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Práce je zaměřena na studium významu dvou izoforem PsbO proteinu, který je důležitou 

součástí lumenálního komplexu vyvíjejícího kyslík fotosystému II. Téma práce je tedy 

perspektivní a práce přináší zajímavé rozšiřující informace o významu obou izoforem pro 

optimalizaci fotosyntetické aktivity a její regulaci.  

 

Ve dvou, již publikovaných pracích se autor zaměřil: 

1, na fylogenetickou analýzu izoforem PsbO u téměř 50 druhů krytosemenných rostlin rostlin.    

Tyto analýzy prokázaly, že izoformy PsbO se liší na podobných místech terciární struktury, což 

může podle autorů naznačovat, že podobná diferenciace funkcí obou izoforem mohla 

proběhnout paralelně u různých linií evoluce krytosemenných rostlin (prvoautorský článek 

v BMC Plant Biology, 2015).  

2, na biochemickou „strukturně funkční“ charakterizaci PsbO ze zelené řasy Chlamydomonas 

reinhardtii a dvou izoforem PsbO z bramboru (Solanum tuberosum) in vitro (s využitím CD 

spektroskopie a vlastní fluorescence tryptofanu ke studiu sekundárních struktur PsbO, a 

s využitím pH titrace hydrofobní fluorescenční sondy ANS a NMR spektroskopie k analýze 

závislosti konformace β-soudkové oblasti proteinu na pH). Tato studie prokázala, že proteiny 

PsbO z evolučně vzdálených fotosyntetizujících organismů mají velmi podobnou sekundární 

strukturu a že konformace β-soudkové části PsbO je reverzibilně ovlivňována změnami pH 

(spoluautorský článek v Physiol. Plant., 2019). 

 

V doposud nepublikovaném rukopise (který tvoří jádro disertační práce) se pak autor zaměřil 

na charakterizací mutantů huseníčku s různými množstvími PsbO1 a PsbO2, s cílem ověřit zda 

na fenotyp a funkční stav fotosystému II (PSII) má výraznější vliv celkové množství PsbO nebo 

rozdílné zastoupení PsbO1 a PsbO2. Vytvoření těchto mutantů křížením dostupných mutantů 

psbo1 a psbo2 (a jejich genotypizaci) pokládám za jeden z podstatných přínosů této práce 

(nicméně jelikož jsem v této oblasti laik, nebudu se k ní vyjadřovat). Kromě fenotypizace růstu, 

byla ke studiu použita zobrazovací fluorescence chlorofylu a (různé parametry: Fv/Fm – 

potenciální výtěžek fotochemické reakce PS II, NPQ – nefotochemické zhášení fluorescence, 

rETR – relativní rychlost transportu elektronů) a analýza proteomu. Ke studiu byly použity 

mutanty a WT kultivované při nízké (GL – ca 125 μmol fotonů m-2 s-1 ) a vysoké ozářenosti 

PAR (HL - 850 μmol fotonů m-2 s-1 ), s cílem ověřit zda mutanty s redukovaným obsahem PsbO 

budou citlivější vůči dlouhodobému působení vysoké ozářenosti.  

 

Celkově je práce psána přehledně, dobrou angličtinou.   

V teoretické části je (po stručném úvodu ke struktuře a funkci PSII, a superkomplexů PSII) 

pozornost věnována PsbO (struktuře, interakcím a jeho rozmanitým funkcím).  Následně je 

pozornost věnována izoformám PsbO, biochemické charakterizaci PsbO1 a PsbO2, a 

především shrnutí informací získaných s využitím  mutantů A thaliana psbo1 a psbo2, a rostlin 

s redukovaným obsahem obou izoforem  pomoci RNA umlčování. Rešerše je kvalitní, autor 

čerpá z aktuálních a relevantních publikací.  



Cíle práce jsou jasně definovány (a z výše uvedeného shrnuté experimentů je zřejmé, že byly 

splněny).  

 

Rovněž další sekce, Material and Methods, Results and Discussion, jsou vesměs srozumitelně 

napsány a obsahují celou řadu zajímavých informací.  

Formální připomínku mám k čitelnosti obrázků (velikost popisu os, legend, u Obr 4.5., 4.8 a 

4.9 jsou  na hraně popisu, počty proteinů jednotlivých kategorií v obr 4.11 rovněž).    

 

K práci mám několik dotazů/komentářů týkajících se především nepublikovaných 

výsledků (pro snazší orientaci uvádím dotazy na které očekávám odpověď tučnou 

kurzivou):  

Str. 14: Na straně 14 uvádíte mezi lumenálními podjednotkami PS II PsbTn protein. Součástí 

PS II je ovšem i silně homologní PsbTc.    

Čím se tyto dva proteiny liší? Jsou aktuálně považovány za paralogy PsbT nebo za funkčně 

samostatné podjednotky. Jaký je jejich význam v PS II?     
 

Na straně 31 (3-4 řádek shora uvádíte):  

„Relative electron transport rate (rETR) was calculated as PAR ⨯ (FM – Ft)/FM.“ 

Formální poznámka : Obvykle se hodnoty FM ve stavu adaptovaném na světlo značí čárkou 

(FM´, viz stanovení NPQ výše).  

Pro přibližné stanovení rychlosti lineárního transportu elektronů se častěji používá ETR, 

jehož výpočet v sobě zahrnuje ještě další dva faktory (koeficienty). Které to jsou, a proč 

jste ve vašem případě nepoužil  klasický vztah pro ETR?  

