
1

5 – Stavba fotosyntetického aparátu 

Petr Ilík

KBF a CRH, PřF UP

Strukturní komponenty

Strukturní komponenty – hierarchie:

• molekulární (enzymy, pigmenty, lipidy, �)

• supramolekulární (pigment-proteinové komplexy (PPC) v membránách)

• organely (chloroplast, oddělený membránami od cytosolu)

• buňky (chloroplasty, mitochondrie, peroxizóm, �, v cytosolu)

• tkáně (skupiny buněk, př. mezofylové buňky v listu)

• orgány (asociace různých tkání, př. list)
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Struktura listu

C3 – bifaciální list: 

• kutikula, svrchní epidermis  – proti ztrátám vody, ochrana před UV, regulace průduchy s 

chloroplasty, u jednoděložných průduchy u nahoře

• palisádový parenchým – 1-3 vrstvy, světlovodný efekt

• houbový parenchým – mnoho rozhraní voda/vzduch – rozptyl (spodek listů světlejší) , větší 

diferenciace na vyšší ozářenosti

• jednotná funkce chloroplastů

C4 – mezofylové buňky nahodile + buňky pochvy cévního svazku (Kranzovy, věnčité)

• mezofylové chloroplasty – fixace CO2 do malátu (bez Rubisco), FS s Rubisco v chloroplastech 

buněk cévních svazků (C4 rostliny „pracují“ i s dočasně zavřenými průduchy)

C3 C4

(svěrací buňka průduchu)

(buňky pochvy cévního svazku)

mezibuněčný prostor

průduch (stoma)

kutikula

cévní svazek

Diferenciace buněk u C4 rostlin
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Rostlinná buňka

Chloroplasty
• chloroplast - organela s vlastní DNA (u řas a vyšších rostlin, dvojitá membrána, 

endosymbióza sinice), vnitřek chloroplastu - stroma, systém thylakoidů (stromální
thylakoidy, grana), thylakoid – základní strukturní jednotka FS, v thylakoidních 

membránách  - proteinové komplexy, které váží fotosyntetické pigmenty, 

• v buňce 20 – 200 chloroplastů, chloroplasty – mnoho tvarů - oválný (nižší a vyšší rostliny, 

průměr 3-20 µm), u řas i jiné tvary (miskovité, hvězdicovité, šroubovicové)
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Thylakoidy

• všechny thylakoidy - navzájem spojeny (jeden útvar z prolamelarního tělesa), shlukování 

do gran, rozměr grana 300-600 nm – rozptyl světla

• snímek ultramikrostruktury chloroplastu - příčný řez - TEM (visualizace membrán - OsO4, 

KMnO4), PG – plastoglobule (zásoba plastochinonu – PQ), někdy škrobové zrno

grana

stromální 

thylakoidy

PG

ribozomy

1 µm

Ontogeneze thylakoidů - 1

Prolamelární těleso – 3-D struktura, zásobárna lipidů

Prothylakoid
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Ontogeneze thylakoidů - 2

zárodky gran

Ontogeneze thylakoidů - 3
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Příprava chloroplastů

http://www.sigmaaldrich.com

/content/dam/sigma-

aldrich/docs/Sigma/Bulletin/

cpisobul.pdf

• natříhání, homogenizace, filtrace, 1-2x 

centrifugace, resuspentace, separace na Percollu

(koloid: nanočástice křemičitanů s vodou a 

polymerem)

• Sigma – kit (CIB – chloroplast isolation buffer)

• Obecně v izolačním a resuspendačním pufru:

� osmotikum (0,3-0,5M sacharóza, �)

� pufrační látka pH 6-8 (Tris-HCl, MES, HEPES,.)

