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1 Uvod
(PSII) ma klicovou roli, jelikoz pomoci katalytické fotolyzy vody dochézi k produkci
kysliku, ktery je nezbytny pro Zivot na této planeté.

Fotosystém II se sklad4 z dimerniho jadra, kde dochazi k nabojové separaci, a ze
do jadra PSII. Zastoupeni téchto svétlosbérnych antén je variabilni a zastavaji ochranou
funkei pfi stresovych podminkach tim, Ze reguluji velikost svétlosbérného anténniho
komplexu LHCBII (Jansson, 2006). Napfiklad protein LHCBS (isoforma LHCB4.3),
ktery je mélo prozkouman a mé predpokladanou fotoprotektivni funkei.

Donedévna se myslelo, ze u rostlin se tento protein za béznych podminek viibec
neexprimuje a exprimuje se pouze za stresovych podminek vysoké intenzity svétla, diky
¢emuz mu prave byla prifazena fotoprotektivni funkce (Klimmek et al., 2006). Existuji
naznaky, ze by se protein LHCB8 mohl exprimovat i za béznych podminek, ale detailni
analyza zatim nebyla provedena.

Motivaci této diplomové prace je prispét k objasnéni exprese genu LHCBS
b&hem ontogenetického vyvoje u Arabidopsis thaliana, lokalizovat v jakych bunkéch je

potencidlné exprimovan a jakou potencidlni funkci by mohl v téchto burikach zastavat.



2 Cile prace

Cilem mé diplomové prace je:

1. Zpracovat piehled o problematice zabyvajici se expresi genu LHCBS za béznych

a stresovych podminek, funkci proteinu LHCBS8 ve fotosystému I1
2. Zvladnout na zaklad€ stanoveni poctu kopii transgenu pomoci Digital Droplet PCR
vyselektovat z ptedlozenych reporterovych linii AtLhcb8pro::GUS

a AtLhcb8pro:: Atlhcb8::GUS homozygotni rostliny.

3. Analyzovat expresi genu LHCBS v riznych fazich ontogenetického vyvoje

Arabidopsis thaliana.

4. Analyzovat expresi genu LHCBS za vybranych stresovych podminek.

5. Vyhodnotit mozny mechanismus funkce proteinu LHCBS v ramci fotosystému II za

stresovych podminek a diskutovat obdrzené vysledky.



3 Literarni prehled

3.1 Fotosyntéza
na Zemi. Pti fotosyntéze dochazi k premeéné svételné energie na energii chemickou, kdy
dochazi k fixaci CO2 do organické molekuly (sacharidy) a uvolnéni Oz do atmosféry.

Fotosyntéza se odehrava v tylakoidni membrané uvniti specializovanych

semiautonomnich organel nazyvanych chloroplasty. Chloroplasty jsou uvniti vyplnény
stromou, kterd obklopuje tylakoidni membrany (Obr. 1A). Spoleénym rysem u zelenych
rostlin je sklddani tylakoidnich membran do sloupcli pojmenovanych jako grana
(singular: granum), kde jsou umistény proteinové komplexy (obr. 1B). Jednotliva grana
jsou mezi sebou propojena pomoci stromalnich tylakoidd. Tylakoidy jsou vnitiné

vyplnény vodnou fazi nazyvajici se lumen (Kirchhoff, 2013; Rascio, 2013).

A aini Stromaln{ B
Granalm tylakoidy  Granum T
tylakoid \

——/ Plastoglobule -
VnéjEi
o %

prostor

membréna

|0 psi @D psi § ovibg § AP syntnase|

Obrazek 1- Model organizace tylakoidnich membran v rdmci chloroplastu. Model ukazuje chloroplast obsahujici
Ctyfi grana spojend pomoci stromalnich tylakoida (¢ast A). Prifez granem ukazuje distribuci hlavnich
komponenti fotosyntézy (B). Granum — PSII a LHCII, Lamely — PSI, ATP syntaza, NDH a cytochrom be/f
komplex; Prevzato a upraveno (Rascio, 2013)

Proces fotosyntézy je rozdélen na dvé faze, a to na primarni fazi a sekundarni
fazi. V primarni fazi (odehravd se v tylakoidni membran€) dochdzi k absorpci
slune¢niho zéafeni pomoci molekul chlorofylli a pfenosu excitac¢ni energie do reakéniho
centra fotosystému II (PSII) — Peso. Poté nasleduje pienos elektronid z PSII, které byly
ziskany rozkladem vody, pomoci plastochinonu, komplexu cytochromu be/f
a plastocyaninu aZ na fotosystém I (PSI). Nasledné dochazi k excitaci reakéniho centra
PSI — P700. Pfenaseny elektron je pak necyklickou cestou vyuzZit pro redukci NADP" za
vzniku produktu NADPH a zaroven pii transportu elektronu dochazi ke generovani
protonového gradientu pies tylakoidni membréanu, ktery je vyuzit pro syntézu ATP
pomoci ATP syntazy. Dale mize elektron putovat cyklickou cestou, kdy dochazi pouze
k tvorb& protonového gradient bez redukce NADP'. V sekundarni fazi (Calvinv

cyklus, odehréavajici se ve stromatu chloroplastl) dochazi k vyuziti produkti primarni
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faze - ATP, NADPH - k fixaci CO2 do organické molekuly (sacharidy) (Gao et al.,
2018; Pribil a Leister, 2017).

3.1.1 Organizace fotosystému II

PSII je multi-proteinovy komplex, ktery se v ramci chloroplastu nachazi uvnitf
grandlnich tylakoidnich membran. Je zodpovédny za rozklad vody, tvorbu kysliku
a redukci plastochinonu. Sklad4d zjadra a variabilniho poctu vnéjSich svétlosbérnych
antén II (LHCII) (Lu, 2016).

Jadro PSII spolu s LHCII tvofi PSII — LHCII superkomplex. LHCII u PSII je
u vétSiny suchozemskych rostlin za fyziologickych podminek tvofen proteiny
LHCB 1 -6, které¢ se déli na majoritni (LHCB 1 — 3) a minoritni (LHCB 4 — 6)
(Boekema et al., 1995; Boekema et al., 1998; Jansson, 1994).

Funkéni formou PSII-LHCII superkomplexu je vzdy forma dimeru a u vétSiny
suchozemskych rostlin se vyskytuje ve formé superkomplexu oznac¢eného jako C2S2M2
(Obr. 2). U suchozemskych rostlin je tento komplex tvofen jadrem (C2), dvéma velmi
silné¢ vazanymi svétlosbérnymi trimery (S trimery, tvofenymi proteiny kodovanymi
geny LHCBI1 a LHCB?2) a dvéma stfedné siln¢ vdzanymi trimery (M trimery, tvofenymi
proteiny kodovanymi geny LHCBI, LHCB2 a LHCB3). M a S trimery jsou k jadru PSII
vazany pomoci minoritnich svétlosbérnych antén - S trimer je vazan pomoci LHCBS
(CP26) a M trimer pomoci LHCB6 (CP24) a LHCB4 (CP29) (Boekema et al., 1995;
Boekema et al., 1998).

V ramci rostlin byly pozorovany i dalsi superkomplexy PSII, napt. C2S2, ktery
vznika odpojenim M trimert v disledku snizené exprese proteint LHCB3 a LHCB6 pfii

dlouhodobém vystaveni rostliny nadmérné intenzité svétla (Boekema et al., 2000).

Obrazek 2 - Strukturalni model PSII C2S2M2 superkomplexu. C2S2M2 superkomplex
u Arabidpsis thaliana; Ptevzato a upraveno z (Koufil ef al., 2016)



3.1.1.1 Jadro PSII
Zaklad jadra (C) PSII, které se vyskytuje jako homodimer (C2), jsou proteiny PSBA
(D1) a PSBD (D2), vnitini svétlosbérné antény PSBC (CP43) a PSBB (CP47),
podjednotky cytochromu bsso PSBE (alfa) a PSBF (beta), proteiny o nizké molekulové
hmotnosti PSBH, PSBI, PSBJ, PSBK, PSBL, PSBM, PSBN, PSBT, PSBW, PSBX,
PSBY a PSBZ a kofaktory hem b, chlorofyl A, feofytin, plastochinon, plastochinol
a P - karoten zprostiedkovavajici elektronovy transport z PSII na PSI . Dale je soucasti
jadra PSII kyslik vyvijejici komplex (OEC) zodpovidajici za katalyticky rozklad vody,
ktery je tvofen proteiny PSBO, PSBP, PSBQ a PSBR. (Bricker et al., 2012; Nickelsen
a Rengstl, 2013). Slozeni jadra je v ramci suchozemskych rostlin stdlé (Umena et al.,

2011; Nickelsen a Rengstl, 2013).

3.1.1.2 Svétlosbérné antény

Svétlosbérné antény jsou membranové proteiny obsahujici tfi transmembranové
a-helixy, které véazou pigmenty (chlorofyly a karotenoidy) jako kofaktory slouzici
k absorpci svételné energie a prenosu excitatni energie do RC PSII (Green
fotooxida¢nim poskozenim, které vznikd pii vystaveni rostliny nadmérné intenzité
svétla nebo jinym stresovym podminkdm. Za téchto podminek muze dochazet
ke zvySené produkci nebezpenych reaktivnich forem kysliku, které vedou
k oxidativnimu poskozeni proteind, lipidi i nukleovych kyselin. Tyto reaktivni
molekuly mohou vznikat mimo jiné i pfenosem energie z dlouhodobé excitované
molekuly chlorofylu na kyslik. Aby se zabranilo tvorbé reaktivnich forem kysliku, tak
proteiny LHCB pomoci nefotochemického zhaSeni (NPQ) zhasi excitované chlorofyly
a neSkodn¢ prevadi prebytecnou excitacni energii na teplo (Miiller et al., 2001).Pocet a
zastoupeni téchto antén interagujicich s jadrem PSII je wvariabilni, jelikoz jejich
zastoupeni je zavislé na vné¢jSich podminkach jako je napiiklad nizkd nebo vysoké
intenzita svétla.
- Majoritni svétlosbérné antény

Majoritni svétlosbérné antény (LHCII) se vyskytuji ve formé¢ trimerti a jsou
u vétSiny suchozemskych rostlin tvofeny proteiny LHCB1, LHCB2 a LHCB3. Jedinou
doposud znamou vyjimkou jsou nahosemenné rostliny, které ztratily gen pro protein
LHCB3. Zatimco siln¢ vdzané S trimery jsou tvofeny riznymi kombinacemi proteinti

LHCB1 a LHCB2, M trimery obsahuji jeden protein LHCB3 spolu s dvéma proteiny
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LHCBI1/LHCB?2 (Teramoto et al., 2001).

U Arabidopsis jsou LHCBI1 proteiny kodovany péti geny LHCBI1.1, LHCBI.2,
LHCBI1.3, LHCBI1.4 a LHCBI.5, kde proteiny LHCB1.1 — LHCBI1.3 jsou identické
a proteiny LHCB1.4 a LHCBI1.5 se od nich odlisuji (Jansson, 1999; Leutwiler et al.,
1986; McGrath et al., 1992). LHCB2 je u Arabidopsis kodovan tiemi geny LHCB2.1,
LHCB2.2, LHCB2.3 a LHCB3 je kodovan jednim genem (Jansson, 1999;
Klimmek et al., 2006). Zastoupeni téchto antén u suchozemskych rostlin je v poméru
8:3:1 (Jansson, 1994).

- Minoritni svétlosbérné antény

Minoritni svétlosbérné antény se vyskytuji ve form¢é monomerd za zajist'uji
vazbu LHCII trimerti na jadro PSII. Patii k nim proteiny LHCB4 (u Arabidopsis je
koédovan ttemi geny LHCB4.1, LHCB4.2 a LHCB4.3), LHCBS (ko6dovan jednim genem)
a LHCB6 (kédovan jednim genem) (Jansson, 1999; Ganeteg et al., 2004). Tyto antény
slouzi k ptipojeni LHCII trimerti k jadru PSII a déavaji vzniku PSII superkomplexu
(Dekker a Boekema, 2005).

Hlavni funkci proteinu LHCBS je pfipojeni S trimeru k jadru PSII (Viz. Obr. 2).
Protein LHCB6 ma dilezitou funkci v organizaci PSII a mé spolu s antenou LHCB3
roli v modulaci velikosti antén PSII pii dlouhodobé aklimatizaci na vysoké svétlo, kdy
snizenim jeho exprese dochéazi k modulaci velikosti antén (Kovacs et al., 2006; Caffarri

et al.,2009).

3.1.2 Minoritni anténa LHCB4

Protein LHCB4 je pfitomny u vSech zelenych rostlin a mé dtlezitou funkci, kdy
za normalnich svételnych podminek LHCB4 zprostiedkovava vazbu Si M trimert
k jadru PSII za vzniku C2S2M:2 superkomplexu PSII, kde reguluje tok excitacni energie
z LHCII do RC PSII (de Bianchi et al., 2011). LHCB4 je jedine¢ny tim, Ze pfi jeho
uplné absenci v PSII-LHCII komplexu nedochézi k jeho nahrazeni jinou podjednotkou
LHCB. Pii diverzifikaci suchozemskych rostlin doslo u nékolika linii k evolu¢nim
zménam vlivem genové duplikace, ktera vedla k diferenciaci LHCB4 aZ na tii isoformy.
U Arabidopsis je LHCB4 prezentovan isoformami — LHCB4.1, LHCB4.2 a LHCB4.3
(de Bianchi et al., 2011).

Proteiny LHCB4.1 a LHCB4.2 maji vysoce homologni sekvenci (u Arabidopsis
podobnost az 87,2 %), podobnou strukturu, funkci a regulaci. Zastoupeni obou

podjednotek za béznych podminek je 1:1 (Ilikova et al., 2021) a na zéklad¢ studii
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se predpoklada, ze se mizou funkéné zaménovat. Delece jedné z isoforem LHCBA4.1
nebo LHCB4.2 vedla vzdy k nahrazeni druhou podjednotkou. Toto vSak neplati pro
protein LHCB4.3, jelikoZ neni za normélnich podminek u vétSiny krytosemennych
pfitomen, ale jeho mnozstvi se zvySuje pfi podminkdch vysoké intenzity svétla
(de Bianchi et al., 2011; Klimmek et al., 2006).

Proteiny LHCB4.1 a LHCB4.2 maji zakonzervovanou oblast dlouhou
15 aminokyselin na jejich C konci (Klimmek ez al., 2006), ktera je dulezita pro navazani
LHCBO, ktery slouzi k navdzdni LHCB3 v M trimeru. (Albanese et al., 2016). Tato
interakce je klicova pro vznik C2S2M2 superkomplexu. U LHCB4.3 tato ¢ast C konce
chybi, a i svou sekvenci se odliSuje od proteint LHCB4.1 a LHCB4.2, a i na zaklad¢
odliSného expresniho profilu bylo navrzeno piejmenovani LHCB4.3 na LHCBS

(gen - LHCBS) (Klimmek et al., 2006).

3.1.2.1 Minoritni svétlosbérna anténa LHCBS8

U Arabidopsis thaliana je protein LHCB4, jak jiz bylo uvedeno vyse (viz. kap.
3.1.2), prezentovan tfemi isoformami. LHCBS8 se od zbylych dvou isoforem li§i svou
sekvenci a absenci C konce, zprostfedkovavajici interakci s proteinem LHCB6
a neptfimo s LHCB3. Predpoklada se, ze pokud je LHCBS ptitomen, vaze se na stejné
misto v PSII jako LHCB4.1 a LHCB4.2.

Dlouhou dobu se piedpokladalo, ze gen LHCBS (LHCB4.3) se vyskytuje pouze
u krytosemennych rostlin skupiny Eurosids a Caryophylles (Klimmek et al., 2006). Z
nejnoveéjSich studii ale vyplyva, Zze se vyskytuje také u nahosemennych rostlin
s vyjimkou skupin Cyadaceae a Cycadales (Grebe et al., 2019). U vSech rostlin,
u kterych se vyskytuje LHCBS, existuje zaroven alesponn jeden gen pro LHCB4
avtomto smyslu byl dlouho LHCB8 chéapan jako specialni forma LHCB4 kterd se
uplatituje pouze za specifickych podminek. Tento pohled je ovSem do znacéné miry
zpochybnén zjisténim, Ze u skupiny nahosemennych rostlin Pinaceae a Gnetales doslo
ke ztraté¢ genli pro dominantni formu LHCB4, a tedy jedinou isoformou, kterou

obsahuji, je LHCBS8 (Grebe et al., 2019).

