURTIA ma pak za nasledek zvySeni tvorby oligomerit CURT]I,
zmenS$eni granového disku a zvétSeni jeho vysky ,,nafouknutim® lumindlniho prostoru, coz spolu
s absenci gran u mutanta curt/a ukazuje vétsi vliv proteinu CURT1A na tvorbu gran, nez jaky
maji ostatni CURT1 proteiny (obr. 19; Armbruster et al., 2013).

Armbruster et al., 2013 prokézali, ze mutace v CURT1 nemaji pfimy vliv na aktivitu
zadného z fotosystémli a CURT1 nema zasadni vliv na funkce hlavnich tylakoidnich proteinti. U
rostlin postradajicich proteiny CURT1A-D byl vSak sniZen, ne ale Gplné zastaven, cyklicky pienos

elektront a nefotochemické zhaSeni (NPQ) vyvolané pii state transition.
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Obr 19. Col-0 Wild type, curtlabcd — mutace ve vSech genech CURT1, curtlb-1 - mutace v genu CURT1B,
curtla-2 - mutace v genu CURTI1A, 0eCURTIA-cmyc curtla-2 — rostliny produkujici zvySené mnozstvi

CURTIA (Armbruster et al., 2013).

4 Organismy bez vyvinutych gran
4.1 Struktura tylakoid(

Grana nachdzime u zelenych rostlin a nékterych zelenych tas. U ruduch (Rhodophyta),
glaukofyt (Glaucophyta) a dalSich agranalnich eukaryot jsou nekdy tylakoidy rozprostieny volné
ve stromatu, Casto vSak tvofi tzv. lamely — skupinky dvou az tii dlouhych, volné pfitiSténych
membran (pro detaily obr. 20, tab. 2). Podobn¢ je tomu i u prokaryotnich organismil (tab. 2;
Sherman et al., 1994; Stanier, 1977). N¢které zelené tasy, konkrétné¢ Charophyta, mohou

pritiskdvat membrany o Sesti az vice vrstvach a formovat grana (Levin et al. 1976).
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Cyanobacteria

Gloeobacter violaceus

Primary Plastids

Cyanidioschyzon merolae

Secondary Plastids

Synechocystis sp. PCC 6803

All\\
AN
(N

Erythrodobus coxiae

Phaeodactylum tricornutum

9

Chlamydomonas reinhardftii Arabidopsis thaliana

Euglena sp.

Synechoccoccus sp. PCC 7942

Obr. 20: Schématické znadzornéni uspotradani tylakoidnich membran u rliznych fotosyntetizujicich

organismil. Oranzové — plazmatickd membrana a vnéj$i membrany, Zluté - pyrenoid, zelené —

tylakoidni membrana (Rast et al., 2015).

Tabulka 2. Ptehled typt chlorofylu, struktury membran, vytvareni gran a piitomnosti

fykobilisomi v riznych skupinach fotosyntetickych organismut. Tabulka vytvofena (podle Van

Den Hoek et al., 1995).

Typ Pitisklé tylakoidni .
chlorofylu membrany Fykobilisomy
Cyanobacteria . Ne .
(prokaryota)
Prochlorophyta — )
(prokaryota) a,b Ano, lamely po 2 ale i vice )
Glaucophyta a Ne Ao
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Rhodophyta
(ruduchy) a Ne Ano
Ano, lamely po tfech + jedna
Heterokontophyta 2 01,¢ lamela, ktera tyto obklopuje Ne
Haptophyta a,cl,c2 Ano, skupinky po tfech ?
Dinophyta Ano, skupinky po tfech ?
Ano, skupinky po tfech + jedna 9
Euglenophyta a,b lamela, ktera je obklopuje )
Chlorophyta a,b;cu Ano, lamely o 6 a vice
Ly y , . Ne
(zelené rasy) nekterych navrstvenich

