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Prace je zaméfena na studium vyznamu dvou izoforem PsbO proteinu, ktery je dulezitou
soucasti lumenalniho komplexu vyvijejiciho kyslik fotosystému II. Téma prace je tedy
perspektivni a prace piinasi zajimavé rozSifujici informace o vyznamu obou izoforem pro
optimalizaci fotosyntetické aktivity a jeji regulaci.

Ve dvou, jiz publikovanych pracich se autor zaméfil:

1, na fylogenetickou analyzu izoforem PsbO u téméf 50 druht krytosemennych rostlin rostlin.
Tyto analyzy prokazaly, Ze izoformy PsbO se 1i8i na podobnych mistech terciarni struktury, coz
mize podle autori naznacovat, Zze podobna diferenciace funkci obou izoforem mohla
probéhnout paralelné u riznych linii evoluce krytosemennych rostlin (prvoautorsky ¢lanek
v BMC Plant Biology, 2015).

2, na biochemickou ,,strukturné funkéni* charakterizaci PsbO ze zelené fasy Chlamydomonas
reinhardtii a dvou izoforem PsbO z bramboru (Solanum tuberosum) in vitro (s vyuzitim CD
spektroskopie a vlastni fluorescence tryptofanu ke studiu sekundarnich struktur PsbO, a
s vyuzitim pH titrace hydrofobni fluorescencni sondy ANS a NMR spektroskopie k analyze
zavislosti konformace -soudkové oblasti proteinu na pH). Tato studie prokazala, ze proteiny
PsbO z evolu¢né vzdalenych fotosyntetizujicich organismti maji velmi podobnou sekundarni
strukturu a Ze konformace B-soudkové casti PsbO je reverzibilné ovliviilovana zménami pH
(spoluautorsky ¢lanek v Physiol. Plant., 2019).

V doposud nepublikovaném rukopise (ktery tvoti jadro disertacni prace) se pak autor zaméfil
na charakterizaci mutantd husenicku s riznymi mnozstvimi PshO1 a PsbO2, s cilem ovéfit zda
na fenotyp a funk¢ni stav fotosystému II (PSII) ma vyraznéjsi vliv celkové mnozstvi PsbO nebo
rozdilné zastoupeni PsbO1 a PsbO2. Vytvofeni téchto mutantii kiizenim dostupnych mutant
psbol a psho2 (a jejich genotypizaci) pokladam za jeden z podstatnych piinosi této prace
(nicméné jelikoZ jsem v této oblasti laik, nebudu se k ni vyjadiovat). Kromé fenotypizace rastu,
byla ke studiu pouzita zobrazovaci fluorescence Chlorofylu a (rizné parametry: Fv/Fm —
potencialni vytézek fotochemické reakce PS II, NPQ — nefotochemické zhaSeni fluorescence,
rETR — relativni rychlost transportu elektronil) a analyza proteomu. Ke studiu byly pouzity
mutanty a WT kultivované pii nizké (GL — ca 125 umol fotontt m-2s-1 ) a Vysoké ozarenosti
PAR (HL - 850 umol fotonti m-2s-1), s cilem ovéfit zda mutanty s redukovanym obsahem PsbO
budou citlivéjsi viici dlouhodobému plisobeni vysoké ozarenosti.

Celkové je prace psana piehledné, dobrou anglictinou.

V teoretické €asti je (po stru¢ném Uvodu ke struktuie a funkci PSIIL, a superkomplexti PSII)
pozornost vénovana PsbO (struktufe, interakcim a jeho rozmanitym funkcim). Nasledné je
pozornost vénovana izoformam PsbO, biochemické charakterizaci PsbOl1 a PsbO2, a
predevsim shrnuti informaci ziskanych s vyuzitim mutantti A thaliana psbol a psbo2, a rostlin
s redukovanym obsahem obou izoforem pomoci RNA umlcovani. ReserSe je kvalitni, autor
cerpa z aktualnich a relevantnich publikaci.