3.1.2.1.1 Exprese genu LHCBS
Na gen LHCBS bylo dlouho pohliZzeno jako na gen exprimovany za béZnych
podminek jen ziidka a malo, a tudiz protein LHCB8 a jeho potencidlni role

ve fotosyntéze byl dlouho na okraji zajmu (Klimmek et al., 2006). V novéjsi studii,
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ktera se zamétovala na screening exprese LHCB geniut béhem ontogenetického vyvoje
na rostlinach Arabidopsis starych v rozmezi 2,5 — 6 dni, bylo vSak objeveno, ze gen
LHCBS se exprimoval i za béZnych podminek. Pfi studii bylo zjiSténo, ze gen LHCBS
se exprimuje jen vuréité subpopulaci bunck, jejichz mnozstvi se béhem
ontogenetického vyvoje snizuje a tim dochazi k postupné lokalizaci exprese do malych
bunécnych domén, které se vyskytovaly na okraji listu (Sawchuk ef al., 2008).

Ptfi podminkach vysoké intenzity svétla dochazi k zvysené expresi LHCBS
v ramci celé rostliny, kde vykazuje vyssi expresi az o 255 % (Albanese ef al. 2016,
2018, 2019; Alboresi et al. 2011; Flanerry et al., 2021; Floris et al. 2013;
Klimmek et al. 2006;). Nekteré studie naznacuji, ze k expresi LHCBS dochazi i za
jinych stresovych podminek, napf. pii teplotnim stresu nebo pii vystaveni rostlin
tézkym koviim (Ruckle et al. 2012) (Soltani et al. 2019), (Tang et al. 2016). I ptes tyto
relativné solidni a konzistentni transkriptomicka data byla akumulace proteinu LHCBS
v tylakoidni membran¢ pozorovana jen ve velmi malém pocétu  studii
(Albanese et al. 2016, 2018, 2019; de Bianchi ef al. 2011; Miller et al. 2017).

Dale bylo zjisténo, Ze exprese genu LHCBS mize byt za urcitych podminek
regulovana az na Urovni translace, kde dulezitou roli pro aktivovani translace ma
pravdépodobné doba, kterou je rostlina vystavena svétlu o vysoké intenzité. Tento
zpusob regulace genové exprese znaci, ze pozorované mnozstvi mRNA nemusi
odpovidat celkovému mnoZstvi naméfené¢ho proteinu (Floris et al., 2013). Dale je
podezieni, u genu LHCBS, ktery se sklada ze dvou exoni a jednoho intronu, miize mit
intron regulacni roli, tim ze dochéazi ke zvySené akumulaci mRNA. Tento jev byl

popsan jako Intron mediated enhancement (IME) (Gallegos a Rose, 2015).

3.1.2.1.2 Funkce proteinu LHCBS v ramci PSII

Jak jiz bylo zminéno dfive (Viz. kap.3.1.2.1.1), tak protein LHCBS se exprimuje
pii podminkach vysoké intenzity svétla. Na zakladé¢ toho byla tomuto proteinu
ptifazena fotoprotektivni funkce (Albanese et al., 2016; Grinzato et al., 2020). Pii
fotoprotekci ma dtlezitou roli, jak umisténi proteinu LHCB8 v ramci PSII-LHCII
superkomplexu, tak absence jeho C konce. Za normalnich podminek proteiny LHCB4
zajistuji interakci mezi RC PSII a M trimery skrze LHCB6, a to pomoci domény na
C — konci zprosttedkovavajici vazbu LHCB6. Pokud ale dojde k nahrazeni LHCB4
proteinti proteinem LHCBS, ktery tento konec neobsahuje, tak pravdépodobné nemuze

dojit k vazbé LHCB6, a to ma za nasledek zménu velikosti svétlosbérnych antén, jelikoz
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dochazi odpojeni M trimeru za tvorby C:S: superkomplexu. Diky tomu dochézi ke
zmenSeni rozsahu svétlosbérnych antén, coz je jeden z fotoprotektivnich mechanismu
uplatiiujicich se u rostlin pfi vystaveni vysoké intenzité svétla. (Albanese et al., 2016;
Albanese et al., 2019). Z divodu nizké akumulace proteinu LHCBS v tylakoidni
membrané byla navrzena hypotéza, ze protein LHCBS, ktery se exprimuje b&hem
podminek vysoké intenzity svétla, vytlati LHCB4.1 a LHCB4.2 zjiz existujiciho
C2S:M2 superkomplexu a diky své kratké Zivotnosti destabilizuje a snizi mnozZstvi
C2S2M2 superkomplexil v ramci tylakoidni membrany (Albanese et al., 2019).

U smrku ztepilého (Picea abies) mé protein LHCBS specialni funkeci, jelikoz se
jednéd o jedinou formu LHCB4, kterd se u ného vyskytuje (Grebe et al., 2019). Pii
studiich struktury PSII smrku bylo zjiSténo, ze u C2S2M:2 superkomplexu chybi proteiny
LHCB3 a LHCB6, u kterych se diive myslelo, Ze jsou nepostradatelné pro pfipojeni M
trimeru k jadru PSII. Ztrata téchto svétlosbérnych antén nejspiSe souvisi prave
s pfitomnosti pouze LHCBS8. Ztrata téchto proteinli a ptitomnost pouze LHCBS
naznacuje, ze se nejspisSe jedna o evolucni adaptaci spolecného piedchiidce rostouciho
dlouhodobé za podminek vysokého svétla jako zplsob fotoprotekce (Koufil et al.,

2016).

3.2 Analyza genové exprese

Genova exprese zahrnuje transkripci DNA do mRNA, zhotoveni mRNA,
transport mRNA z jadra do cytoplazmy, translaci na sekvenci aminokyselin a post -
ransla¢ni modifikace. Kazdy dil¢i krok genové exprese je regulovany, coZ znamena,
ze vztah mezi kvantifikaci mRNA a proteinu nebo neni rovnocenny. Studium genové
exprese mize byt provedeno bud’ na Urovni transkriptomiky (RT-qPCR, RNA-seq,
reportérové linie) nebo proteomiky (hmotnostni spektrometrie, western blot,
polyakrylamidova elektroforéza — PAGE).

Studium transkripce DNA pomoci RT-qPCR je zalozeno na kvantifikaci genové
exprese v realném case. Jako templat se pouzivda mRNA, ktera se pted pribéhem qPCR
pfepisuje do komplementarni DNA (cDNA) pomoci reverzni transkriptazy.
Kvantifikace mtize byt bud’ absolutni nebo relativni. U absolutni kvantifikace jsou data
exprese porovnavana s externi kalibracni kiivkou vytvofenou koncentracni fadou
studované¢ho amplikonu a ziskand data odpovidaji pocatecni koncentraci studovaného
vzorku, u relativni kvantifikace se porovnava variabilita mezi dvéma i vice vzorky na

zaklad¢ intenzity fluorescence (Bustin, 2000). U RNA-seq je metoda zalozena na
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vyuziti vysoce vykonnych sekvenacnich metod poskytujici ndhled do transktiptomu
bunky. Jeji hlavni vyhodou je, Ze umoziiuje objeveni novych transkriptl, identifikaci
alternativniho sestiihu genii a detekci alelové specifické exprese (Kurkuba
a Montgomery, 2015). Hlavni nevyhodou obou vySe zminénych metod je obtizna
izolace mRNA, destruktivnost, v ramci vzorku muze byt analyzovan pouze jeden
Casovy bod a ztraci se informace o prostorové distribuci specifické mRNA. Z tohoto
divodu vedl vyvoj k vytvoreni riznych reportérovych systémt, které slouzi ke studii
aktivity promotoru zdjmu a touto metodou se budu v ramci diplomové prace blize
zabyvat.

Studium proteomu pomoci hmotnostni spektrometrie je zamétené na identifikaci
proteinu z komplexni smési a kvantifikaci irovné exprese téchto proteinti. Limitaci této
metody je komplexnost analyzy a dynamicky rozsah vzorku, ktery omezuje stanoveni
méné zastoupenych proteinii (Kolker et al., 2006). Dale lze vyuzit western blotting,
metodu zalozenou na dostupnosti protilatky zaméfené proti specifickému proteinu nebo
epitopu, ktera slouzi pro identifikaci proteinu a kvantifikaci urovné jeho exprese.
Dvourozmérna gelové elektroforéza (2D-PAGE) vyuZziva elektricky proud k oddéleni
proteinl v gelu na zékladé jejich ndboje (1. rozmér) a hmotnosti (2. rozmér). Tato
metoda se nejcastéji pouziva pro separaci proteini pred dal$i analyzou (napf.
hmotnostni spektrometrie) (Beeton-Kempen, 2020).

V ramci studii genové exprese je dualezité pro pochopeni, jak se urcity gen
exprimuje za danych podminek propojit, tyto dva zpilisoby, jelikoz z diivodu regulace
genové exprese na urovni translace nemusi naméfené mnozstvi mRNA odpovidat

mnozstvi naméfené¢ho proteinu.

3.2.1 Reportérové linie

Reportérové linie slouzi jako ndstroj pro studium genové exprese za pouziti
reportérového konstruktu. Prvni reportérovy systém byl vytvoren v 80. letech 20. stoleti
a byl zaloZen na méfeni enzymové aktivity (méfeni aktivity promotoru) (Gorman et al.,
1982). Reportérovym konstruktem se rozumi konstrukt reportérového genu
a regula¢niho komplexu (Obr. 3). Regula¢ni komplex zahrnuje kontrolni komponenty
transkripce (promotor nebo zesilovace), které maji bud’ funkci konstitutivni, nebo
inducibilni (molekularné-genetické senzory), které slouZzi k iniciaci a regulaci exprese
reportérového genu.

Reportérovy konstrukt se nejCastéji skldda ze dvou komponent: specificky
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reportérovy gen a regula¢ni komplex (napf. promotor genu zdjmu). Produktem genu je
bud’ enzym, ktery katalyzuje chemickou reakci substratu, nebo protein, ktery po ozareni
svétlem vyzatuje fluorescenci. Tento konstrukt slouzi pro posouzeni aktivity promotoru,

urovné exprese a lokalizace aktivity promotoru (Serganova a Blasberg, 2019).

Regulace Transkripce Produkt
transkripce mRNA AT reportérového genu
P

Promotor  TATA Reportérovy gen Poly-A

Protein

Obrazek 3 — Konstrukt reportérového genu. Konstrukt obsahuje promotor genu zajmu, TATA box, a
reportérovy gen. Pfevzato a upraveno z Serganova a Blasberg (2019)

3.2.2 Reportérové geny

Reportérovy gen je exogenni kodujici oblast pfipojend k promotorové sekvenci
v expresnim vektoru. Idealni reportérovy gen by nemél byt endogenné exprimovan
v bunice zajmu a mél by byt vysoce citlivy pro detekci. Reportérovy protein ma aktivitu,
ktera se da lehce kvantifikovat in vitro nebo milize byt vizualizovéana in planta.

Prvnim popsanym reportérovym genem byl bakteridlni enzym chloramfenikol
acetyltransferaza (CAT) slouzici k detoxifikaci antibiotika chloramfenikol pomoci
acetylace. Tento systém vSak neumoznoval vizualizaci bunék nebo tkané (Shaw et al.,
1979).

Prvni reportérovy systém schopny vizualizace aktivity reportérového genu byl
zaloZen na enzymu bakterie E. coli — B-glucuronidaza (GUS). (Jefferson et al.,1987).
Jednalo se o prvni reportérovy gen, ktery se dal pouzit u rostlin a jeho pouziti je velmi
oblibené dodnes. Kratce poté byl vytvoten dal§i reportérovy systém zalozeny na
enzymu bakterie E. coli — lacZ genu kodujici glykosid-hydrolazu. Jednalo se o prvni
reportérovy gen, ktery se dal pouzit u eukaryotnich bunck a zvitat (Jefferson et al.,
1986; Jefterson et al., 1987).

Dnes jsou nejpouzivangj$imi reportérovymi geny GUS, fluorescencni
proteiny — zeleny fluorescencni protein (GFP) a Cerveny fluorescenéni protein (RFP),
gen kodujici luciferazu a nové pouzivana genova kazeta RUBY. V ramci své prace se

budu blize zabyvat GUS, GFP, RFP a RUBY reportérovymi geny.
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3.2.2.1 p-glukuronidaza - GUS

B-glukuronidaza je kédovana genem odvozenym od gus operonu Escherichia
coli. Jeho pouziti jako reportérovy gen se datuje zpét do roku 1987, kdy byl poprvé
pouzit ve studii Jefferson et al. (1987). Cteci ramec uidA (GUS) genu koduje protein
B-glukuronidazu (GUS) o hmotnosti 68 kD. Tento protein v aktivni formé¢ (homo-
tetramer) katalyzuje hydrolyzu substratu — B-glukoronidt a B-galakturonidt. Substrat se
vybird podle zplGsobu vizualizace, ktera mize byt napf. histochemicka,
spektrofotometricka nebo fluorometricka (Jefferson ef al., 1987). Aktivita  proteinu
GUS v ramci rostlinné tkané se detekuje pomoci pfidani substratu 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl B-D-glukunidu (X-Gluc). Reakce probiha ve dvou krocich, kde nejdiive dochazi
ke katalyzované hydrolyze X-Gluc substratu pomoci enzymu GUS za vzniku dvou
indoxylovych derivatl, které¢ potom oxidativné dimerizuji za vzniku modrého pigmentu
5,5’-dibromo-4,4"-dichloro-indigové modie (Obr. 4). Tento modry pigment by se mé&l
ukazat pouze v tkanich a bunkach, ve kterych je promotor kédujici GUS aktivni
(Dedow et al., 2022).

GUS reportérovy gen je dodnes velice oblibenym reportérovym genem u rostlin,
protoZe pro jeho vizualizaci neni potieba draha technika, GUS protein je velmi stabilni
a nevykazuje zadnou toxicitu pro rist a vyvoj rostliny. Dal$i jeho vyhodou moznost
vizualizovat i velmi slabou aktivitu promotort.

Jeho hlavni nevyhodou je, nemoZnost sledovat genovou expresi daného genu
v Case, jelikoz jeho vizualizaci dochazi k destrukci rostlinného materidlu a dale u
nékterych rostlin dochdzi k endogenni aktivit¢ GUS, coz ma za nasledek falesné

pozitivni nalezy (Hu et al., 1990).
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Obrazek 4 — Enzymaticka reakce pB-glukuronidazy za pouziti X-Gluc substratu.
Prevzato a upraveno (Mahran et al., 2020)
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3.2.2.2 Fluorescen¢ni proteiny (FP)

Fluorescencni proteiny (FP) nachazi vyuziti pro specifické a cilené znaceni
proteinli, organel, bunék, tkdné a celého organismu in vivo. Jejich vyhodou je, Ze
nepotiebuji zadné dodate¢né enzymy a kofaktory, kromé molekuldrniho kysliku pro
vytvotreni molekuly chromoforu (Shcherbakova et al., 2012). Jejich hlavni nevyhodou
je, ze pro detekovani signalu je potieba mnoho transkriptl a potiebuji Cas pro spravné
slozeni proteinu a zrani fluoroforu (doba za kterou se fluorescencni protein spravné
poskladd a zafne vyzatovat fluorescenci). Proto bylo vytvofeno nékolik druhii
mutantnich fluorescencnich proteind, které tyto nevyhody ptekonavaji (Baird et al.,
2000; Wiehler et al. 2001).

FP maji Sirokou Skalu fluorescencnich barev, které pokryvaji celé¢ viditelné
spektrum od kratké fialové az po dalekou Cervenou (azurova, modré, zelend, zlutd a
cervend) (Shcherbakova et al., 2012). NejznaméjSimi zastupci jsou zeleny fluorescencni
protein (GFP — green fluorescent protein), proteiny odvozené od GFP a cerveny
fluorescencni protein (RFP — red fluorescent protein).

- Zeleny fluorescenc¢ni protein — GFP

Jedna se o maly monomerni fluorescencni protein o hmotnosti 27 kD izolovany
z meduzy Aequorea victoria v roce 1960. Sklada se z 11 beta-vlaken, které se sbaluji do
velmi kompaktniho beta-barelu, kde je ukryta molekula chromoforu. Po ozafeni UV
nebo modrym svétlem vykazuje spravné slozeny protein svétle zelenou fluorescenci
(emisni vinova délka 507 nm) (Chalfie et al., 1994).