 

Za velmi dobrý nápad považuji, že jak plocha růžice, tak FV/FM, byly měřeny během kultivace 

A. thaliana a příslušných mutantů na růstové ozářenosti (GL) (Obr. 4.6).  Pozorovaný nárůst 

FV/FM během prodloužené kultivace rostlin (který je nejvýraznější u mutantů rostlin se 

sníženým obsahem PsbO - (psbo1*oc, psbo1*psbo2, a především psbo1)  je v diskuzi  

vysvětlován zvýšením  obsahu PsbO oproti mladším listům (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 názoru by „impaktu“ publikace pomohlo, kdyby byla 

proteomická analýza provedena i u „starších rostlin“, což by umožnilo potvrdit nárůst obsahu 

PsbO, i další odpovídající změny na úrovni proteomu.  Domnívám se, že výše uvedené 

vysvětlení souvisí i se skutečnosti, že ontogeneze (nástup senescence) je u listů mutantů 

s redukovaným množstvím PsbO zpomalena (jak píšete v popisu výsledků na straně 45, v 

souladu s Murakami et al. 2005).  

 

Další velmi zajímavý výsledek je, že u mutantů se sníženým obsahem PsbO pěstovaných od 

semene na HL došlo k průkaznému zvýšení FV/FM oproti odpovídajícím mutantům 

kultivovaným na GL (již po 26 dnech kultivace, Obr. 4.8).  Příčiny této překvapivé odezvy na 

HL nejsou diskutovány. Máte představu proč došlo k zvýšení FV/FM u rostlin kultivovaných 

na HL, přestože obvyklá odezva rostli na HL aklimaci je pokles FV/FM. Podle mne je škoda, 

že měření FV/FM nebylo realizováno v časové řadě, obdobně jako u rostlin kultivovaných na GL 

(stejně jako je škoda, že nebyla provedena i proteomická analýza).  Předpokládám, že by byl 

pozorován podobný průběh FV/FM (tj. nárůst  FV/FM   u psbo1*oc, psbo1*psbo2 a psbo1 

mutantů)  během kultivace, ovšem výrazně rychlejší než  u GL rostlin.  Tento předpoklad souvisí 



se skutečností, že silné světlo (bílé, respektive modré) výrazně zrychluje ontogenezi 

asimilačního aparátu.  

 

V souladu s výsledky Alakhverdieva et al. (2009) a Soursa et al. (2016), byla u mutantů se 

sníženým obsahem PsbO vystavených relativně slabému světlu (79 μmol fotonů m-2 s-1)  

pozorována rychlejší indukce NPQ (což může, jak píšete, mimo jiné souviset s výrazně 

zvýšeným obsahem PsbS) ve srovnání s WT a psbo2 mutantem (Obr. 4.9 A). 

Nicméně hodnoty NPQ po 2-4 minutách světla (podobné ozářenosti jako GL) jsou výrazně 

vyšší pro WT a psbo2, zatímco mutanty, které mají redukované zastoupení PsbO1 izoformy, 

respektive redukovaný obsah PsbO, mají výrazně menší hodnoty NPQ v „ustáleném stavu“.  

Toto zjištění je překvapivé (je rovněž v rozporu se Soursa et al. (2016)), protože obvykle 

rostliny s výrazně limitovaným lineárním transportem elektronů (viz hodnoty rETR v rámci 

rychlé světelné křivky Obr. 4.9.B) vykazují zvýšené nároky na NPQ. Alternativním 

vysvětlením by bylo, že u mutantů psbo1*oc, psbo1*psbo2 a psbo1 je z nějakého příčiny 

limitována schopnost udržet vysokou hodnotu NPQ.  Máte představu, proč by mohly mít 

mutanty se sníženým obsahem PsbO výrazně nižší hodnoty NPQ v kvazi ustáleném stavu? 

    

U rostlin (včetně mutantů) kultivovaných na HL (Obr.94A) byla patrná výrazně rychlejší a 

účinnější indukce NPQ ve srovnání s GL rostlinami, což je v souladu s mnohokrát prokázanou 

skutečností, že aklimace na HL vede k usnadnění indukce NPQ.  Zajímavé (a překvapivé) 

ovšem je že u HL  psbo1 mutantu je indukce přechodného maxima NPQ nejmenší (průkazně 

menší než u HL WT).  Napadá vás proč?  

Domnívám se, že pro relevantnější interpretaci změn NPQ u WT a mutantů kultivovaných na 

různé ozářenosti by bylo vhodné provést měření NPQ v závislosti na ozářenosti, nebo alespoň 

při obou kultivačních ozářenostech.  Z Obr. 9.4.B je jasné, že růst na HL vedl k výraznému 

zvýšení rETR ve srovnání s GL rostlinami (jak u WT, tak u všech mutantů). Toto navýšení by 

se mělo projevit jako pokles NPQ v ustáleném stavu (oproti GL rostlinám), k čemuž ovšem 

nedošlo.  Z hodnot NPQ po 2- 4 minutách na poměrně nízkém světle tedy nelze učinit 

spolehlivé závěry ohledně nároků  na NPQ (respektive schopnosti indukovat NPQ) u GL a 

HL rostlin s různým množstvím PsbO proteinu (respektive zastoupení obou izoforem.  

  

Závěr 

Jak disertační práce, tak přiložené publikace jsou kvalitní. Je zřejmé, že autor 

odvedl opravdu velký kus poctivé experimentální práce.  Práci doporučuji k obhajobě a 

po úspěšné obhajobě práce doporučuji udělit Mgr.  Miloši Duchoslavovi titul Ph.D.  
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