� soli: 10mM NaCl, mM MgCl2

� stabilizátory: BSA – albumin hovězího séra, kyselina 

askorbová

Intaktnost izolovaných chloroplastů

1) haló (aureola) kolem intaktních 

chloroplastů v optickém mikroskopu –

fázový kontrast, chloroplasty bez 

aureoly nejsou intaktní

2) měření poměru absorbancí A550/A680

suspenze:

~1 – intaktní

~ 0.2 - 0.3 – poškozené

3) ferrikyanidový test:

A

B
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Struktura thylakoidních membrán
- lipidová dvojvstva s periperními a integrálními protein. komplexy, tloušťka – 4-6 nm, 

- 50 % hmotnosti - lipidy, zbytek proteiny, pigmenty

- lipid – hydrofilní hlava a hydrofóbní ocas (acylový řetězec – zbytek mastné kyseliny)

- hlavní lipidy: galaktolipidy: MGDG - nonogalaktosyldiacylglycerol a DGDG -

digalaktosyldiacylglycerol, fosfolipidy: PG – fosfatidylglycerol , sulfolipidy: 

sulfochinovosyldiacylglycerol - SQDG

Lipidy thylakoidních membrán
- hlavní MGDG cca 50 % – netvoří dvojvrstvu – asociace s proteiny

- DGDG (30 %), PG (15 %), SQDG (5 %) – tvoří dvojvrstvu

- asymetrie lipidů v dvojvrstvě

neutrální

nabité
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Acylové řetězce
- velké zastoupení polynenasycených 

mastných kyselin – zejména 3 - enol

- linolenová kyselina (18:3) – až 90 % (ω-3 

mastná kyselina, esenciální pro člověka)

- linoleová (18:2) (ω-6 mastná kyselina, 

esenciální pro člověka)

- hexadekatrienolová kyselina (16:3)

- palmitová kyselina (16:0)

- míra saturace (počet =) rozhoduje o fluiditě 

thylakoidní membrány

- pohyby nasycených a nenasycených 

řetězců jsou různé

Konformace acylového řetězce

- dvojná vazba se projeví 

ve ztrátě linearity

- „zlomení“ mastné kyseliny 

roste s rostoucím počtem 

dvojných vazeb v cis 

konfiguraci

- přirozené zejména cis 

konfigurace (trans mastné 

kyseliny TFA: jednotky 

procent v mléce, sádle, 

vznikají při smažení a kat. 

hydrogenaci)
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Konformace acylového řetězce

- saturace mastné kyseliny se projeví ve vyšší viskozitě

- ztužování olejů – hydrogenace mastných kyselin

Acylové řetězce lipidů thyl. embrán - 1
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Acylové řetězce lipidů thyl. membrán - 2

Struktura thylakoidních membrán

Lαααα - tekutý krystal (mozaika)

Lβ - gelová fáze
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Separace MGDG při stresových podmínkách

- fázová separace MGDG: tvorba cylidricky intertovaných micel (Hex II struktur) v 

thylakoidních membránách - při vyšších teplotách (nad 40 °C), dehydrataci, vysoké 

koncentraci cukrů nebo při nízkém pH (<5)

chloroplasty 40 °C, 5 min.

„Packing factor“ lipidů



12

“Packing factor” vs. struktura membrán

Fázové přechody vs. faktory prostředí

- s rostoucí teplotou – fázová separace NBL (non-bilayer forming lipids, MGDG), 

constrained NBL - separované MGDG v membráně, při vyšší teplotě mimo membránu

- s klesající teplotou přechod na z Lα na Lβ

- s klesající hydratací membrán přechody stimulovány
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Ultramikrostruktura thylakoidní membrány - 1

- REM – rastrovací elektronová mikroskopie s přípravou preparátů metodou „freeze

fracture“ – mrazové lámání: membrány se zmrazí, krájí se tenká vrstva ultramikrotomem při 

-190 °C ve „vakuu“. Z obnažené plochy se sublimací odstraní povrchová vrstva ledu. 

Vyvstanou hydrofóbní struktury a povrch se stínuje.

- S – „surface“ (povrchová, původní)

- F – „fractured“ (štípnutá, zlomená)

- P – „protoplasmic“ (v kontaktu se stromatem)

- E – „exoplasmic“ (v kontaktu s lumenem)

- s – „stacked“ (granální)

- u – „unstacked“ (stromální)

- PSu, PSs – Rubisco, CF1 (mebránová část ATP syntázy) (freeze – etching, odlupování)

- EFs, EFu – PSII s LHC, PSII bez LHC (8 – 16 nm)

- PFu, PFs – PSI (8 – 13 nm), cyt b6f komplex (8 - 9 nm)

Ultramikrostruktura thylakoidní membrány - 2

PFs

EFu

PFu

EFs

- freeze-fracture: lomové plochy – místa menšího odporu – místa hydrofóbní interakce 

lipidů dvojvrstvy, rozštěpení na monovrstvy s proteinovými komplexy
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Ultramikrostruktura thylakoidní membrány - 3