Hlavnim problémem, kterym se GFP potykal u rostlin, je autofluorescence, kvuli
kter¢ muze byt obtizné GFP signal detekovat (Hraska a Rakousky, 2005). Tento
problém pomohla vyiesit modifikace GFP, kde pro u¢innéjsi expresi byla z kodujici
sekvence GFP odstranéna sekvence pro krypticky intron. Déle byly provedeny Upravy
GFP, ¢imz vznikly varianty s vétsi stabilitou, jasem a rychlejs$i dobou zrani (Tab. 1).
Naptiklad nejvice vyuzivana varianta EGFP ma az 4x rychlejs$i dobu zrani nez divoky

typ GFP (Yang et al. 1996).
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Tab. 1 — Seznam dalSich nejbéznéji pouzivanych GFP variant

Vrianta GFP Efekt modifikace Reference

mGFP4 Zvyseni fluorescence proteinu Haseloff a Amos (1995)

mGFP5 Lepsi skladani proteinu pti 37 °C, zvySena fluorescence | Haseloff ez al., (1997)

sGFP Zvysena exprese a fluorescence Haas et al., (1996)

SGFP S65T Zvysené detekeni limity, zvySeny jas, rychlejsi tvorba Chiu et al. (1996)
chromoforu, pomalejsi fotobleaching

mut3GFP Skladani proteinu pii vyssich teplotach Siemering et al., (1996)

smGFP ZlepSena rozpustnost proteinu a zvySeny jas Davis a Viestra (1998)

smRS-GFP Zlepsena rozpustnost, jas a posun emise do cervené Davis a Viestra (1998)
oblasti

smBFP Zlepsena rozpustnost, jas a posun emise do modré Davis a Viestra (1998)
oblasti

synGFP Zvysena ucinnost translace a zvySena exprese Rouwendal et al., (1997)

BFP Emise v modré oblasti, slabsi jas a fotobleaching Reichel et al. (1996)

mYFP Emise ve zluté oblasti Haseloff et al., (1999)

mCFP Emise v tyrkysové (azurové) oblasti Haseloff ez al., (1999)

- RFP — Cerveny fluorescenéni protein

Jedna se o maly fluorescencni protein o hmotnosti 25,9 kD, jenz byl izolovan ze
zivo¢ichii rodu Discosoma a pojmenovan DsRed (Baird er al., 2000). DsRed ma
excitaéni vinovou délku 558 nm a emisni vlnovou délku pfi 583 nm. Nevyhodou
proteinu DsRed je jeho doba zrani, kterd je kolem 24 hodin a podstatnd cast
proteinovych molekul tvofi zeleny fluorescenéni produkt, coz omezuje jeho
pouzitelnost pro vicebarevné zobrazovaci experimenty v kombinaci s GFP (Cotlet et al.,
2001). Dalsi nevyhodou je, ze DsRed je tetramerni protein. Proto jakykoliv protein
fuzovany s DsRed se stane taky tetramerni, coz muze narusit lokalizaci cilového
proteinu (Gross et al., 2000; Yarbrough et al., 2001). Proto byly pomoci genetického
inZzenyrstvi vyvinuty monomerni varianty RFP, které tyto problémy piekonavaji. Diky
tomu existuje v dnesni dobé nékolik variant RFP, které emituji oranZovou, ¢ervenou a
daleko-Cervenou fluorescenci.

Varianty RFP lze rozdélit do dvou skupin, a to RFP odvozené od DsRed, kam

patii: mRFP1 s rychlejsi dobou zrani, ale nevyhodou je redukce fluorescence a
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fotostability (Campbell et al., 2002; Shaner et al., 2008); mOrange2 kodujici
oranzovocerveny fluorescencni protein se zlepSenou fotostabilitou (Shaner et al., 2008);
mCherry, ktery patii k nejpouzivanéjSim RFP v bakteridlnim vyzkumu (Shcherbo et al.,
2009); dale sem patii mPlum, mRouge a fada dalSich variant (Shen et al., 2015).
Druhou skupinou jsou RFP odvozené od RFP eqFP578 pochézejiciho z moiské
sasanky Entacmaea quadricolo (Wiedenmann et al., 2002). K tomuto typu proteinu
patti: TagRFP, koédujici oranzovocerveny fluorescencni protein produkujici jasnéjsi
fluorescenci, ale s nizkou fotostabilitu (Shaner et al., 2008); FusionRed, vykazujici
snizenou cytotoxicitu v sav¢ich bunkach (Shemiakina er al.,, 2012); mKate2,
s vynikajici odolnosti vi¢i pH a vysokou fotostabilitou; dale mRuby, mNeptune a dalsi

varianty (Shen et al., 2015).

3.2.2.3 Reportérova kazeta RUBY

Jednd se o reportérovy gen, jehoz piednosti je neinvazivni sledovani genové
exprese bez pouziti specialniho zatizeni nebo chemického substratu. Vizualizace je
zaloZena na schopnosti rostliny produkovat barevné derivaty aminokyseliny tyrosinu —
betalainy (Strack et al., 2003).

Batalainy jsou latky cervené barvy, se kterymi se miizeme setkat napft. u ervené
fepy, draciho ovoce nebo Svycarského mangoldu. Syntéza betalainu je zaloZena na tiech
enzymatickych reakcich. Pii reakci nejdiive dochézi k hydroxylaci tyrosinu za vzniku
L-3,4-dihydroxyfenylalaninu (L — DOPA) za katalyzy enzymem P450 oxygenazou
CYP76ADI1. L — DOPA je nasledné oxidovan na cyklo-DOPA za katalyzy enzymem
CYP76ADI1. Alternativni cestou mize byt L — DOPA metabolizovan enzymem
L — DOPA 4,5-dioxigenazou (DODA) na betalamovou kyselinu. Nasledné bez Ucasti
enzymu dochazi ke kondenzaci betalamové kyseliny a cyklo-DOPA za tvorby
betanidinu, kde naslednym piidanim cukerného zbytku pomoci glukosyltransferazy
dochazi k vytvoteni betalainu (Obr. 5). Geny kodujici tyto enzymy jsou soucasti RUBY
kazety.

Hlavni vyhodou reportéru RUBY je, ze kazda bunka obsahuje aminokyselinu
tyrosin. Diky tomu se nemusi tyrosin exogenn¢ pridavat jako substrat (He et al., 2020;

Polturak a Aharoni, 2019).
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Obrazek 5 - Reportérova kazeta RUBY. Chemicka reakce pro pieménu tyrosinu na betalain, ktery ma ¢ervenou barvu (A).
Reportérovy konstrukt exprimujici trojici enzymu ucastnici se biosyntetické drahy betalaint. Pfevzato a upraveno (He ef al., 2020)

3.2.4 Priprava reportérovych linii
Ptiprava reportérové linie zahrnuje piipravu reportérového konstruktu pomoci metod
klonovani, nasledné¢ transformaci rostliny a selekci pozitivnich transformantli a nakonec

selekci homozygotnich linii.

3.2.4.1 Priprava reportérového konstruktu

Reportérovym konstruktem se rozumi plasmidovy vektor exprimujici reportérovy
protein. Tento konstrukt se pfipravuje pomoci metod klonovéni, kterym je nékolik
fragmentii DNA rekombinovano dohromady v ramci plazmidu a nésledné naklonovany
v bakteridlnich hostitelich. Po dlouhou dobu bylo klonovani provadéno pomoci
restrikénich endonukledz, kterymi se generovaly kompatibilni konce mezi vektorem
ainzertem a nasledné¢ doslo k jejich spojeni pomoci T4 DNA ligdzy. AvSak timto
zpusobem je tvorba konstruktu omezena pfitomnosti nebo absenci vhodnych
restrikénich mist a zéroven se jedna o velmi pracny proces zahrnujici izolaci fragmentt
DNA (Green a Sambrook, 2012). Proto byly vytvofeny alternativni metody zahrnujici
Golden Gate Assembly, Gibson Assembly a Gateway klonovani, kterym se budu
zabyvat blize.

Golden Gate Assembly je metoda usnadnujici propojeni vice fragmentii DNA do
jednoho celku. Tato metoda vyuZziva restrikéni enzymy typu IIS, které $t€pi DNA mimo
jejich rozpozndvaci sekvenci a diky tomu vznikaji nepalindromické ptesahy, které

umoziuji propojeni n€kolika fragmenti DNA a nasledné jejich spojeni pomoci T4

16



ligazy (Lebedenko et al., 1991; Szybalski et al.,1991).

Pomoci Gibson Assembly muze byt spojeno az nékolik fragmenti DNA
obsahujicich 2040 bp dlouhy ptesah, ktery slouzi pro spojeni se sousednim
fragmentem DNA. Tento pfesah je vytvofen pomoci specidlné navrzenych primert.
Nasledné spojeni jednotlivych fragmentl je provedeno pomoci 3 enzymu, kdy
exonukleaza odstrani cast sekvence z 5" konce, diky c¢emuz dojde k propojeni
jednotlivych fragmentli, nasledn¢ DNA polymeraza vyplni vzniklé mezery a nakonec

dojde ke spojeni pomoci DNA ligazy (Gibson et al., 2009).

3.2.4.1.1 Gateway klonovani

Gateway klonovaci systém je zaloZzen na mistné specifické rekombinaci DNA
bakteriofaga A do genomu Escherichia coli (Hartley et al. 2000). UmozZiuje paralelni
klonovani vice fragmenti DNA za pouZiti stejnych enzymd, coz je zna¢nou vyhodou
oproti konven¢nimu klonovani (Hartley et al. 2000; Walhout et al. 2000; Reboul et al.
2001).

Pfi Gateway klonovani se vyuZivaji dva typy rekombinacnich reakci
zprostfedkované enzymovymi mixy zvanymi BP a LR clonasy. Nejdiive dochdzi k PCR
amplifikaci zdjmového DNA fragmentu za pouziti specidlné navrzenych primert. Tyto
primery jsou na 3" konci kompatibilni s DNA fragmentem a na 5" obsahuji attB ptesah.
Pii prvni reakci dochazi k rekombinaci attB ptfesahit PCR produktu s attP konci
donorového vektoru za vzniku vstupniho klonu v némz je klonovany fragment DNA
ohrani¢en attL konci (BP reakce) (Obr. 6A). Nasledné pii druhé reakci dochazi
k rekombinaci attl. pfesahit DNA fragmentu ve vstupnim klonu s attR konci Gateway
kazety destinacniho vektoru za vzniku destina¢niho klonu s attB konci (LR rekce)

(Obr.6B) (Reece-Hoyes a Walhout, 2018).
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Obrazek 6 — Gateway klonovani. BP reakce (A), LR reakce (B). Pfevzato a upraveno (Reece-Hoyes a Walhout, 2018)

Kazda rekombinacni reakce je velice pfesnd a rozpoznani rekombinacnich mist
att je extrémné specifické. Celkem existuji 4 typy att mist, které obsahuji jadro
(rozpoznavaci oblast) o velikosti 25 bp a liSi se od sebe pfitomnosti/absenci ramen —
attP, attB, attL a attR mista (Obr. 7A). Ramena obsahuji interakéni mista pro
rekombinacni enzymy. Uvnitf jadra je rozpoznavaci oblast, kde dochdzi ke Stépeni
a naslednému znovuspojeni DNA (Obr. 7B). Zavedenim nukleotidovych zmén do jadra
vedlo k vytvoreni rtiznych podtypt att mist, které rekombinuji pouze mezi sebou. Tyto
modifikace usnadnuji klonovani fragmentti DNA pouze v jedné orientaci paralelné za

sebou (Reece-Hoyes a Walhout, 2018).

A ar [ B amo TCAAGTTAGTAT
atts > at81  ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
at82  ACAAGTTTGTACAAQAAAGCTGGGT
am [ B atB4  CAACTTTGTATAGAAAAGTTG

atR DI

Obrazek 7 — Rekombina¢ni mista att. Rekombina¢ni mista attP, attB, attL a attR (A), Rozpoznavaci oblast
jadra, kde dochazi k restrikénimu $tépeni (B). Pievzato a upraveno (Reece-Hoyes a Walhout, 2018)

Hlavni nevyhodou tohoto sytému je, ze jakmile je pouzito Gateway klonovéani,
je tézké prejit na jiny rekombinacni systém nebo se vratit ke konvenénimu klonovani
(napt. Gateway vektorim muzou chybét vhodnd mista pro restrikéni Stépeni). Dalsi
nevyhodou je cena restrikénich enzyml nebo Ze pfi klonovani vice fragmenti DNA
mezi nimi zastavaji att mista (Reece-Hoyes a Walhout, 2018).

3.2.4.2 Transformace Arabidopsis thaliana — floral dip
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Transformace rostlin je geneticky proces, pii kterém jsou geny zajmu zavedeny
do rostlinnych bunék a stabiln¢ integrovany do genomu. Konvencni transformacni
metody zahrnuji ptipravu rostlinnych bunék nebo tkéani pro transformaci, zavedeni genu
zajmu do bun€k pomoci Agrobacterium tumefaciens nebo biolistickou metodou, selekci
transformovanych bunék a jejich regeneraci do transgenni rostliny (Christou, 1996).

Celkové se jedna o zdlouhavy a slozity proces. V roce 1987 byla v prukopnické
praci Feldmann ef al. (1987) popsana metoda transformace ,,in planta®, kde byly
uspésné, ale s nizkou ucinnosti transformovany kli¢ici semena Arabidopsis. O n€kolik
let pozdéji byla Gcinnost transformace zvySena pomoci metody vakuové transformace.
Pro provedeni transformace musely rostliny vytrhnuty a poté znovu zasazeny
(Feldmann et al., 1987; Bechtold et al., 1993).

Tyto transformacni postupy byly postupem Casu zjednodusSeny a vylepSeny, kdy se
jednoduse kvét ponofil do bunétné suspenze Agrobacterium s piidanou povrchove
aktivni latkou — Silwet L-77 pro zvySeni Uc¢innosti transformace. Tato transformacni
metoda se oznacuje jako metoda kvétinového naméceni (floral dip) (Clough a Bent,
1998). Jejimi hlavnimi vyhodami jsou nenarocnost, vyuziti relativné levného vybaveni,
nizké mnozstvi specializovanych ¢inidel, produkce velkého poctu transgennich linii

u Arabidopsis béhem kratké doby.

3.2.4.3 Selekce transgennich homozygotnich linii u Arabidopsis thaliana

Analyza transgennich linii je velice dulezity proces. Z potomkl primérné
transformovanych rostlin je tfeba nejdiive vybrat transgenni jedince, tj. takové, ktefi ve
svém genomu nesou pozadovany gen/inzert. V T1 generaci rostlin je inzert prakticky
vzdy ptitomen pouze v jedné alele (hemizygotni rostliny). Pfi praci s hemizygotem by
mohlo dojit v nésledujicich generacich ke ztraté inzertu v diisledku Mendelova zédkona
o segregaci alel, ztohoto divodu je prakticky vzdy potieba pro dalsi praci
s transgennimi rostlinami vyselektovat homozygotni linie, kde inzert je pfitomen ve
dvou alelach (Bubner a Baldwin, 2004; Miego et al., 2013). Pfi procesu transformace
rostlin ¢asto dochazi k vicendsobné inzerci transgenu do genomu a pokud je u rostliny
pocet vlozenych kopii transgenu vysoky, vyrazné¢ to komplikuje nebo dokonce
prakticky znemoznuje selekci homozygotii. Z tohoto divodu je uziteCné pii selekci
homozygotnich linii z transgennich rostlin vyuzit nékterou z metod pro stanoveni poctu

kopii inzertu.
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3.2.4.3.1 Identifikace transformovanych rostlin pomoci markeri

Selekce transformovanych rostlin/semen je zalozena na pouziti selekénich
markerti, které jsou soucasti klonovaciho vektoru. Selekce transgennich rostlin se
konvenéné dosahuje pomoci selekénich markert, které umoziiuji transgennim rostlindm
rust v pritomnosti ur¢itého antibiotika nebo herbicidu. Tyto tradi¢ni selekéni metody
maji vSak nékolik nevyhod. Za prvé tyto selekéni markery vyzaduji praci ve sterilnich
podminkach, coz je ptekazkou pfi praci s velkym poctem rostlin v T2 generaci, kdy jsou
potiebné velké prostory pro jejich péstovani. S tim pak souvisi pouziti velkého mnoZzstvi
ristovych médii a pracnost a ¢asovd narocnost pii vyseti mnoha semen. A za druhé
dochazi k tomu, ze transformované rostliny s ristové vyvojovymi vadami jsou ¢aste¢né
senzitivni na pouzita antibiotika a herbicidy, i pfesto, Ze ve svém genomu nesou geny
rezistence (Yin et al., 2008). Dale byva problém v situaci, kdy je potfeba provést
transformaci inzercni linie, ktera jiz ve svém genomu obsahuje transgen s genem
rezistence vici antibiotiku (napf. spectinomycin), jelikoz ho nelze znovu pouzit
a omezuje se tim vybér selekéniho markeru pro novou transformaci.