Cile prace jsou jasné definovany (a z vySe uvedené¢ho shrnuté experimentti je ziejmé, ze byly
splnény).

Rovnéz dalsi sekce, Material and Methods, Results and Discussion, jsou vesmés srozumitelné
napsany a obsahuji celou fadu zajimavych informaci.

Formalni pfipominku mam k Citelnosti obrazki (velikost popisu os, legend, u Obr 4.5., 4.8 a
4.9 jsou na hrané popisu, pocty proteinti jednotlivych kategorii v obr 4.11 rovnéz).

K praci mam nékolik dotazi/komentaia tykajicich se piedev§im nepublikovanych
vysledkii (pro snazsSi orientaci uvadim dotazy na které ofekavam odpovéd’ tucnou
kurzivou):

Str. 14: Na stran¢ 14 uvadite mezi lumenalnimi podjednotkami PS II PsbTn protein. Soucasti
PS II je ovSem i siln¢ homologni PsbhTc.

Cim se tyto dva proteiny li$i? Jsou aktudlné povafoviny za paralogy PsbT nebo za funkéné
samostatné podjednotky. Jaky je jejich vyznam v PS 11?

Na stran¢ 31 (3-4 tadek shora uvadite):

,Relative electron transport rate (rETR) was calculated as PAR x (Fm— Ft)/Fm.*

Formalni poznamka : Obvykle se hodnoty Fm ve stavu adaptovaném na svétlo znaéi ¢arkou
(Fm’, viz stanoveni NPQ vyse).

Pro priblizné stanoveni rychlosti linearniho transportu elektroni se ¢astéji pouziva ETR,
jehoZ vypocet v sobé zahrnuje jesté dalsi dva faktory (koeficienty). Které to jsou, a proc
Jjste ve vaSem pripadé nepouZil klasicky vitah pro ETR?

Za velmi dobry napad povazuji, Ze jak plocha rizice, tak Fv/Fm, byly méfeny béhem kultivace
A. thaliana a pfisluSnych mutantli na ristové ozatenosti (GL) (Obr. 4.6). Pozorovany narust
Fv/iFm béhem prodlouzené Kultivace rostlin (ktery je nejvyraznéj$i u mutanti rostlin se
snizenym obsahem PsbO - (psbol*oc, psbol*psbo2, a piedevsim psbol) je v diskuzi
vysvétlovan zvySenim obsahu PsbO oproti mladsim listim (str. 60, ,,The increase of Fv/Fm
values in older leaves might be caused by increasing amounut of PsbO, as suggested by
Murakami et al. (2005). It is not clear if PsbO is so longlived that it can slowly accumulate to
higher amounts in the old leaves despite the slow expression, or if the mature leaves are able to
increase psbO expression.). Podle mého nazoru by ,,impaktu® publikace pomohlo, kdyby byla
proteomicka analyza provedena 1 u ,,starSich rostlin®, coZ by umoznilo potvrdit nartst obsahu
PsbO, i dalsi odpovidajici zmény na Urovni proteomu. Domnivam se, ze vySe uvedené
vysvétleni souvisi i se skutenosti, ze ontogeneze (nastup senescence) je u listi mutantt
s redukovanym mnozstvim PsbO zpomalena (jak piSete v popisu vysledkl na strané 45, v
souladu s Murakami et al. 2005).

Dalsi velmi zajimavy vysledek je, Ze u mutanti se snizenym obsahem PsbO péstovanych od
semene na HL doslo k prikaznému zvySeni Fv/Fm oproti odpovidajicim mutantim
kultivovanym na GL (jiz po 26 dnech kultivace, Obr. 4.8). Pficiny této piekvapivé odezvy na
HL nejsou diskutovany. Mdte piedstavu proc doslo k zvySeni FvIFwv u rostlin kultivovanych
na HL, pFestoZe obvykld odezva rostli na HL aklimaci je pokles Fv/iFm. Podle mne je $koda,
ze méteni Fv/Fmnebylo realizovano v ¢asové fad€, obdobné jako u rostlin kultivovanych na GL
(stejné jako je Skoda, Ze nebyla provedena i proteomicka analyza). Predpokladam, Ze by byl
pozorovan podobny prabéh Fv/Fm (tj. narist Fv/Fm  u psbol*oc, psbol*psbo2 a psbol
mutantii) béhem kultivace, ovSem vyrazné rychlejsi nez u GL rostlin. Tento pfedpoklad souvisi



se skuteCnosti, ze silné svétlo (bilé, respektive modré) vyrazné€ zrychluje ontogenezi
asimilacniho aparatu.