Ultramikrostruktura thylakoidní membrány - 4

Staehelin 1976, Journal of Cell Biology, 71, 136-158
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Ultramikrostruktura thylakoidní membrány - 4
- PSI, ATP syntáza – okraje gran a stromální thylakoidy

- PSII s LHCII – vnitřek gran

-Cyt b6f komplex - všude

Buchanan a kol.: Biochemistry and Molecular Biology of Plants 2000

Separace pigment-proteinových komplexů - 1

- působení detergentu na thylakoidní membrány a následná ELFO na PAGE

- SDS – dodecylsulfát sodný, není příliš šetrný k separaci PPC, SDS přidáváno i do el. pufru

volné pigmenty

LHCII

PSI

Thornber 1966

vnitřní anténa PSII

- první separace:  Thornber a kol. 70. léta, FP ~ 30 %

- v 80. letech standardem metoda s SDS podle Andersonové

1978, FP ~ 10 %, jsou chl v membráně i volné??? 

Andersonová

1978

PSI s LHCI

PSI bez LHCI

LHCII-trimer

LHCII-dimer

LHCII-monomer

vnitřní anténa PSII

volné pigmenty



16

- při vysoké koncentraci SDS – kompletní rozpad PPC na proteiny a denaturace proteinů

- při  nižší koncentraci SDS – rozpad PPC ale bez denaturace proteinů

- koncentrace musí být ale vyšší než kritická micelární, pak teprve narušení lipidové dvojvrstvy

Separace pigment-proteinových komplexů - 2

Separace pigment-proteinových komplexů - 3
- Markwell et al. 1979 vyměnil SDS v elektrodovém pufru za Deriphat-160 (N-lauryl- β -

iminodipropionát, amfoterní detergent), FP ~ 3% a porovnal s předchozími metodami ⇒⇒⇒⇒
volné pigmenty jsou artefaktem PAGE ! 

- Peter a Thornber 1991 - nativní Deriphat-PAGE PPC 

optimalizována na přípravu z listů ječmene. Frakcionalizace

pomocí šetrného detergentu – decylmaltoside, Deriphat-160 

použit v elektrodovém pufru, FP ~ 5%

- Dreyfuss and Thornber 1994 - mírně upravená metodika 

Petera a Thornbera (1991) - sledování změn v relativním 

zastoupení PPC během zelenání listů ječmene na 

kontinuálním světle, PSI (PSI s LHCI), CCI (PSI bez LHCI), 

CCII – PSII)

Markwell

1979

PSI 

PSI

LHCII

volné pigmenty

?

?
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Separace pigment-proteinových komplexů - 4
- Peter a Thornber 1994 – zelenání na kontinuálním světle, SDS – PAGE – proteinové složení 

thylakoidních membrán během zelenání, 2. rozměr ELFO – proteinové složení separovaných 

PPC

Separace pigment-proteinových komplexů - 5

- Ilík a kol. 2002 – Deriphat-PAGE - doporučená koncentrace vzorku (Peter + Thornber) - 1mg 

chl/ml (10 µl) na jamku, díky vysokému kontrastu výsledného elektroforeogramu - 1/4 konc. 

W(C) W(BW) M 1        M 1/2      M 1/3      M 1/4

PSI    

CCI    

CCII    

LHCt    

FP   

LHCm    
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Separace pigment-proteinových komplexů - 6

- Ilík a kol. 2002 – Deriphat-PAGE – denzitogram – z obrázku – stupně šedi

⇒⇒⇒⇒ LHCm je částečně dílem elektroforetického dělení
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Separace pigment-proteinových komplexů - 7

- separační metody používané dnes – separace superkomplexů !!!: 

- BN-PAGE: jako Deriphat-PAGE ale v elektrodovém pufru je místo Deriphatu Coomassie blue

- BN-PAGE: ve vzorku/elektrodovém pufru je deoxycholát sodný
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Separace pigment-proteinových komplexů - 7

Gradientová centrifugace

- solubilizace membrán 

pomocí šetrného detergentu 

(např. decylmaltosidu) jako u 

nativní PAGE

- není nutné další nabití částic 

pro dělení na gelu v 

elektrickém poli

-separace komplexů na 

sacharózovém gradientu 20 –

70%

- dělení zejména podle 

velikosti částic (také  vliv tvaru, 

hustoty, viskozity)