Dal$i metodou pro selekci transformovanych rostlin u Arabidopsis je selekce
semen pomoci fluorescencniho markeru. Jednd se novou technologii nazyvajici se
FAST (fluorescence-accumulating seed technology, Shimada et al., 2010), kterd je
zaloZena na fizi OLE1 promotoru (AtOLElpr) s fluorescencnim reportérovym genem
(GFP, RFP). OLEI1 (oleosin) je strukturni protein, ktery je soucasti membran oleosomi
a bézné se vyskytuje v buiikdch semen Arabidopsis thaliana. Diky tomu miize byt u této
rostliny pouzit jako ideédlni selekéni marker. Hlavnimi vyhodami této technologie jsou,
ze umoznuje identifikaci transformovanych semen ihned po jejich sklizeni a tim
pfekondva nedostatky konvencnich selekénich markert, Setfi Cas, eliminuje potiebu
antibiotik a herbicidl a neni finan¢né narocna. Nejvétsi vyhodou FAST technologie je,
ze jednd o ko-dominantni markery, které Ize krom¢ selekce transformované rostliny
v T1 generaci vyuzit i k rozliSeni homozygotni rostliny od hemizogtni v T2 generaci na

zaklad¢ intenzity fluorescence semen (Shimada et al., 2010).

3.2.4.3.2 Stanoveni poc¢tu Kopii transgenu u transformovanych rostlin
Transgenni rostliny se pfipravuji vlozenim transferové DNA (T-DNA) do genomu
rostliny pomoci Agrobacterium tumefaciens. T-DNA se miize vramci rostlinného

genomu integrovat do riznych mist a zaroveil ¢asto dochézi také k vicenasobné inzerci,

20



ktera komplikuje selekci homozygotnich rostlin. Vysoky pocet kopii transgenu miize
vést k extrémné vysoké expresi genu a nékdy muze vést az k jeho umlceni (Glowacka et
al., 2016; Tang et al., 2007), proto v idedlnim ptipadé je lepsi vyselektovat v Tl1
generaci rostliny s 1 kopii vlozeného transgenu (hemizygoti) a nasledné v T2 generaci
vyselektovat rostliny s dvéma kopiemi inzertu (homozygoti).

Pro ur€eni poctu kopii inzerti se pouziva nékolik ptistupti. Jednim z nich je
naptiklad Southern blot, kde je genomickd DNA Stépena restrikéni endonukledzou,
nasledné separovdna elektroforézou a po pfenosu na membranu jsou fragmenty
obsahujici transgen detekovany pomoci zna¢enych DNA sond (Cantsilieris ef al., 2013).
Dnes casto pouzivana metoda je kvantitativni PCR, kdy se porovnava intenzita
fluorescence vzorku se sekvenci zdjmu s intenzitou fluorescence validovaného
referencniho genu (Pfaffl, 2001). Dale lze vyuzit sekvenacni metody, kdy za pomoci
cileného zachyceni sekvence, jsou izolovany oblasti DNA, které obsahuji pozadovanu
sekvenci. Tato metoda zahrnuje ptipravu DNA sekvenacni knihovny skladajici
se znahodné dlouhych fragment templatové DNA, kde poté dochazi k hybridizaci
mezi zadjmovou sekvenci a biotinylovanymi syntetickymi oligonukleotidy (sondami).
Nezéadouci sekvence DNA jsou vymyty a tim dochazi k obohaceni DNA. To umoznilo
urceni presné¢ho poctu kopii inzertu a identifikaci mist inzerce (Guttikonda et al., 2016).

Kazda z téchto metod ma své specifické nevyhody jako je neptfesnost urceni
nebo vysoké néklady. Dnes je zjednou nejefektivnéjSich a nejrychlejSich metod pro

urceni poctu kopii genll/ insertil v genomu je digital droplet PCR (ddPCR).

3.2.4.3.2.1 Digital droplet PCR (ddPCR)

Digital droplet PCR je metoda, kterd byla vyvinuta pro absolutni kvantifikaci
nukleové kyseliny ve vzorku. Jednd se o vysoce vykonny, piesny a citlivy systém
prekonavajici nepfesnosti real-time PCR. Své uplatnéni nachazi jak ve vyzkumnych, tak
diagnostickych aplikacich (Hindson et al., 2011).

Absolutni kvantifikace zajmové DNA sekvence je zaloZena na rozdéleni smési
(vzorek a olej) obsahujici cilovou sekvenci DNA az na 20000 kapicek (dropletit). Kazda
kapicka slouzi jako samostatnd reakéni jednotka, v niz probihd PCR reakce sekvenci
z4djmu za vyuziti TagMan sond znacenych reportérovymi fluorofory FAM, VIC nebo
HEX nebo interkalac¢nich barviv typu EvaGreen. Po reakci je nasledné analyzovéana
kazda kapicka samostatné za vyuziti dvoubarevného detekéniho systému (FAM a VIC),

kde se vyhodnoti pfitomnost (pozitivni kapi¢ky) nebo nepfitomnost (negativni kapicky)
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fluorescenéniho signalu. Pozitivni kapicky jsou tedy obecné ty, které obsahujici alespon
jednu kopii cilové sekvence DNA.

Pro zjiSténi poctu kopii vloZeného inzertu v genomu se pouzivd ddPCR v modu
CNV (copy number variation). Termin CNV je termin obecné pouZzivany pro oznaceni
situace, kdy se urcitd sekvence genomu opakuje a pocet opakovani se mezi jedinci
stejného druhu lisi. Tato zména poctu kopii mize mit vliv na vysledny fenotyp (napf.
morfologie, zména metabolismu, nachylnost k infekénim chorobam). Pii stanoveni
poctu kopii inzertu u transgennich rostlin se jako studovana sekvence (target) voli usek
DNA, ktery je soucasti inzertu, a jako reference se voli obvykle gen, ktery se v genomu
studované rostliny nachéazi ve dvou kopiich.

Pii méteni CNV se pro vizualizaci amplifikace studované a referencni sekvence
DNA casto vyuZzivaji TagMan hydrolyzacni sondy (proby). Jednd se o syntetické
oligonukleotidové proby, které v intaktnim stavu obsahuji fluorofor a zhase¢ velmi
blizko sebe a to ma za nasledek ze fluorofor (barvivo FAM — fluorescein emitujici
modrozelenou fluorescenci, VIC — xanthenvé barvivo emitujici zlutozelenou
fluorescenci a HEX — hexachlorfluorescein emitujici zelenozlutou fluorescenci) je
zhaSen. Béhem PCR reakce tyto proby nasedaji na komplementarni sekvenci DNA
a v okamziku, kdy DNA polymeraza pii amplifikaci narazi na probu, vyuzije své 5°-3°
exonukleazové aktivity a proba se tim hydrolyzuje za uvolnéni fluoroforu, ktery se
oddéli od  zhaSee, coz md& za  nasledek zvySeni  fluorescence
(https://www.thermofisher.com).

Pti duplexnim experimentu mohou byt sledovany dvé cilové sekvence, piicemz
pro kazdou znich musi byt navrzena TagMan sonda s jinym fluoroforem. V tomto
pfipadé¢ jsou data vizualizovand jako 2-D graf (Obr. 8), ve kterém je zndzornéna
fluorescence kanalu 1 (sonda 1, obvykle FAM) proti fluorescenci kanalu 2 (sonda 2,
obvykle HEX nebo VIC) pro kazdou kapku (Hindson et al., 2011, https://www.bio-
rad.com). Jelikoz je distribuce sekvenci DNA do kapic¢ek ndhodna, tak u takovéhoto
duplexniho experimentu je mozné kapicky délit na ctyfi skupiny: dvojité negativni
kapicky, kapicky pozitivni pro fluorofor 1, kapicky pozitivni pro fluorofor 2 a kapicky
pozitivni pro oba fluorofory (dvojité pozitivni). Software poté spocita pocet pozitivnich
a negativnich kapi¢ek pro jednotlivé fluorofory a pomoci vypoctu vychdzejiciho
z Poissonova statistického rozdéleni uréi bud’ absolutni koncentraci cilové sekvence
DNA v jednotkéach kopie/pul, nebo relativni zastoupeni jedné sledované sekvence vici

druhé (referenci) (https://www.bio-rad.com).
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Obrazek 8 — 2-D graf zobrazujici fluorescenci kapicek. Na grafu 1ze pozorovat negativni kapicky (Seda barva),
pozitivni kapi¢ky pouze pro FAM (modra barva), pozitivni kapicky pouze pro VIC (zelena barva) a pozitivni pro
oba fluorofory (oranzova). Pfevzato a upraveno z manualu pro ddPCR (https://www.bio-rad.com)
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4 Material a metodika:
4.1 Biologicky material
o Agrobacterium tumefaciens kmen GV3101
o Arabidopsis thaliana — ekotyp Columbia (Col-0)
o Arabidopsis thaliana — mutant [hcb8 (SALK _032779)
o Arabidopsis thaliana reportérova linie - AtLhcb8pro:: AtLhcb8::EGFP-GUS
o Arabidopsis thaliana reportérova linie - AtLhcb8pro::EGFP-GUS
o Arabidopsis thaliana reportérova linie - AtLhcb8pro::RUBY
o Escherichia coli kmen NEB5a
o Escherichia coli kmen Stbl2
o Plasmid At2S3:RUBY (Addgene, kat. ¢. 160906, He et al., 2020)
o Plasmid pDONR P4-P1r AtLhcb8pro
o Plasmid pDONR207 (Invitrogen, kat. ¢. V011826)
o Plasmid pH7m24GW-FAST (VIB, ID 5 _43)

4.2 Chemikalie:
o 10X CutSmart pufr (NEB, kat. ¢. B6004S)
o 5X Sequencing Buffer (Thermo scientific, kat.¢ 4336697)
o 5x TBE (Tris/Borate/EDTA) pufr
o Aceton 90%
o Agardza (Sigma, kat.¢. A9539)
o Cistici prostfedek na GMO — Krystal SANAN KLASIK
o destilovana voda
o Etanol 80%
o Etidium bromid
o GeneRuler Express DNA Ladder, ready-to-use (Thermo scientific, kat.c. SM1553)
o Gentamicin 50 mg/ml
o QS5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymeraza (NEB, kat. ¢. M0493S)
o QS5 Reaction Buffer Pack (NEB, kat. ¢. B9027S)
o Restrikéni enzym Mfel (NEB, kat. ¢. R3589S)
o Restrikéni enzym Xmnl (NEB, kat. ¢. R0194S)
o Rifampicin 50 mg/ml
o Silwet L-77

o Spectinomycin 100 mg/ml
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Pouzité soupravy:

o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo scientific, kat.¢. 4337456)
o Gateway™ BP Clonase™ II Enzyme mix (Invitrogen, kat. ¢. 10348582)

o Gateway™ LR Clonase™ II Enzyme mix (Invitrogen, kat. ¢. 10134992)

o NucleoSpin® Plant IT kit

o Phire Plant Direct PCR Master Mix kit (ThermoFisher Scientific, kat.c. F160S)

o QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, kat. ¢. 28106)

o ThermoFisher GeneJet Plasmid kit (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. K0503)

Pouzité roztoky a jejich priprava:

o 10% Triton X

o 100 mM Acetosyringon: 19,62 mg/ml v DMSO

o 100 mM K3[Fe(CN)s]: 1,65 g Ks[Fe(CN)s] v 50 ml dH20.

o 100 mM K4[Fe(CN)s]: 2,12 g Ka[Fe(CN)s] v 50 ml dH20.

o 100 mM NaPOs4 roztok: smichat 7 ml 200 mM NaH2POs s 18 ml 200 mM Na:HPO4
a doplnit do 50 ml dH20; pH 7,2

o 100 mM X-gluc: Rozpustit 100 mg X-gluc ve 2 ml DMSO

o 5% Sacharoza: 50g/1 v dH20

o 500 mM EDTA: 9,3 g Na2EDTA v 50 ml dH20; pH 8

o SOC médium (NEB, kat. ¢. B9035S)

o Sterilni LB (Luria-Bertani) médium: 10 g/I trypton, 5 g/l kvasni¢ny extrakt,
10g/1 NaCl, pH 7; pro piipravu tuhého média ptidat agar do konec¢né koncentrace
1,5%

o Sterilni YEB (Yeast Extract Beef) médium: 5 g/l hovézi extract, 1g/1 kvasnicny
extrakt, 5 g/l pepton, 5 g/l sachar6za, 0,3 g/1 MgSOs4, pH 7,2; pro piipravu tuhého

média pridat agar do kone¢né koncentrace 1,5%

4.3 Pristrojové vybaveni:
o Analytické vahy (Scaltec instruments GmbH, Némecko)
o Automatické pipety (Nichipet, USA)
o Biologicky termostat BT120 (Laboratorni piistroje Praha, CR)
o Centrifuga (Labnet Iternational, Inc., USA)
o Centrifuga 5430 R (Eppendorf, Némecko)

o Droplet Generator QX200 (Bio-Rad, USA)
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o Droplet Reader QX200 (Bio-Rad, USA)

o DUAL-Pam-100 (Walz, Némecko)

o Elektroforetick4d komtrka (Thermo Fisher Scientific, USA)
o FluorCam 700MF (Photon Systems Instruments, CR)

o Fotoaparat Nikon D90 (Nikon)

o Fytotron (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie)

o GentleGrab (Labdeers, CR)

o Luminarni box (Thermo Fisher Scientific, USA)

o Lyofilizator (LaboGene, Dansko)

o Mikrocentrifuga Fresco 17 (Thermo Fisher scientific, USA)
o Mikroskop Olympus IX81 (Olympus, Japonsko)

o Mixer Mill (Retsch GmbH, Némecko)

o PCR Plate Sealer PX1 (Bio-Rad, USA)

o Spektrofotometer NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
o Stereoskopicky mikroskop EP50 (Olympus, Japonsko)

o Stereoskopicky mikroskop SZX16 (Olympus, Japonsko)

o Svételny mikroskop BX60 (Olympus, Japonsko)

o Thermal cycler (Bio-Rad, USA)

o Ttepacka MAXQ 4000 (Thermo Fisher Scientific, USA)

o Tiepacka vortex 4 bas (IKA, Némecko)

o UV transillumindtor (Syngene International Limited, India)
o Vakuova pumpa (KNF LAB, Némecko)

o Vodna lazen (Grant Instruments Ltd, Anglie)

o Zdroj jednosmérného napéti (Thermo Fisher Scientific, USA)
Pouzity Software

o Snapgene

o Microsoft excel
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4.4 Metody:

4.4.1 Rostlinny material a podminky péstovani

V pribéhu experimentu byly vyuZity rostliny Arabidopis thaliana. Konkrétné
divoky typ (WT, ekotyp Columbia, Col-0), mutantni linie s inzerci v genu kodujici
protein LHCB8 (kolhch8) a reportérové linie, kde prvni linie obsahuje inzert, ktery
se sklada ze sekvence promotoru LHCBS (AtLhcb8pro, (AtLhcb8pro, sekvence 1428bp
upstream od start kodonu genu LHCBS) a reportérového genu GUS a GFP
(AtLhcb8pro:: EGFP-GUS) a druha linie, jejiz inzert se sklada ze sekvence AtLhcb8pro,
genu LHCBS a reportérového genu GUS a GFP (ALhcb8pro:: Atlhcb8::EGFP-GUS). Obé
linie obsahuji fluorescenéni selekéni marker OLE1-RFP (Shimada et al., 2010) a byly
poskytnuty vedouci prace. V pribé¢hu prace byla pfipravena tieti linie, jejiz inzert se
sklada ze sekvence AtLhcb8pro a reportérové kazety RUBY (AtLhcb8pro::RUBY). Tato
linie obsahuje fluorescen¢ni selekéni marker OLE1-GFP.

Vysazeni rostlin pro selekci homozygotnich linii probihalo tak, zZe nejdfive byla
seminka stratifikovana (namoceni seminek do vody a umistény do prostiedi o teploté
cca 4 °C po dobu 2 dni). Poté byla seminka vyseta a umisténa do fytotronu za
nésledujicich podminek pé&stovani: den (16h svétlo o intenzité 150 pmol'm™s!, 19 °C,
a 60% vlhkost) a noc (8 h tma, 18°C a 60% vlhkost).

Pro analyzu aktivity AtLhcb8pro a charakterizaci fotosyntetické funkce rostlin byla
nejdiive vyseta seminka nasledujicich genotypl: WT, kolhcb8 a reportérova linie
AtLhcb8pro::EGFP-GUS a  AtLhcb8pro::Atlhcb8::EGFP-GUS. Pro vykliceni byla
seminka nejdfive stratifikovana. Poté byla vysazena a déna do fytotronu za podminek
péstovani: den (8h svétlo o intenzit¢ 100 pumol'm™2's!, 22 °C, a 60% vlhkost) a noc

(16 h tma, 22°C a 60% vlhkost).