4.2 Svétlosbérné antény
Sinice (Cyanobacteria), stejné jako glaukofyta (Glaucophyta), Cervené tasy (Rhodophyta) a dalsi

skupiny, které ziskaly chloroplast pohlcenim ruduchy, pouzivaji jako svétlosbérné antény tzv.
fykobilisomy (Glazer, 1984). Fykobilisomy (phycobilisomes, PBs) jsou svétlosbérné antény
nachazejici se na stromatalni stran¢ (u sinic na cytoplasmatické stran¢) tylakoidni membrany a
jsou tvoteny fykobiliproteiny a pigmenty, které se skladaji do struktur o vysoké molekuldrni
hmotnosti, a jejichZ ptesnd podoba je rizna v riznych organismech (Boekema et al., 1995; Glazer,
1984). Tento komplex vychytava svételnou energii predevsim v zelené €asti slunecniho spektra a
svadi ji na fotosystém v tylakoidni membrané. Efektivita pfenosu excitatni energie z
fykobiliproteini na reakéni centra je velice vysoké (skoro 100%; Glazer, 1984). PBs interaguji
s reak¢énimi centry fotosystému jen velmi slabé, a tak mohou snadno difundovat po membrané a
voln¢€ se piesouvat mezi jednotlivymi reak¢nimi centry PSI a PSII (C. W. Mullineaux, Tobin, &
Jones, 1997). Jakym zplisobem jsou fykobilisomy k membran¢ ptipojeny neni zcela jasné (Conrad
W. Mullineaux, 2008).

Kviili fykobilisomlim vy¢nivajicim do stromatu nemohou tyto organismy tvofit
grana, na rozdil od zelenych rostlin a n€kterych zelenych fas, které vyuzivaji jako svétlosbérné

antény membranové proteiny z rodiny Lhec.

4.3 Radidlni heterogenita

Lateralni heterogenita, tedy nehomogenni rozmisténi membranovych proteinti v tylakoidni
membrané organismu s grany (viz kap. 3.2) ma pravdépodobné svou obdobu i u agranélnich

organismil. Byla popsana radidlni heterogenita rozlozeni ATP syntdzy a PSI u sinice
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Synechococcus kmene PCC7942 s koncentricky uspofddanymi membranami (Sherman et al.,
1994). U vzorki ptipravenych procedurou freeze-substitution a pomoci imunochemického znaceni
autofi lokalizovali naprostou vétSinu proteinit ATP syntazy a proteinti reakéniho centra PSI do
vn¢jSiho tylakoidu a castecné i do cytoplasmatické membrany (obr. 21), zatimco proteiny
fotosystému II (D1, D2, CP43 a CP47) byly pozorovany tak, jak bylo predikovano, tedy ve vSech
tylakoidech rovnomérné.

Pfestoze autofi mluvi o velmi vyznamném objevu, ktery vysvétluje evoluéni plivod
laterarni heterogenity fotosyntetickych proteinti u vysSich rostlin a zelenych fas, je potieba brat
jejich vysledky s rezervou. Tento pokus byl stejnymi autory zopakovan na sinicich s jinak nez
koncentricky uspotfadanymi tylakoidy a byl netspésny a ani v pozd&jsi literatufe se tyto informace

prili§ nevyskytuji.

Nucleoplasm

' PSII
@ rs:
Q CYT bg/f

T Arpase

Thylakoid membranes

—— Phycobilisomes

D Cytochrome

Oxidase —— Phycobilisomes

Cytoplasmic membrane
Periplasm
Cell wall

Obr. 21: Diagram ukazujici rozlozeni PSI, ATP syntazy, Cyt b¢f'a PSII, znazorujici radialni heterogenitu
(Sherman et al., 1994).

5 Funkce gran

Grana nejsou nezbytnd pro zivot rostlin a rostliny, u kterych je zablokovéana tvorba gran,
jsou pomérné dobfe zivotaschopné. Grana ale pravdépodobné rostlinam poskytuji vyhody, které

Jjim umoziuji 1épe reagovat a ptizpisobit se na ménici se podminky okolniho prostiedi.
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Nékterymi z vyhod, které formovani gran pravdépodobn€ umoziiuje, jsou (1) zefektivnéni
zachytavani svétla nahromadénim velkého mnozstvi fotosystému II, které se ukazuje byt velice
vyznamné pii nizkych osvétlenich (vice v kapitole 3.4.2; Hertle et al., 2013), (2) optimalizace
rozvadéni energie do fotosystémi I a II pfepinanim mezi state 1 a state 2 (vice v kapitole 3.4.2.1;
Chow et al., 2005), (3) oddéleni cyklického a linearniho elektronového transportu oddélenim
plastochinonu v granech od plastochinonu ve stromatéalnich lamelach (vice v kapitole 5.1; Wood
et al., 2018), nebo (4) efektivnéjsi oprava poskozeného proteinu D1, ktery je separovan od zbytku
reakéniho centra v pfitisklych ¢astech gran, rozloZen v okrajich gran, a nahrazen nové vytvorenym
proteinem D1 ve stromatalnich lamelach (vice v kapitole 2.1.1.1; Puthiyaveetil et al., 2014). V
granech déale dochazi k nefotochemickému zhaSeni, které je zajistovano LHCII a slouzi k ochrané
PSII pfed poskozenim pii nadmérném osvétleni. Je stile predmétem debat, jak dilezité je
formovani gran pro pribéh tohoto jevu (Horton, 2000).