V souladu s vysledky Alakhverdieva et al. (2009) a Soursa et al. (2016), byla u mutantt se
snizenym obsahem PsbO vystavenych relativné slabému svétlu (79 pmol fotoni m-2 s-1)
pozorovana rychlejsi indukce NPQ (coz muze, jak piSete, mimo jiné souviset s vyrazné
zvySenym obsahem PsbS) ve srovnani s WT a psbo2 mutantem (Obr. 4.9 A).

Nicméné hodnoty NPQ po 2-4 minutach svétla (podobné ozatrenosti jako GL) jsou vyrazné
vys$i pro WT a psbo2, zatimco mutanty, které maji redukované zastoupeni PsbO1 izoformy,
respektive redukovany obsah PsbO, maji vyrazn¢ mensi hodnoty NPQ v ,,ustaleném stavu®.
Toto zjisténi je piekvapivé (je rovnéZz v rozporu se Soursa et al. (2016)), protoze obvykle
rostliny s vyrazné¢ limitovanym linearnim transportem elektronti (viz hodnoty rETR v ramci
rychlé svételné kiivky Obr. 4.9.B) vykazuji zvySené naroky na NPQ. Alternativnim
vysvétlenim by bylo, ze u mutantd psbol*oc, psbol*psbo2 a psbol je z n&jakého priciny
limitovdna schopnost udrzet vysokou hodnotu NPQ. Madte piedstavu, pro¢ by mohly mit
mutanty se snizenym obsahem PsbO vyrazné nizsi hodnoty NPQ v kvazi ustialeném stavu?

U rostlin (v¢etné mutantl) kultivovanych na HL (Obr.94A) byla patrna vyrazné rychlejsi a
u¢inngjsi indukce NPQ ve srovnani s GL rostlinami, coz je v souladu s mnohokrat prokazanou
skutecnosti, Zze aklimace na HL vede Kk usnadnéni indukce NPQ. Zajimavé (a piekvapivé)
ovSem je ze u HL psbol mutantu je indukce pfechodného maxima NPQ nejmensi (prikazné
mensi neZ u HL WT). Napada vas proc¢?

Domnivam se, Ze pro relevantngjsi interpretaci zmén NPQ u WT a mutantl kultivovanych na
rizné ozarenosti by bylo vhodné provést métreni NPQ v zavislosti na ozafenosti, nebo alespon
pii obou kultivacnich ozatenostech. Z Obr. 9.4.B je jasné, Ze rist na HL vedl k vyraznému
zvySeni rETR ve srovnani s GL rostlinami (jak u WT, tak u vSech mutantti). Toto navyseni by
se mélo projevit jako pokles NPQ v ustaleném stavu (oproti GL rostlinam), k ¢emuz ovsem
nedoslo. Z hodnot NPQ po 2- 4 minutach na pomérné nizkém svétle tedy nelze ucinit
spolehlivé zavéry ohledné naroki na NPQ (respektive schopnosti indukovat NPQ) u GL a

HL rostlin s riznym mnoZstvim PsbO proteinu (respektive zastoupeni obou izoforem.
Zavér

Jak disertacni prace, tak priloZené publikace jsou kvalitni. Je ziejmé, Ze autor
odvedl opravdu velky kus poctivé experimentalni prace. Praci doporucuji k obhajobé a
po uspéSné obhajobé prace doporucuji udélit Mgr. MiloSi Duchoslavovi titul Ph.D.
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