4.4.2 Charakterizace pouZzitych plazmidi
V priibéhu experimentu byly pouzity:plazmidy At2S3:RUBY (Addgene, kat.
¢. 160906), ktery obsahuje RUBY kazetu a byl pouzit pro neinvazivni vizualizaci
in vivo aktivity AtLhcb8pro, donorovy plasmid pDONR207  (Invitrogen, kat. ¢.
V011826), ktery slouzil pro vytvofeni vstupniho klonu obsahujictho RUBY kazetu
vramci Gateway klonovani aobsahuje selekéni gen rezistence na antibiotikum
gentamicin, a plasmid pDONR P4 Plr AtLhcb8pr, ktery slouZzil jako vstupni vektor

obsahujici sekvenci AtLhcb8pro, ktery byl pfipraven a dodan vedouci prace. Plasmid
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pH7m24GW-FAST (VIB, ID 5 43) slouzil jako destinacni vektor pro zaklonovani
sekvence AtLhcb8y0o a RUBY fragmentu a obsahuje selekéni gen rezistence na

antibiotikum spectinomycin.

4.4.3 Priprava reportérové linie AtLhcb8,.,::RUBY
4.4.3.1 Rozpéstovani bakterii z konzerv nebo misek s tuhym LB médiem
Do sterilni zkumavky bylo napipetovano 5 ml tekutého LB média, antibiotikum
gentamicin ¢ = 50 pg/ml (pDONR207::RUBY), spectinomycin ¢ = 100 pg/ml
(At2S3:RUBY, pH7m24GW-FAST::AtLhcb8pro::RUBY). Pti rozpéstovani
z bakteridlnich konzerv bylo do zkumavky pfidano 2,5 pl bakteridlni kultury
z bakterialni konzervy, pii rozpéstovani kolonii z misek stuhym LB médiem byla
pozadovand kolonie odebrana pomoci plastové Spicky a pfenesena do zkumavky. Poté
byla zkumavka inkubovana na tfepacce pies noc (225 otacek, 37 °C) a nasledujici den
byla provedena izolace plazmidu. Veskerd prace s bakteriemi byla provedena ve

sterilnim prostredi.

4.4.3.2 Izolace plazmidové DNA pomoci ThermoFisher GeneJet Plasmid kitu

Narostla kultura bakterii obsahujici cilovy plazmid byla rozlita po 2 ml do dvou
mikrozkumavek (2 ml). Nasledné byly mikrozkumavky zcentrifugovany (6800g, 2 min)
a k peletu bylo pfidano 125 pl resuspendaéniho roztoku s RNAasou. Obé smési byly
zvortexovany a resuspendované bakterie byly pfepipetovany do jedné 1,5ml
mikrozkumavky. Poté bylo k resuspendovanym bakteriim ptidano 250 ul lyzaéniho
roztoku a smés byla nechana stat dobu 5 min pii pokojové teploté. Poté bylo k smési
piidano 350 pl neutralizaéniho roztoku. Smés byla opatrn¢ promichdna a nasledné
stocena (12000g, 10 min).

Po centrifugaci byl supernatant pfepipetovan na filtr, kde po centrifugaci (12000g,
1 min) doslo k navazani DNA. Nasledn¢ bylo celkem 3x provedeno promyti filtru
pomoci promyvaciho roztoku, kde smés byla pii kazdém promyvani centrifugovana pti
12000g (1 minuta).

Filtr byl pfemistén do nové 1,5ml mikrozkumavky a na filtr bylo napipetovano
30 pul eluéniho pufru. Smés se nechala stat 5 min pti pokojové teploté, poté byla pro
eluci plazmidu zcentrifugovana (12000g, 2 min) a nakonec byla pomoci

spektrofotometru  NanoDrop pifi vlnovych délkdch 260 nm a 280 nm zméfena
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koncentrace DNA.

4.4.3.3 PCR amplifikace pomoci Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerasy
Nejiive byla ptipravena PCR reakéni smés podle protokolu PCR Using Q5 Hot
Start High-Fidelity DNA Polymerase (Tab. 2).

Tab. 2 — SloZzeni PCR reakéni smési

Reagencie Konec¢na koncentrace Objem
5X QS5 buffer 1X 10 pl
10mM dNTPs 200 uM Il

Q5 polymeraza 0,02 U/ul 0,5 ul
Sm¢és primerti (25 uM) 0,5 uM Il
Deionizovana voda - Do 50 pl
Templatova DNA - Sng

Nésledné smés byla jemné promichana a kratce zcentrifugovéna. Poté byla
provedena PCR reakce podle zdkladniho casového a teplotniho profilu (Tab. 3).
Tab. 3 — Zakladni ¢asovy a teplotni profil PCR reakce

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 98 30s 1
98 10s
PCR amplifikace * 30s 35
72 *
Zavérecna elongace 72 2 min 1

*Teplota pro nasedani primert se li$i na zaklad€ pouzitych kombinaci primert a délka elongace na

zakladé¢ délky amplifikovaného PCR produktu, konkrétni hodonty — vysledky

4.4.3.4 Precisténi PCR produktu pomoci QIAquick PCR Purification Kitu
Produkty PCR reakci byly v ptipadé potieby purifikovany pomoci QIAquick
PCR Purification Kitu. K PCR pruduktu byl pfidan PB pufr v poméru 1:5. Nésledné
byla smés napipetovana na kolonku a zcentrifugovana (17900g, 60 s) pro navazani
DNA na filtr. Poté byla DNA 2x promyta pomoci PE pufru, kde smés byla pfi kazdém
promyvani centrifugovana pti 17900g 60 s.
Filtr byl pfenesen do nové 1,5ml mikrozkumavky a na filtr bylo napipetovano

30 pl eluéniho pufru. Smés byla nechédna stat 1 min pii pokojové teploté, poté byla pro
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eluci plazmidu zcentrifugovana (17900g, 1 min). Nakonec byla pomoci
spektrofotometru NanoDrop pii vinovych délkach 260 nm a 280 nm zméfena

koncentrace DNA.

4.4.3.5 Gateway klonovani BP a LR reakce

Pro Gateway klonovani byly pouzity komerc¢ni kity Gateway™ BP Clonase™ II
Enzyme mix a Gateway™ LR Clonase™ II Enzyme mix (Invitrogen) a reakce byly
provedeny podle protokoli doporucenych vyrobcem.
- BP reakce: Pro zaklonovéani amplifikované RUBY kazety do vstupniho vektoru
pDONR207 byla pouzita reakce, kde bylo napipetovano 50 fmol amplikonu RUBY
kazety, donorovy vektor pPDONR207 (¢ = 500 ng/ul) o koncentraci 150 ng/ul, 2 ul BP
clonase enzyme mixu a TE pufr (pH 8) do celkového objemu 8 pl. Po napipetovani byla
smés zvortexovana 2x 2s a inkubovéana lh na pokojové teploté. Po inkubaci byl ke
smési pridan 1 pl Proteinasy K a poté nasledovala inkubace v termobloku pii 37°C
10 min, kterd slouzila k ukoncéeni reakce. Takto pfipraveny vstupni klon byl pfipraven
k transformaci do E. coli. Pro ptepocet fmol na ng byl pouZzit webovy NEBioCalculator.
- LR reakce: Pro vytvofeni findlniho reportérového konstruktu byla pouzita reakce, kde
bylo napipetovano 10 fmol pDONR207::RUBY a pDONRP4P1r::AtLhcb8pro (Vstupni
vektory), 20 fmol destinaéniho vektoru pH7m24GW-FAST, 2 ul LR clonase enzyme
mixu a TE pufr (pH 8) do celkového objemu 8 pl. Po napipetovani byla smés
zvortexovana 2x 2s a inkubovana pies noc na pokojové teploté. Po inkubaci byl ke
smési pridan 1 pl Proteinasy K a poté nasledovala inkubace v termobloku pii 37 °C
10 min, kterd slouzila k ukonceni reakce. Poté byl destinacni vektor s finalnim
reportérovym konstruktem pfipraven k transformaci do E. coli. Pro ptepocet fmol na ng

byl pouzit webovy NEBioCalculator.

4.4.3.6 Transformace bakterii pomoci teplotniho Soku a jejich rozpéstovani
- Transformace E. coli
Po BP i LR reakci byl vzdy vysledny konstrukt natransformovan do bakterii
E. coli kmene Stbl2/NEBS5a. Chemicky kompetentni bakterie byly vytazeny
z mrazaku -80 °C anechany pro pomalé rozpusSténi na ledu. Po rozmrazeni bylo
k bakteriim pfidano 5 pl BP/ LR reakce a smés byla opatrné zamichana.
Pot¢ byla smés inkubovdna 30 min na ledu. Po inkubaci nasledovala

transformace bakterii pomoci tepelného Soku, kdy bakterie byly vystaveny teploté
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42°C po dobu 30 s a nasledn¢ byly ihned pfeneseny a nechany 2 — 3 minuty na ledu.
Poté bylo k bakteriim piidano 900 ul LB/SOC média a mikrozkumavky byly
pfeneseny na 1,5 hodiny na tfepacku (225 rpm pii 37 °C).

Poté nasledovala centrifugace mikrozkumavek (5000g, 3 min) a odpipetovani
850 ul supernatantu. Pelet byl ve zbytku média resuspendovan a rozd€len na dvé
Petriho misky stuhym LB médiem a pfisluSnym antibiotikem [gentamicin
¢ =50 pg/ml (pDONR207::RUBY) a spectinomycin ¢ = 100 pg/ml (pH7m24GW-
FAST::AtLhcb8pr0::-RUBY))]. Nakonec nasledovala inkubace bakterii v termostatu
pii 37°C pies noc.

- Transformace A. tumefaciens

Chemicky kompetentni bakterie 4. tumefaciens kmene GV3101 byly vytazeny
zmrazédku -80 °C. Nasledné na zmrzl¢ bunky byl napipetovan plazmid
(cal-1,5pg) apoté byly nechdny pro pomalé rozpusténi na ledu.

Poté nasledovala transformace bakterii pomoci tepelného Soku, kdy bakterie
byly na 30 sponotfeny do tekutého dusiku, pfesunuty na 5 min do termobloku
(37°C) a nasledné pfeneseny na nékolik minut na led. Poté bylo k bakteriim pfidano
900 pl YEB média a mikrozkumavky byly pfeneseny na 4 hodiny na tfepacku
(225 rpm pii 28 °C).

Poté nasledovala centrifugace mikrozkumavek (8000g, 2 min) a odpipetovani
900 pl supernatantu. Pelet byl ve zbytku média resuspendovan a rozdélen na dvé
Petriho misky stuhym YEB médiem a pfisluSnymi antibiotiky (Rifampicin
¢ = 25 pg/ml, Gentamicin ¢ = 50 pg/ml a Spectinomycin ¢ = 100 pg/ml). Nakonec
nasledovala inkubace bakterii v termostatu pii 28°C (2 — 3 dny).

4.4.3.7 Colony PCR
- Priprava vzorku — pfima metoda (bakterialni kolonie)

Pro rychly screening bakteridlnich koloii bylo provedeno odebrani kolonie
pomoci plastové Spicky a Spicka byla poté vlozena do mikrozkumavky s 20 pl
dilu¢niho pufru (soucast Phire Plant Direct PCR Master Mix kitu, ThermoFisher
Scientific). DNA byla extrahovdna pomoci rozetieni vzorku SpiCkou o sténu

mikrozkumavky.
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- Piima PCR

Ptim& PCR s vyuzitim Phire Plant Direct PCR Master Mixu (Thermo Fisher)
byla pouZita pro rychly screening jak rostlin, tak bakteridlnich kolonii (colony PCR).
Podle protokolu vyrobce byla ptipravena PCR reakéni smés (Tab. 4).

Tab. 4 — Slozeni PCR reakéni smési

Reagencie Konec¢na koncentrace ~ Objem [ul]
2X Phire Tissue Direct PCR Master Mix 1X 4,5

smés primerti (25 pM) 0,5 uM 0,2
Deionizovana voda - 4,55
Vzorek - 0,25

Nasledné byly vSechny mikrozkumavky zvortexovany a kratce zcentrifugovany.
Poté byla provedena PCR reakce podle zakladniho casového a teplotniho profilu
(Tab. 5).
Tab. 5 - Zakladni ¢asovy a teplotni profil PCR reakce

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 98 5 min 1
98 5s
PCR amplifikace * 5s 35
72 20s/1kb*
Zavérecna elongace 72 I min 1

* Teplota pro nasedani primerd se lisila na zaklad¢ pouzitych kombinaci primeri a délka
elongace na zéklad¢ délky amplifikovaného PCR produktu, konkétni hodnoty pro jednotlivé
primery jsou uvedené v kap.Vysledky.

4.4.3.8 Ovéreni konstruktu pomoci restrikéniho Stépeni Xmnl
Restrikéni Stépeni plazmidové DNA bylo provedeno podle protokolu
doporuceného vyrobcem pouzitého restrikéniho enzymu Xmnl (NEB). Do reakéni
smési o celkovém objemu 10 pl bylo napipetovano 1 pl restriktdzy Xmnl o katalytické
jednotce 2 U, 1 pl 10X pufru Cutsmart, 200 ng plazmidu a voda do doplnéni objemu.
Po napipetovani byla smés jemné promichana a nasledné bylo §tépeni provedeno

v PCR termobloku po dobu 1 h pti 37 °C.
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4.4.3.9 Elektroforeticka separace v agarézovém gelu

Stanoveni PCR produktti a produkt restrikéniho $té€peni bylo provedeno pomoci
elektroforetické separace v agar6zovém gelu (0,8 — 1%, dle velikosti amplifikovaného
PCR fragmentu) v elektroforetické komiirce naplnéné 0,5x TBE pufrem.
Do jamek bylo naneseno vzdy 4 pul DNA ladderu (GeneRuler Express DNA Ladder,
ready-to-use, Thermo Fisher) a v ptipadé¢ PCR 5 pul PCR produktu (PCR amplifikace
pomoci Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerasy) nebo 7 ul PCR produktu (Piima
PCR) a v pfipadé restrikéniho St€peni bylo naneseno 7 pl vzorku (1:6 - 1 ul 6X STOP C
a 6 ul $tépného produktu). Elektroforéza probihala s nastavenim na 60 min pii 4 V-cm™.
Po dokonceni elektroforézy byl gel na obarveni dan na 20 minut do ethidium bromidu

a po obarveni byl umistén k vyhodnoceni do UV transluminatoru (300 nm).

4.4.3.10 Sangerovo sekvenovani

Pro ovéfeni spravnosti sestaveni konecného konstruktu pH7m24GW-
FAST::AtLhcb8pro::-RUBY bylo pouzito Sangerovo sekvenovani podle protokolu
dpoporuceného vyrobcem kitu (Tab. 6)

Tab. 6 — SloZeni sekvenaéni reakce

Reagencie koncentrace Objem [pl]
Sekvenacni pufr - 1,5

Big dye - 0,5
Sekvenacni primer 10 uM 1

Plazmid 60 ng/pl 1,5

Voda - 5,5
Cekovy objem reakce 10

Pro sekvenacni reakci bylo pouzito celkem 13 primerii (celkem 13 sekvenacnich
reakci, Tab. 11) pokryvajici inzert ATLhcb8pro::RUBY. Poté byla provedena PCR
reakce podle zakladniho ¢asového a teplotniho profilu (Tab. 7).
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Tab. 7 - Teplotni a ¢asovy profil sekvenaéni reakce

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 98 5 min 1
96 10s
PCR amplifikace 50 5s 35
60 4 min
Hold 4 ) -

4.4.3.11 Transformace Arabidopsis thaliana pomoci Agrobacterium tumefaciens

Na transformaci rostlin 4. thaliana byl pouzit upraveny protokol podle Cough,
S.J. and Bent, A.F. (1998). Prvni den bylo provedeno naockovani malého objemu YEB
média, kdy do 5 ml YEB média s antibiotiky (Rifampicin ¢ = 25 pg/ml, Gentamicin
¢ =50 pg/ml a Spectinomycin ¢ = 100 pg/ml) byly naoCkovany kolonie agrobakterii
z Petriho misky. Poté nasledovala inkbace pies noc pti 225 rpm a 28°C.

Druhy den bylo provedeno nafedéni bakteridlni kultury tak, ze do jedné
Erlenmeyerovy banky obsahujici 100 ml Cerstvého YEB média s antibiotiky bylo
napipetovano 100 ul bakteridlni kultury a do druhé bylo napipetovano 500 pl bakteridlni
kultury. Poté nasledovala inkubace pies noc pii 225 rpm a 28°C.