- ultracentrifugace: výkyvný 

rotor, přetížení >100 000g 

několik hodin při nízké teplotě

- zóny nejsou ostré jako u 

nativní PAGE

Caffari a kol. 2009 EMBO J  28, 3052-3064 

Princip separace na sacharózovém gradientu

http://www.freewebs.com/ltaing/centrifugation.htm
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Proteiny v thylakoidní membráně - 1

Proteiny obecně
- makromolekuly z animokyselin (AMK) spojené peptidovou vazbou

- částečně dvojný charakter vazby (delokalizace π elektronů) ⇒ není volná otáčivost

- -CO–NH- : plošný útvar, volná otáčivost –Cα-CO- : řada možných prostorových uspořádání

- konformace: 

• α helix - atomy tvoří pravotočivou šroubovici 

(stabilizace H-můstky, napříč lipidové 2-vrstvy)

• β struktura – rovinný rošt (skládaný list)

stabilizace H-můstky

Struktura obecně:
-primární – sekvence AMK

-sekundární – helix, skládaný list 

-terciální - segmenty vůči sobě

-kvarterní – proteiny komplexu vůči sobě 

Základní komplexy v thylakoidní membráně:
(uskutečňuje se molekulární děj)

- PSI (s LHCI)

- PSII (s LHCII), 

- Cyt b6f komplex  

- ATP-syntáza

Důležité proteiny v thylakoidní membráně:

- Plastocyanin (PC)

- Ferredoxin (Fd)

- Fd-NADP+-oxidoreduktáza (FNR)

http://sphweb.bumc.bu.edu/otlt/mph-modules/ph/ph709_a_cellular_world/ph709_a_cellular_world6.html

Proteiny v thylakoidní

membráně - 2
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Důležité proteiny a komplexy thyl. membr.

hννννhνννν

Fotosystém I

Croce, van Amerongen 2013, Photosynth. Res. 116, 153-166

jádro (core) PSI
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Podjednotky fotosystému I

- PsaA,B – váží pouze chl a (vnitřní anténa PSI), mezi nimi P700

- chl b je pouze v LHC komplexech

Buchanan a kol.: Biochemistry and Molecular Biology of Plants 2000

Fotosystém II
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Podjednotky fotosystému II

Buchanan a kol.: Biochemistry and Molecular Biology of Plants 2000

LHC komplexy

Buchanan a kol.: Biochemistry and Molecular Biology of Plants 2000
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Struktura Lhcb1-3

- 3 transmembránové α-helixy

A, B, C

- 2 luteiny (růžová), 1 

violaxantin (žlutá), 1 neoxantin

(oranžová)

- chl a (zelená), chl b (modrá)

- rozdíly mezi Lhcb1-3 

minimální (spojovací řetězce)

Pan  a kol. 2013 Current Opinion in Structural Biology 23, 515-525

stroma

lumen

LHCII-trimer

- tvoří trimery LHCII – proměnné zastoupení Lhcb1-3

- trimery S („strongy bound“), M („moderately bound“)

- přenos energie i na PSI (fosforylované Lhcb)

Fotosystém II
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PSII-LHCII (a) a PSI-LHCI (b) komplex

Pan  a kol. 2013 Current Opinion in Structural Biology 23, 515-525

PSII core

LHC: struktura Lhcb1
- symboly označují chloriny vázané na jednotlivé AMK

- 6 chl b (4 chl b jsou vázány přes molekulu vody – modrá tečka)

- 8 chl a (ozn. 1–8), Chl b (ozn. 9–14) podle Standfuss et al. (2005)

Hoober a kol. 2007: Photosynth. Res. 94, 387–400
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formování LHC

- syntéza apoproteinu v

cytosolu

-symboly označují

chloriny vázané na

jednotnivé aminokyseliny

- 6 chl b (4 chl b jsou

vázány přes molekulu

vody – modrá tečka)

- 8 chl a (ozn. 1–8), Chl b

(ozn. 9–14) podle

Standfuss et al. (2005)

Hoober a kol. 2007: Photosynth. Res. 94, 387–400

Poměr PSII/PSI
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Mechanismus NPQ

Pan  a kol. 2013 Current Opinion in Structural Biology 23, 515-525