O vSech vyhodach se stale debatuje a bylo by dobré zjistit, ktera je tou hlavni stojici za
evoluci gran. Za nékterymi z dalSich, které dnes nejsou piili§ pfijimany, stoji naptiklad myslenka,
ze grana diky laterarni heterogenité brani pfeskakovani excitovaného elektronu z ,,pomalého* PSII
na ,,rychly* PSI (tzv. ,,spillover®), coz by komplikovalo hladky priibéh elektronového transportu
(Anderson, 1999), avSak nécktefi autofi tuto mysSlenku pozdé€ji zpochybnuji (Conrad W.

Mullineaux, 2005). Nize je rozebrana jedna z nejaktualnéjsich hypotéz o vyznamu gran.

5.1 Vyznam gran a jejich dynamiky pro cyklicky ptenos elektron(

Po uvézeni dulezitosti cyklického ptenosu elektronii pro ochranu fotosystémua pied
nadmérnym svételnych stresem aktivaci nefotochemického zhaSeni je zajimava mysSlenka, Ze
formace gran umoznuje oddéleni vice redukované populace PQ v granech od mén¢ redukované
populace ve stromatalnich lamelach, ¢imz podporuje pribéh cyklického transportu elektronii
(Peng et al., 2011).

Pro intenzivni cyklicky pienos elektronli je zapotfebi pomérné velké mnozstvi
oxidovanych molekul plastochinonu, které mohou pfijmout piepravovany elektron b&éhem
cyklického prenosu elektroni (Wood et al., 2018). Za tmy, nizké a velmi vysoké ozarenosti se
v chloroplastu tvoii méné gran o vétSim praméru, ¢imz je snizeno mnozstvi kontaktnich ploch

mezi PQ vyskytujicim se v granech a PQ vyskytujicim se ve stromatalnich tylakoidech (obr. 22).
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a Moderate light

high LHCII-P
b Dark/very low light/high light

low LHCII-P

Obr. 22: Schématické srovnani vzhledu gran pii bézném osvétleni (a) se situaci za tmy, nizkého a velmi
vysokého osvétleni (b). Usporddani pii bézném osvétleni souvisi s fosforylaci LHCII, pfi které jsou
oslabeny interakce mezi LHCII a zptisobi tak rozpad velkych gran na vice malych (pfevzato z Wood et al.,

2018).

Za teéchto okolnosti pak PQ mezi grany a stromatdlnimi tylakoidy difunduje pomérné
pomalu, ¢imz je znemoznéno fotosystému II redukovat veskery PQ vcetné PQ ve stromatéalnich
lamelach. Tim je umoznén béh cyklického ptenosu elektrontl. Pii bézné ozarenosti je kontakt mezi
grany a stromatdlnimi lamelami vét§i, coz umoziluje intenzivnéj$i b¢h linearniho pfenosu

elektronti (obr. 23; Wood et al., 2018).

Small grana Large grana

PC

LET
cek PC

Stromal
lamellae Grana

PQH,r0 +— ra PQH,

Stromal
lamellae

» POH,PQ =

Decreased partition of grana Increased partition of grana
and stromal lamellae PQ pools and stromal lamellae PQ pools
LET enhanced CET enhanced

Obr. 23: Schématické znazornéni piepnuti mezi CEF a LEF pfi zméné& ozafenosti. Vlevo primérna
ozarenost, hodné PSII fosforylovdno, coz vede k tvorbé vice menSich gran, tedy vice kontaktu mezi
membranami gran a stromatalnimi lamelami, kdy je difuze PC a PQ mezi grany a stromatalnimi lamelami
rychla, bézi predev§im LEF. Vpravo: Tma, velmi nizkd nebo velmi vysokd ozéafenost vede k nizké
fosforylovanosti PSII, vytvaii se vétsi grana, kde je difize PC a PQ mezi grany a stromatalnimi lamelami

pomala, coz vede k vice oxidovanému PQ ve stromalnich lamelach a intenzivnéjSimu CEF (pfevzato z

Wood et al., 2018).
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