Tteti den bylo nejdiive provedeno méfeni faze rGstu bakteridlni kultury na
zakladé ODeoo (opticka densita) zmétené na spektrofotometru, kde OD bakterii by mélo
byt 0,7 — 0,8. Nasledn¢ byly narostlé bakterie stoCeny v 2x50ml Falkonkach (4500rpm,
20 min, 4°C). Poté byl pelet resuspendovan v 5 — 10 ml 5% sachardze a slit do kadinky,
kde byl zfedén na OD (600nm) = 0,8. Nasledné k suspenzi byl ptidan acetosyringon do
vysledné koncentrace 200 uM a smacidlo Silwet L.-77 do vysledné koncentrace 0,05%.
Poté byly kvéty 4 — 5 tydennich rostlin A. thaliana (celkem byly transformovany Ctyii
rostliny) ponofeny do roztoku a nasledné byly rostliny zakryty pytlikem po dobu
24 — 48 h. Nakonec byly rostliny dopéstovany do semen za vySe popsanych podminek
(viz. 4.4.1).

34



4.4.4 Metody selekce homozygotnich rostlin
4.4.4.1 Fluorescencni mikroskopie — selekce transgennich a homozygotnich
rostlin
Pro selekci transgennich rostlin v T1 generaci a homozygotnich rostlin v T2
generaci byla semena na Petriho misce umisténa pod fluorescencni mikroskop. Poté na
zaklad¢ intenzity fluorescence reportérového genu GFP/RFP - OLE1 byla vybirana
semena, ktera byla pifenesena pomoci pfistroje GentleGrab do mikrozkumavky. Selekce

probihala na fluorescen¢nich mikroskopech Olympus [X81 a Olympus SZX16.

4.4.4.2 Ovéreni pozitivnosti transgennich rostlin

- Priprava vzorku pro PCR - piima metoda

Pted kazdym odbérem vzorku byly nejdfive nlzky vydezinfikovany pomoci
ptipravku Krystal SANAN KLASIK, nasledné byly namoceny v 70% ethanolu a poté v
destilované vod¢. Nasledné byl odstiizen kousek listu z dvoutydenni rostliny o velikosti
cca 1 mm? Tento vzorek listu byl vloZzen do mikrozkumavky s 20 pl dilu¢niho pufru
(soucast Phire Plant Direct PCR Master Mix kitu, ThermoFisher Scientific). DNA byla
extrahovana pomoci rozetteni vzorku Spickou o sténu mikrozkumavky.
- Piima PCR

Piimd PCR s vyuzitim Phire Plant Direct PCR Master Mixu (Thermo Fisher)
byla pouzita pro rychly screening rostlin. Podle protokolu vyrobce byla pfipravena PCR
reakéni smés (viz. 4.4.3.7). Vysledek separace byl pak vizualizovan pomoci

elektroforetické separace (viz. 4.4.3.9).

4.4.4.3 1zolace genomické DNA pomoci kitu NucleoSpin® Plant I1

Nejdiive byly vybrany listy o rozméru cca 3 cm?, které byly dany do
mikrozkumavek (2 listy na 1 mikrozkumavku). Poté byly pies noc listy vysuSeny
lyofilizaci. Dalsi den byly listy za ptitomnosti sklenénych kulicek homogenizované
pomoci mlynku Mixer Mill (4 min pfi 27 otackach/s).

Nésledné byla provedena izolace genomické DNA pomoci kitu NucleoSpin®
Plant II.. Do mikrozkumavek s rozemletym materialem bylo ptidano 400 ul lyzaéniho
roztoku a 10 ul RNAasy pro lyzi bun¢k. Poté byly vzorky zaroven s elu¢nim pufrem
(PE) umistény na 20 minut do horké 14zné (65 °C). Poté do mikrozkumavky s fialovym
filtrem bylo ptepipetovano 400 pl lyzatu s naslednou centrifugaci pti 11000 g (2 min).
Eluat, byl ptelit do nové 1,5 ml mikrozkumavky za ptidani 450 pl PC pufru
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s ndslednym promichanim. Smés byla pfelita do mikrozkumavky se zelenym filtrem
apo deseti minutach byla smés centrifugovana pii 11000g (1 minuta), kdy doslo
k navazani DNA na filtr.

Poté bylo celkem 3x provedeno promyvani filtru promyvacim pufrem, kde smés
byla pii kazdém promyvani centrifugovana pii 11000g. Pfi prvnich dvou promyvani
centrifugace trvala 1 minutu. Tieti centrifugace trvala 2 minuty. Filtr byl pfemistén do
nové mikrozkumavky a na filtr bylo napipetovano 30 ul elu¢niho pufru (zahiaty na
65 °C). Nasledné¢ byla smés pro eluci DNA centrifugovana pii 11000g (1 minuta).
Nakonec byla zmeétfena koncentrace vyizolované DNA pomoci spektrofotometru

NanoDrop pfi vinovych délkach 260 nm a 280 nm.

4.4.4.4 Stanoveni poctu kopii reporterového genu v transgennich rostlinach
pomoci Digital droplet PCR (ddPCR)

Restrikéni Stépeni rostlinné DNA bylo provedeno podle protokolu doporuc¢eného
vyrobcem pouzitého restrikéniho enzymu Mfel (NEB). Do reakéni smési o celkovém
objemu 10 pl bylo napipetovano 1 pl restriktazy Xmnl o katalytické jednotce 2 U/ pl,
1 pl 10X pufru Cutsmart, 200 ng DNA a voda do doplnéni objemu.Po napipetovani byla
smés jemn¢ promichana a nasledné bylo stépeni provedeno v termobloku po dobu 1 h
pti 37 °C.

Po restrikénim Stépenim byly vzorky zfedény na koncentraci 2 ng/pl pfidanim
90 ul H20. Poté¢ vzorky byly pouzity pro ddPCR, kde na zaklad¢ protokolu byla
pripravena reak¢éni smés (1 reakce/20 pl) (Tab. 8). Z divodu nasledného piepipetovani
do cartridge bylo ptipraveno 21 ul smési, kde bylo nejdiive napipetovano 19 ul premixu
bez DNA a nésledné do kazdé jamky bylo napipetovano 2 pul DNA.

Tab. 8 — ddPCR reakéni smés

Reagencie Koncentrace Objem [ul]
ddPCR supermix - 10
Primery na referenci 25 uM 0,36
Primery na target 25 uM 0,36

Probe REF 10 uM 0,5

Probe TARGET 10 uM 0,5
Nastépena DNA 2 ng/ul 2
Deionizovana voda - 7,28
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Pro PCR amplifikaci byla pozita kombinace dvou dvojic primert, kdy prvni
dvojice Hyg FP1 a Hyg RP1 slouzila k amplifikaci sekvence hygromycinu, kterou
obsahuje vlozeny inzert, a druhd dvojice primertit AtAAP1 FP a AtAAP1 RP slouzila k
amplifikaci sekvence aminokyselinové permedzy 1, ktera slouzi jako referen¢ni marker.
Fluorescencni sondy Hyg probe FAM a AAPI probe VIC nasledn¢ slouzily
k vyhodnoceni CNV. Sekvence pouzitych primert a Tag-Man sond jsou uvedeny
v Tab.9.

Tab. 9 — PouZité primery a sondy pri detekci poctu kopii pomoci ddPCR

Pouzité primery/proby nazev sekvence
Hyg FP1 tcctacatcgaagetgaaag
Hyg RP1 atgaaaaagcctgaactcacc
Primery AtAAP1 _FP gatgtagttggtttggtgtttaaac
AtAAPI RP aatttgggatctggctaagaataac
Sondy Hyg probe FAM tettcgeectccgagagetg
AAP1 probe VIC* tgccaaaaaccgccatatacgg

*Sekvence sondy AAPI je ptevzata z Collier et al. The Plant Journal (2018) 95, 573-
583.

Po ptipraveni reakéni smési byla provedena pfiprava pro vygenerovani dropletii
tak, Ze byla pfipravena cartridge na kterou bylo napipetovano 60 pl oleje a 20 ul vzorku.
Nésledné na cartridge byla umisténa guma. Takto pfipravena cartridge byla dana do
Droplet generatoru pro vygenerovani dropletd. Po vygenerovani dropleti bylo 40 pl
smési dropleti (voda a olej) prepipetovano do ddPCR desticky. Nasledné byla deska
zatavena pomoci folie a poté byla provedena PCR reakce podle zdkladniho ¢asového
a teplotniho profilu (Tab. 10).

Tab. 10 — Zakladni ¢asovy a teplotni profil ddPCR

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 95 10 min 1
94 30s
PCR amplifikace 60 I min 39
98 10 min
Hold 4 00 -
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Po provedeni PCR byla desticka umisténa do droplet readeru, kde bylo

provedeno vyhodnoceni poctu kopii inzertu pomoci médu CNV2 se dvémi probami

4.4.4.5 Seznam pouzitych primeri pro PCR a Sangerovo sekvenovani (Tab. 11)

Tab. 11 — Seznam pouZzitych primeri pro PCR a Sangerovo sekvenovani a jejich

oznaceni

Néazev primeru Sekvence Oznaceni
IL87 attb RUBY FP ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttaatggatcatgcgacccteg 1
IL88 attb RUBY RP ggggaccactttgtacaagaaagctgggtttcactggaggcttggctcaa 2
IL89 Ruby col RP cgggccagagetgeage 3
IL90 Ruby seql FP cgtggatattggcaaggecge 4
IL91 Ruby seq2 FP ggtcctcggeaaggacaage 5
IL92 Ruby seq3 FP gaagatgatgaacggcgaggac 6
IL93 Ruby seq4 FP gaactggaagctcgcccatee 7
IL94 Ruby seq5 FP caggcatttcagcccagecag 8
IL95 Ruby seq6 FP ggctcccagaacacgatcage 9
Start seq FP ccgeggcetagtcagttagat 10
Prom4.1 seq RP1 aggcatgcgagagcttgag 11
KK0063 atggatcatgcgaccctcgec 12
IL32 promAT8 seq FP2 | gaagcccaaggctgtetete 13
IL33 promAT8 seq RPI1 | aatgttaaagctaacaactgcca 14
IL34 promATS8 seq RP2 | tggtcccagttgaagttctg 15
IL31 promATS8 seq FPI | accaagccaaagttgtagacca 16
IL29 GUS seq RP1 cggegtggtgtagagcatta 17

4.4.5 Analyza aktivity promotoru genu LHCBS8 pomoci histochemického GUS

barveni

Pro GUS barveni byly pouzity jednotydenni, dvoutydenni, Ctyitydennd,

Sestitydenni, jedenactitydenni (rostlina s kvéty) a senescentni rostliny. Pro analyzu

fotosyntetické funkce byly pouzity Sestitydenni rostliny.

Pro GUS barveni

byly nejdiive rostliny (listy) vlozeny do kadinky

s 90% acetonem. Fixace acetonem trvala 20 minut. Poté byl pfipraven barvici roztok

(Tab.12)
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Tab. 12 — Protokol histochemického barveni GUS

Reagencie Finalni koncentrace +Xgluc (20 ml)
NaPOs4 roztok 50 mmol/l 10 ml
K4[Fe(CN)s] 2 mmol/l 400 pl
K3[Fe(CN)s] 2 mmol/l 400 pl
Triton 0,1% 200 pl
EDTA 10 mmol/l 400 pl
X-gluc v DMSO 2 mmol/l 400 pl
Deionizovana voda - do 20 ml

Poté byly rostliny (listy) pfeneseny do barviciho roztoku +Xgluc a pro infiltraci
substratem X-gluc byly dany do vakuové pumpy (15 min, 19 mbar). Nésledné byla
provedena inkubace pii 37°C (pfes noc).

Na druhy den byl +Xgluc roztok vyménén za 70% ethanol, ktery slouzil
k odstranéni chlorofylu. Nasledné vzorky byly inkubovany pii 37°C pies noc. Nakonec
bylo provedeno vyhodnoceni analyzy aktivity promotoru.

V priibéhu optimalizace byly vyzkouSeny Ctyfi varianty protokolu, kdy prvni
varianta odpovidala vySe zminéném postupu barveni, druha varianta se liSila tim, ze
nebyla provedena fixace v acetonu. Tieti varianta zahrnovala fixaci v acetonu,
preinifltaci pomoci - Xgluc roztoku (roztok, ktery odpovida slozenim + Xgluc roztoku,
ale neobsahuje substrat pro vizualizaci) a infiltraci v +X-gluc roztoku a ¢tvrtd varianta

zahrnovala pouze preinfiltraci v X-gluc roztoku a infiltraci v +X-gluc roztoku.

4.4.5.1 Mikroskopie pro pozorovani aktivity promotoru genu LHCBS

Pro podrobngjsi charakterizaci aktivity promotoru genu LHCBS byly rostliny,
jednotlivé listy, stonek a kvéty pozorovany a vyfoceny pod kamerou Olympus EP50.
Foceni probihalo tak, ze do Petriho misky naplnéné 70% ethanolem byly polozeny
rostliny/list/stonek s kvety a poté byly potizeny fotky.

Pro detaln¢j$i charakterizaci aktivity promotoru genu LHCBS byly zrostlin
odebrany listy a kvéty, u kterych byly detaily pozorovany na mikroskopu Olympus
BX60. Vzorek pro pozorovani pod mikrokopem byl pripraven tak, ze list/Casti kvétu
(ty¢inky, okvétni listky, korunni listky) byly umistény na podlozni sklicko s kapkou

ethanolu a nasledné byl vzorek zakryt krycim sklickem. Nasledné byl vzorek vlozen

39



pod mikroskop a detaily byly vyfoceny.
4.4.6 Méreni chlorofylové fluorescence

Pted zacatkem méfeni byly rostliny béhem 30 minut adaptované na tmu. Tato
metoda slouzi k méfeni fluorescencni indukce chlorofylu a NADPH (méfeni stavu
PSII), méfeni transmitance pii piislusnych vinovych délkach odrazejici redoxni stav
P700 (stav PSI) a plastocyaninu a napé€ti na tylakoidnich membrané. Na pocatku méteni
dochazelo k exitaci chlorofylu slabym méficim svétlem, které nema dostateCnou
intenzitu k tomu, aby indukoval fotochemické procesy v PSII a RC zstavaji oteviena.
Timto krokem byal zmétena minimalni fluorescence (Fo). V druhém kroku dochézelo
k ozafeni listu saturaénim pulzem o vétsi intenzité, vedl k uzavieni RC a k indukci
maximalni fluorescence (Fm). Poté doslo k zapnuti aktinického svétla, které postupné
indukuvalo fotochemické i nefotochemické zhaSeni, které bylo doprovdzano poklesem
fluorescen¢niho signalu. V rdmci métfeni byly vyhodnoceny nasledujici parametry:

e Maximalni kvantovy vytéZek fotochemie PSII, Fv/Fm = (Fm - Fo)/Fm, kde Fo je
hodnota minimélni a Fm je hodnota maximalni fluorescence. Hodnota tohoto
parametru informuje, zda byla rostlina vystavena stresovym podminkdm. Za
fyziologickych podminek u nestresovanych rostlin je Fv/Fm > 0,8. (Heinz Walz
GmbH, 2009).

e Nefotochemické zhaseni, NPQ — Stanovuje se jako pomér (Fm-Fm”)/, Fm’, kde Fm’
je maximalni fluorescence, kterd je zméfend pomoci saturacnich pulzi za
souasného pouziti aktinického svétla. Tento parametr charakterizuje
nefotochemické zhaseni — regulovana pfeména pirebytecné absrbované energie na
teplo.

e Transport elektroni pies PSII, ETR Il — Tento parametr charakterizuje uroven
transportu elektronll ptes PSII.

e Transport elektroni ptfes PSI, ETR I — Tento parametr charakterizuje uroven
transportu elektrontl ptes PSI (Heinz Walz GmbH, 2009)

Meéieni bylo provedeno na FluorCamu, ktery je schopen méfit heterogenitu
fluorescencnich parametri vramci listu a na DualPamu, ktery méfi fluorescencni
paraetry jen v uritém mist¢ listu.

- FluorCam
Po adaptaci na tnu byly ustfiZzeny z rostliny tii mladé listy a tfi staré listy. Tyto listy

byly umistény na podlozku s navlhéenym ubrouskem a umistény do FluorCamu
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k méteni.

Me¢éieni probihalo podle protokolu, ktery trval pfiblizné¢ 20 minut. Rostlina byla
nejdiive vystavena aktinickému svétlu 800 pmol fotond m?s! nebo 1600 pmol
fotont.m?.s™!, které bylo pierusovano saturaénimi pulzy (10000 umol fotont m?s™) po
dobu 300 ms. V prvni poloviné métfeni (10 minut) bylo aktinické svétlo zapnuto, v
druhé poloviné meétfeni (od 10 minut) vypnuto. Béhem meéfeni byly na rostlinu
aplikované saturacni pulzy v intervalech 60 s az do konce méteni.

- DualPam

Po adaptaci byl ustiihmut list, ktery byl umistény mezi méfici hlavice a stopka listu
byla poloZena na stojan obsahujici kapku vody.

Me¢éieni probihalo podle protokolu, kde byla rostlina vystavena aktinickému svétlu
1600 pmol fotontt m™s™!. To bylo v priib&hu méfeni preruseno saturaénimi pulzy (10000
umol fotonti m2s!) po dobu 300 ms. V prvni poloving méfeni (10 minut) bylo aktinické
svétlo zapnuto, v druhé poloviné (po 10 minutdch) méfeni vypnuto. Behem méfeni byly
na rostlinu aplikované saturacni pulzy v intervalech 10 s, 30 s a 60 s a poté nasledné v

60s intervalech az do konce méfeni.
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5. Vysledky

Pro studium aktivity AtLhcb8pro pomoci reportérovych linii byly pfipraveny tii
reportérové  konstrukty.  Prvni  dva  konstrukty = AtLhcbS8pro::EGFP-GUS
a AtLhcb8pro:: AtLhcb8::EGFP-GUS byly jiz pfipravené a natransformované do rostlin
Arabidopsis thaliana vedouci prace. Tyto dva konstrukty se 1isi pfitomnosti sekvence
genu LHCBS, ktery slouzil pro zjiSténi, zda intron uvnitf genu ma regulacni funkci.
Tteti konstrukt AtLhcb8pro::RUBY pro vizualizaci aktivity promotoru AtLhcb8pro byl
pfipraven v rdmci prace pomoci Gateway klonovani jako alternativa k reporterovému
genu EGFP-GUS pro rychlé a neinvazivni screenovani aktivity promotoru AtLhcb8pro
predevsim za stresovych podminek. Spravnost sestaveného konstruktu byla ovéfena
pomoci sangerova sekvenovani. Nasledn¢é byl reportérovy konstrukt natransformovan
do rostlin Arabidopsis thaliana.

Poté nasledovala selekce transgennich rostlin vSech tfi reporterovych linii na
zaklad¢ fluorescencniho selekéniho markeru a selekce homozygotnich reportérovych
linii obsahujici dvé a ¢tyti kopie inzertu pomoci ddPCR.

Po selekci byla provedena optimalizace protokolu histochemického barveni
GUS, ktery nasledné byl pouzit pro studium aktivity AtLhcb8pro.

Studium aktivity AtLhcb8pro probihalo na rostlinach starych jeden, dva, tfi, Ctyfi,
Sest, jedenact tydnli a na senescentnich listech. V Sestém tydnu bylo provedeno studium
vlivu proteinu  LHCB8 na fotosyntetickou funkci pomoci pfistroji FluorCam

a DualPam.

A. Tvorba reportérového konstruktu AtLHCB8pro RUBY pomoci Gateway

klonovani

Z divodu problematické vizualizace fluorescence GFP u listl vystavenych svétlu,
ktery mél slouzit pro monitorovani aktivity AtLhcb8pro béhem riznych stresovych
podminek, byl pfipraven reportérovy konstrukt AtLhcb8pro::RUBY obsahujici
reportérovou kazetu RUBY. Pfiprava zahrnovala izolaci plazmidu At2S3 obsahujiciho
sekvenci kodujici RUBY kazetu pomoci ThermoFisher GeneJet Plasmid kitu, jeho
amplifikaci a ptecisténi pomoci QIAquick PCR Purification Kitu. Poté byl pfipraveny
RUBY fragment pomoci BP reakce podle protokolu Gateway zaklonovan do
donorového vektoru pDONR, ¢imz byl vytvofen vstupni klon pro LR reakci. Néasledné
byla provedena LR reakce kde byl vytvofen destina¢ni klon obsahujici konecny

konstrukt AtLhcb8pro::RUBY.

42



Spravnost sestaveni konstruktu byla ovéfena sangerovym sekvenovanim a nasledné
byl konstrukt natransformovan pomoci Agrobacterium tumefaciens do rostlin
A. thaliana.

Amplifikace RUBY kazety

Pro ptipravu reportérového konstruktu AtLhcb8pro::RUBY byly nejdiive pies
noc rozpéstovany bakterie obsahujici plazmid At2S3:RUBY (Addgene plasmid
# 160906, He et al., 2020) v LB médiu s antibiotikem (viz. kap. 4.4.3.1). Nasledné
pomoci ThermoFisher GenelJet Plasmid kitu byl vyizolovéan plazmid (viz. kap. 4.4.3.2)
o celkové koncentraci ¢ = 197,6 ng/ ul. Poté byla provedena PCR amplifikace RUBY
kazety podle protokolu PCR pro Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerasu (viz. kap.
4.4.3.4) s gen specifickymi primery 1 a 2 (Viz. Tab. 11) pii teploté¢ nasednuti (Tm) 68°C
a elongaci 2 min. Primery byly navrzeny tak, aby amplifikovaly celou sekvenci
zahrnujici RUBY kazetu. Na jejich konce byly pfidany attB1 a attB2 konce, které byly
potiebné pro zaklonovani RUBY fragmentu do donorového vektoru pomoci BP reakce
Gateway klonovani.

Uspé&snost amplifikace byla ovéfena pomoci elektroforetické separace
v 0,8% agarézovém gelu, kde PCR produkt byl vizualizovdn pomoci UV
transluminatoru. Amplifikovany PCR produkt (RUBY fragment 1) se nachdzi v jamce
¢. 1 (0br. 9).
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Obrazek 9 - Elektroforeticky rozdéleny PCR produkt DNA RUBY fragmentu. GeneRuler Express
DNA Ladder (jamka M), RUBY fragment 1 (jamka 1) .
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Podle elektroforetogramu byla ovéfena spravnost amplifikace RUBY kazety,
jejiz PCR produkt ma dle predpokladi mit velikost velikost cca 4019 bp, coz
se porovnanim s markerem velikosti DNA potvrdilo.

Poté bylo provedeno pomoci QIAquick PCR Purification Kitu (viz. kap. 4.4.3.4)
precisténi PCR produktu, jelikoz jeho soucasti byly primery, nukleotidy, enzymy, soli
a dalsi necistoty a pro klonovani bylo potieba Cisté DNA.

Po pfecisténi byla zamétena koncentrace DNA, kdy koncentrace piecisténého

produktu vysla ¢ = 253 ng/ul.

Gateway klonovani

Vyizolovany a preCistény fragment byl pomoci BP reakce zaklonovan do
donorového vektoru pDONR207, kde reakce probchla podle protokolu Gateway (Viz.
kap. 4.4.3.5). Béhem BP reakce prob¢hla mezi attB1 a attB2 pfesahy RUBY fragmentu
a attP1 a attP2 misty v donorovém pDONR207 vektoru rekombinac¢ni reakce za vzniku
attL mist. Do donorového vektoru byl zaclenén RUBY fragment a tim vznikl

pozadovany vstupni klon pDONR207 — RUBY (Obr. 10).

attB1 attB2

attB Fragment
4012 bp

BP reakce

pDONR™207

5385 bp pDONRZP? - RUBY

7324 bp

Obrazek 10 — BP reakce. Rekombinaéni reakce mezi attB konci RUBY fragmentu a attP misty v pPDONR207
vektoru za vzniku vektoru pPDONR207-RUBY.

Poté byla BP reakéni smés natransformovana do kompetentich bakteridlnich
bun¢k E. coli kmene Stbl2 pomoci teplotniho Soku, kde pies noc byly rozpéstovany
kolonie na miskdch s LB médiem obsahujici antibiotikum Gentamicin (Viz. kap.
4.4.3.6) . Na druhy den byla provedena colony PCR podle protokolu PhireDirect PCR
(Viz. kap. 4.4.37), kde pomoci Phire Hot Start Il DNA polymerazy a primerti 3 a 4 (viz.
Tab. 1) s Tm = 69°C a dobou elongace 80 s byla amplifikovana cast sekvence RUBY
kazety o velikosti produktu 3667 bp. Celkem byly testovany 4 kolonie, kde pro
identifikaci kolonii nesouci plazmidovy konstrukt byla provedena elektroforeticka

separace v 1% agar6zovém gelu (Obr. 11).
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Obrazek 11 - Elektroforeticky rozdélené PCR produkty colony PCR. GeneRuler Express DNA Ladder
(jamky M), PCR produkty colony PCR ¢asti sekvence RUBY kazety (jamky 1,2, 3 a 4)

Podle elektroforetogramu byly uréeny kolonie nesouci plazmidovy konstrukt,
unichz vysla velikost PCR produktu 3667 bp. Pozitivné se prokazaly kolonie 3
a kolonie 4, a proto byly odebrany z misky a pifeneseny do tekut¢ého LB média
s antibiotikem gentamicin pro rozpéstovani pies noc. Po rozpéstovani byl z kolonii 3 a 4
vyizolovan plazmid pDONR207 — RUBY — 3 a 4 pomoci ThermoFisher GenelJet
Plasmid kitu (viz. kap. 4.4.3.2) a nasledn¢ byla zméfena koncentrace DNA (Tab. 13).

Tab. 13 — Koncentrace plazmidové DNA vyizolované z kolonii 3 a 4

Vzorek Koncentrace DNA [ng/ul]
pDONR207 — RUBY -3 289,3
pDONR207 — RUBY - 4 105

Pro potvrzeni uspéSnosti klonovani bylo provedeno enzymatické Stépeni
plazmidu pomoci restrikéniho enzymu Xmnl (Viz. kap. 4.4.3.8) u vzorkti pDONR207 —
RUBY - 3 (c = 289,3 ng/ul), pPDONR207 — RUBY - 4 (105 ng/ul) a At2S3:RUBY
(c =232,7 ng/ul). Vzorky byly pipetovany v duplikatu, kdy prvni obsahoval restrikéni
enzym Xmnl a druhy slouzil jako negativni kontrola bez enzymu. Vysledek $tépeni byl
pak elektroforeticky separovan v 0,8% agaré6zovém gelu a vizualizovan v UV
transluminatoru (Obr. 12A). Velikost Stépnych produktd byla pfedikovana in silico
pomoci programu Snapgene (Obr. 12B).
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Obrazek 12 - Elektroforeticky rozdélené produkty restrikéniho §tépeni. GeneRuler Express DNA Ladder (jamky M), restrikéni
profily restriktazy Xmnl - pDONR207 — RUBY — 3 (Jamka 1), pPDONR207 — RUBY —4 (jamka 3) a At2S3:RUBY (jamka 5).
Kontroly bez restrikéniho enzymu - pPDONR207 — RUBY — 3 (Jamka 2), pDONR207 — RUBY — 4 (jamka 4) a At2S3:RUBY
(jamka 6) (A), Stépeni pDONR207 — RUBY (Jamka 1) a At2S3:RUBY (jamka 2) in silico (B).

Na zaklad¢ restrikéniho $tépeni vyslo, ze pouze vzorek pPDONR207 — RUBY — 3
(jamka 1 a 2), jehoz $tépné produkty byly 3183 bp, 2428 bp a 1713 bp obsahuje RUBY
kazetu, a proto byl pouzit jako vstupni klon. U vzorku pDONR207 — RUBY - 4 (jamka
3 a 4) $¢pné produkty neodpovidaly piedpokladu (mozna piestavba) a u vzorku
At2S3:RUBY (jamka 5 a 6) vysly stépné produkty 12372 bp a 1713 bp.

Nésledné byla provedena LR reakce (Viz. kap. 4.4.3.5) a tim byl pfipraven
kone¢ny reportérovy konstrukt. Rekombinacni reakce probéhla paralelné mezi
attL4 —attR1 misty pDONRP4-P1r AtLhcb8pro vstupniho vektoru (ktery byl vytvoren
vedouci prace a jako promotor obsahoval sekvenci 1428bp upstream of start kodonu
genu LHCBS), attLl — attL2 misty pDONR207 - RUBY vstupniho vektoru
a attR4 — attR2 misty pH7m24GW-FAST destina¢niho vektoru (Obr. 13).

Tim vznikl pozadovany destina¢ni vektor pH7m24GW-
FAST ATLhcb8pro RUBY obsahujici kone¢ny reportérovy konstrukt.
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PHTM24GW-FAST
pDONR P4-P1r_promAT8 PDONR207 - RUBY 13397 be pH7m24GW-FAST_ATLhcb8pro_RUBY
| 7324 bp
4074 bp 17 688 bp

Obrazek 13 — LR reakce. Rekombinacni reakce mezi attL4 — attR1 misty pDONRP4-P1r_AtLhcb80 vstupniho vektoru, attL1
— attL2 misty pDONR207 - RUBY vstupniho vektoru a attR4 -attR2 misty pH7m24GW-FAST destina¢niho vektoru za vzniku

vektoru pH7m24GW-FAST ATLhcb8pro RUBY

LR reakéni smés byla nasledné natransformovana do E. coli a pfes noc byly
rozpestovany bakteridlni kolonie na miskach s LB médiem obsahujici antibiotikum
spectinomicyn (Viz. kap. 4.4.3.6). Poté bylo vybrano 10 narostlych kolonii, kde pro
potvrzeni ptitomnosti plazmidu byla provedena colony PCR podle protokolu Phiredirect
PCR (Viz. kap. 4.4.3.7), kde pomoci Phire Hot Start I DNA polymerazy a primerti 16
a 12 (Viz. Tab. 11) s Tm = 65°C a dobou elongace 35 s, byla amplifikovana ¢ast
sekvence Atlhcb8prom::RUBY o velikosti produktu 1400 bp. Kombinace primert byla
vybrana tak, aby byla amplifikovand c¢ast sekvence inzertu, kde doslo propojeni
AtLHCBS8po a RUBY kazety. Poté pro identifikaci kolonii nesouci plazmidovy

konstrukt byla provedena elektroforeticka separace v 1% agar6zovém gelu (obr. 14).
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Obrazek 14 - Elektroforeticky rozdélené PCR produkty colony PCR. GeneRuler Express DNA Ladder
(jamky M), PCR produkty colony PCR (jamky 1 - 10)

Podle elektroforetogramu byly ur¢eny kolonie nesouci plazmidovy konstrukt,
u nichz vysla velikost PCR produktu 1400 bp. Nazékladé¢ toho byly ur¢eny kolonie €. 1,
2, 3,5, 6, 8 a9 jako pozitivni. Nakonec byly odebrany kolonie 1 a 2, které byly
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nasledné rozpéstovany pres noc. Po rozpéstovani bylo z kolonii 1 (AtLhcb8pro::RUBY —
1) a 2 (AtLhcb8pro::RUBY — 2) vyizolovana plazmidovd DNA pomoci ThermoFisher
GenelJet Plasmid kitu (viz. kap. 4.4.3.2) a zméfena koncentrace DNA (Tab. 14).

Tab. 14 — Koncentrace plazmidové DNA vyizolované z kolonii 1 a 2

Vzorek Koncentrace DNA [ng/ul]
AtLhcb8pro::RUBY - 1 123,2
AtLthgpro::RUBY -2 564,4

Nakonec pro Uplné potvrzeni spravnosti slozeni finalniho konstruktu byla
pfipravena sekvenacni reakce pro Sangerovo sekvenovani (Viz. kap. 4.4.3.10), kde byl
pomoci primert 4 — 16 (Viz. Tab. 13) sekvenovan inzert AtLhcb8pr0::RUBY. Vysledek

sekvenovani byl zpracovan v programu Snapgene (Obr. 15).
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Obrazek 15 — Vysledek sekvenace inzertu AtLhcb8pro::RUBY. Osekvenovany inzert u vzorku AtLhcb8po::RUBY - 1 (A)

a osekvenovany inzert u vzorku AtLhcb8p0::RUBY - 2 (B)

Na zaklad¢ vysledkti sekvenace se oba konstrukty AtLhcb8pro::RUBY - 1 a 2
jevily jako spravné slozené, ale u konstruktu AtLhcb8pro::RUBY - 2 byly nekvalitni
sekvenacni ready pokryvajici promotor, a proto byl pro transformaci Agrobacterium
tumefaciens vybran vektor AtLhcb8pro::RUBY - 1.

Pot¢  byla  provedena  transormace  Agrobacterium tumefaciens
AtLhcb8pro::RUBY - 1 plazmidem a nésledné byly rozpéstovany (po dobu tfi dnii)

bakteridlni kolonie na miskdch s YEB médiem obsahujici antibiotika rifampicin,
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gentamicin a spectinomycin (Viz. kap. 4.4.3.6).

Bylo vybréano 10 narostlych kolonii, kde pro potvrzeni pifitomnosti plazmidu
byla provedena colony PCR podle protokolu PhireDirect PCR (Viz. kap. 4.4.3.7).
Kombinace primerti a délka elongace byly stejné jak pfi identifikaci kolonii nesouci
plazmidovy konstrukt u E. coli. Pro identifikaci kolonii nesouci plazmidovy konstrukt

byla provedena elektroforeticka separace v 1% agar6zovém gelu (obr. 16).
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Obrazek 16 - Elektroforeticky rozdélené PCR produkty colony PCR. GeneRuler Express DNA Ladder
(jamky M), PCR produkty colony PCR (jamky 1 - 10)

Podle elektroforetogramu byly urcéeny kolonie nesouci plazmidovy konstrukt,
u nichz vysla velikost PCR produktu 1400 bp. Nazaklad¢ toho byly ureny kolonie €. 1,
3, 5, 6 a 7 jako pozitivni. Nakonec byla odebrdna kolonie 1, kterd byla nésledné
rozpéstovana v tekutém YEB médiu s antibiotiky a pouzita na transformaci rostlin
Arabidopsis thaliana.

Poté byla provedena transformace Ctyt rostlin Arabidopsis thaliana pomoci
metody floral dip podle upraveného protokolu podle Cough, S. J. and Bent, A. F.
(1998). Po transformaci byly rostliny nechany k dozrani do semen.

B. Selekce homozygotnich rostlin u reportérovych linii AtLhcb8,.,::EGFP-GUS,
AtLhcb8pro:: AtLhcb8::EGFP-GUS a AtLhcb8,::RUBY

Pro studium genové exprese byly pfipraveny tfi linie, kdy linie
AtLhcb8pro::EGFP-GUS, AtLhcb8pro::AtLheb8::EGFP-GUS byly dodédny ve formé
semen z primarnich transformovanych rostlin od vedouci prace a linie
AtLhcb8pro::RUBY byla pfipravena v ramei préce.

Pro selekci homozygotnich rostlin byly nejdfive v T1 generaci vyselektovany
transgenni semena pomoci reportérového konstruktu OLE1-GFP/OLE1-RFP. Poté byla
vybrand semena vyseta a ve stafi cca 3 tydny byly z rostlin odebrany listy k izolaci

DNA. Vyizolovana DNA byla pouzita pro stanoveni poctu kopii inzertu pomoci
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ddPCR, jelikoz bylo potteba vyselektovat rostliny s jednou a dvéma kopiemi inzertu.
Jelikoz rostliny v T1 generaci byly hemizygoti (inzert pouze v jedné alele)
amohlo by dojit k jeho ztraté, tak nésledné pro jeho stabilizaci byli v T2 genereaci
vybrana homozygotni semena na zdkladé¢ intenzity fluorescence reportérového
konstruktu OLE1-GFP/OLE1-RFP. Poté byla vybrana semena vysazena a ve stafi
rotltiny cca 3 tydny byly opét odebrany listy k izolaci DNA. Vyizolovana DNA byla
pouzita pro ovéieni zda jsou vyselektované rostliny homozygoti (inzert je ve dvou

alelach) na zaklad¢ stanoveného poctu kopii inzertu pomoci ddPCR.

Selekce semen nesoucich poZadovany insert na zakladé fluorescenéniho markeru
Selekce transgennich semen v T1 generaci pod fluorescencnim mikroskopem
probihala pouze wu linie AtLhcb8pro::RUBY, jelikoz T1 generace linii
AtLhcb8pro::EGFP-GUS a AtLhcb8pro::AtLheb8::EGFP-GUS byla jiz vysazena vedouci
prace. Selekce probihala pomoci reportérového konstruktu OLE1-GFP, kdy byla
vybirdna semena na zéklad¢ intenzity GFP fluorescence (Viz. kap. 4.4.4.1). Semena
s nejvyssi intenzitou fluorescence obsahovala obvykle vétsi pocet kopii inzertu, proto
bylo potieba vybrat semena se slabsi fluorescenci.
V ramci sesbiranych semen z jedné rostliny bylo celkové zastoupeni semen

nesouci inzert nizké a prevladala semena bez inzertu (Obr. 17).

Obrazek 17 - Selekce transgennich semen v T1 generaci u reportérové linie
ATLhcb8p0::RUBY. Semeno s vysokou intenzitou fluorescence znacici vetsi pocet kopii

Selekce hemizygotnich rostlin v T1 generaci s jednou a dvéma kopiemi inzertu

Pro potvrzeni, zda vybrané rostliny opravdu obsahuji inzert byl proveden rychly
screening cca 30 rostlin v T1 generaci rostlin reportérovych linii AtLhcb8pro::EGFP-
GUS (Obr. 19), AtLhcb8pwo::AtLhcb8::EGFP-GUS (Obr. 18) a AtLhcb8pr::RUBY
(Obr. 20), pomoci PhireDirect PCR (Viz. kap. 4.4.3.7). U linii AtLhcb8pro::EGFP-GUS
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a AtLhcb8pro:: AtLhcb8::EGFP-GUS byla amplifikace provedena pomoci primerd 16
a 17 (Viz. Tab. 13) s Tm = 65°C s vyslednym produktem 1742 bp (AtLhcb8pro::EGFP-
GUS) a 3047 bp (AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS). Kombinace primerti byla vybrana
tak, aby byla amplifikovand ¢ast sekvence inzertu, kde doSlo propojeni AtLhcb8pro
a GUS sekvence (AtLhcb8pro::EGFP-GUS) a AtLhcb8pro, sekvence LHCBS genu a GUS
sekvence (AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS). U linie AtLhcb8pro::RUBY byla
amplifikace provedena pomoci primerd 16 a 12 (Viz. Tab. 10) s Tm= 65°C
s vyslednym produktem 1400 bp. Kombinace primerti byla vybrana tak, aby byla
amplifikovand c¢ast sekvence inzertu, kde doslo propojeni AtLhcb8pr0 a RUBY kazety.
Nasledné byly PCR produkty separovany pomoci elektroforetické separace

v 1,2% gelu a vizualizovany pomoci UV transluminatoru.
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Obrazek 18 - Elektrotoreticky rozdélene PCR produkty casti sekvence mzertu Lhcb8pro::LHCBE::GUS pro ovéreni
pozitivnosti reportérové linie AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS. GeneRuler Express DNA Ladder (jamky M), PCR
produkty inzertu (jamky A —Z a 1 - 6), negativni kontrola (jamka WT)
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Obrazek 19 - Elektroforeticky rozdélené PCR produkty ¢asti sekvence inzertu Lheb8pro::GUS pro ovéfeni pozitivnosti

reportérové linie AtLhcb8pro::EGFP-GUS. GeneRuler Express DNA Ladder (jamky M), PCR produkty inzertu (jamky 7 — 33),
negativni kontrola (jamka WT)
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Obrazek 20 - Elektroforeticky rozdélené PCR produkty ¢asti sekvence inzertu AtLhcb8pro::RUBY pro ovéfeni pozitivnosti reportérové
linie AtLhcb8pro::RUBY. Express DNA Ladder (jamky M), PCR produkty inzertu (jamky A — C1).

Na zakladé¢ elektroforetogramu byly identifikovany rostliny, u kterych
se vyskytuje inzert. U reportérové linie AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS byl
amplifikovan PCR produkt o velikosti 3047 bp u rostlin A, B, C, F, G, H, CH, I, J, K, L,
M,N,O,P,Q,S, T,U, V, W, X, Y, 1,2, 3,4, 5 a 6. Celkem z 33 testovanych rostlin
bylo 29 pozitivnich.

U reportérové linie AtLhcb8pro::EGFP-GUS byl amplifikovan PCR produktu
o velikosti 1742 bp u rostlin 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25,26,27,28,29,31, 32 a33. Celkem z 27 testovanych rostlin bylo 24 pozitivnich.

U reportérové linie AtLhcb8pro::RUBY byl amplifikovan PCR produktu
o velikosti 1400 bp urostlin A, B,C,F, G, H, , L, M, N, P, R, S, T, V, W, X, Y, Z, Al,
B1 a Cl1. Celkem z 30 testovanych bylo 22 pozitivnich.

Nasledn¢ byla z téchto rostlin vyizolovana DNA pomoci NucleoSpin Plant II
kitu (Viz. kap. 4.4.4.3). Poté byla naStépena pomoci restrikéniho enzymu Mfel.
Po naStépeni DNA byla provedena ddPCR podle zakladniho protokolu (Viz. kap.
4.4.5.4), ktera slouzila pro stanoveni poctu kopii vlozeného inzertu u linii
AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS  (Obr. 22), AtLhcb8pro::EGFP-GUS (Obr. 21)
a AtLhcb8pro::RUBY (Obr. 23).
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CNV v T1 generaci - reportérova linie
AtLhcb8,,::AtLhcb8::EGFP-GUS
16

14{ {

12

CNV

10

A BCFGHCHI J K LMOPOQSTUVWXY1l2 34

Obrazek 21 — Graf CNV v T1 generaci rostlin u reportérové linie AtLhcb8pro:: AtLhcb8::EGFP-GUS. Rostliny obsahujici jednu
kopii inzertu (Cervena barva), rostliny obsahujici dvé kopie inzertu (Zluta barva). £ SD odpovida 95% intervalu spolehlivosti pro
Poissonovo rozdéleni.

CNV v T1 generaci- reportérova linie Atlhcb8,,::EGFP-
GUS
24
22 i
20

18
16

14 } (]
12 L]

10

CNV

oON D O o
L ]
®
®

7 9 10 11 12 14 15 16 17 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 32 33

Obrazek 22 — Graf CNV v T1 generaci rostlin u reportérové linie AtLhcb8p0::EGFP-GUS. Rostliny obsahujici jednu kopii
(Cervend barva), rostliny obsahujici dvé kopie inzertu (zlut4 barva). £ SD odpovida 95% intervalu spolehlivosti pro
Poissonovo rozdéleni.
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CNV v T1 generaci- reporterova linie AtLhcb8, ,::RUBY
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Obrazek 23 - Graf CNV v T1 generaci rostlin u reportérové linie AtLhcb8pro::RUBY. Rostliny obsahujici jednu kopii
(Cervend barva), rostliny obsahujici dvé kopie inzertu (zIuta barva). + SD odpovida 95% intervalu spolehlivosti pro

Poissonovo rozdéleni

Pro studium exprese genu LHCBS bylo potieba v T1 generaci vyselektovat
rostliny sjednou a dvéma kopiemi inzertu (hemizygoti) u vSech linii. Na zakladé
vysledktl z ddPCR, bylo urceno, Ze u linie AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS obashuji
rostliny C, G, S a T jednu kopii inzertu a rostliny L, U, X a 4 dvé kopie inzertu.

U linie AtLhcb8pro::EGFP-GUS obsahuje rostlina 12 jednu kopii inzertu
arostliny 9, 25 a 27 dvé kopie inzertu.

U linie AtLhcb8pro::RUBY obsahuji rostliny A, B,N,T a V jednu kopii inzertu
arostliny F, I, L, R, U, X, Z, B1 a C1 dv¢ kopie inzertu (Obr 24).

Tyto rostliny byly nechany, aby dozraly do semen a tato semena byla pouZita

pro selekci homozygotnich rostlin.

Obrazek 24 — Rostlin}‘/ AtLhcb8pro::RUBY a jejich pocet kopii.
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Selekce homozygotnich rostlin v T2 generaci — rostiny se dvéma a ¢tyfmi kopiemi
inzertu

Po seleketi rostlin s jednou a dvéma kopiemi inzertu (hemizygoti), byly vybrany
rostliny, z nichZ se sesbiraly semena (T2 generaci) pro selekci homozygotnich rostlin.
U linie AtLhcbS8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS byly vybrany rosltiny C, S, T (jedna kopie
inzertu) a U (dvé kopie inzertu). U linie AtLhcb8pro::EGFP-GUS byly vybrany rostliny
12 (jedna kopie inzertu) a 9 (dvé kopie inzertu). A u linie AtLhcb8pro::RUBY vybrany
rosltiny A, B, V (jedna kopie inzertu) a F, L, R (dv¢ kopie inzertu).

Selekce semen potencidlnich homozygotnich rostlin byla provedena na zakladé
reportérového genu OLE1 — RFP (linie  AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS
a AtLhcb8pro::EGFP-GUS) pod fluorescenénim mikroskopem (Viz. kapt. 4.4.5.1), kde
homozygotni semena (dvé a Ctyti kopie) mély silnou fluorescenci, hemizygotni semena
(jedna a dvé kopie) slabsi fluorescenci a semena bez inzertu zddnou. Zastoupeni semen
u hemizygoti s jednou kopii byl 1/4 homozygoti, 2/4 hemizygoti a 1/4 bez inzertu.
Na zakladé toho bylo od kazdé rostliny vybrano cca 4 — 6 semen s nejvyssi intenzitou
fluorescence.

Nésledné byly u cca tfitydennich rostlin odebrany listy, vyizolovina DNA
pomoci NucleoSpin Plant II kitu (Viz. kapt. 4.4.5.3), a nasledné byla DNA nastépena
pomoci enzymu Mfel pro naslednou ddPCR (Viz. kap. 4.4.5.4) pro ovéfeni spravnosti
selekce homozygotnich semen. Screening byl proveden u linii AtLhcb8pro::EGFP-GUS
(Obr. 26) a AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS (Obr. 25). U linie AtLhcb8po::RUBY

se screening T2 generace pripravuje.

55



CNV v T2 generaci - reportérova linie
AtLhcb8,::AtLhcb8::EGFP-GUS
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Obrazek 25 — Graf CNV v T2 generaci rostlin u reportérové linie AtLhcb8pr0:: AtLhcb8::EGFP-GUS. + SD
odpovida 95% intervalu spolehlivosti pro Poissonovo rozdéleni. Pismeno znaci rostlinu z T1 generace a Cislice
znaci T2 generaci.

CNV v T2 generaci- reportérova linie AtLhcb8, ,::RGFP-
GUS
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Obrézek 26 — Graf CNV v T2 generaci rostlin u reportérové linie AtLhcb8pro::EGFP-GUS. £ SD odpovida 95%
intervalu spolehlivosti pro Poissonovo rozdgleni Pismeno znaf rostlinu z T1 generace a &islice znati T2
generaci.

Na zéklad€¢ vysledkii z ddPCR, bylo ovéfeno, ze vybrané rostliny z linie
AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS a AtLhcb8pro:: EGFP-GUS jsou opravdu homozygoti.
Konkrétné u linie AtLhcb8pro::AtLheb8::EGFP-GUS rostliny S6, S1, S2, S3, T1, T2, T3
a T4 obsahuji dvé kopie inzertu; u linie AtLhcb8pro::EGFP-GUS — 12-1, 12-2, 12-4, 12-
5 a 12-7 obsahuji dv¢ kopie inzertu a 9A, 9B, 9C a 9D obsahuji ¢tyfi kopie inzertu.

U rostliny C bylo zjisténo, Ze pfi screeningu v T1 generaci pravdépodobné doslo
k chybé a rostliny piivodné obsahovaly v T1 generaci dvé kopie inzertu. Screening v T2

generaci vysel, ze rostliny C2, C3 a C4 obsahuji dvé kopie inzertu (hemizygot) a C1
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obsahuje Ctyti kopie inzertu (homozygot) (Obr. 25). Tento vysledek selekce u rostlin
C 1-4 byl ovéten u T3 generace semen, kde byla na zakladé reportérového genu OLE] -
RFP pozorovana pod fluorescenénim mikroskopem u rostliny C1 uniformni silna
fluorescence znacici homozygota (Obr. 26A) a u rostliny C2 byla pozorovana
segregace alel, projevujici se rozdilnou intenzitou fluorescence hemizygot (Obr. 26B).
Pro dalsi experimenty byla vybrana semena od rostlin S1 (dvé kopie inzertu),

C1 (ctyti kopie inzertu), 12-1 (dvé kopie inzertu) a 9A (Ctyfi kopie inzertu).

A

Obrazek 27 — Fluorescence semen vytvorend expresi markerového konstruktu OLEI-RFP u T3 generace rostlin

reportérové linie AtLhcb8pro:: AtLhcb8::EGFP-GUS. Uniformni fluorescence semen homozygotni rostliny (A),

Ruizna intenzita fluorescence znacici segregaci u semen heterozygotni rostliny (B)
C. Optimalizace histochemického barveni GUS

Pro studium aktivity promotoru AtLhcb8po za fyziologickych podminek byla

nejdiive provedena optimalizaci metody GUS barveni. Optimalizace histochemického
barveni GUS vychazela ze standartniho protokolu pro GUS barveni, na zaklad¢ jeho
dostupnych modifikaci. Pfi optimalizaci byly testovany celkem ctyfi modifikace:

1. Fixace rostlinného materidlu pomoci acetonu, preinfiltrace v -Xgluc roztoku
(Roztok slouzi k preinfiltraci a neobsahuje substrat glukoroniddzu) a infiltrace
pomoci +Xgluc roztoku (roztok obsahuje substrat glukoronidazu) - (Act, -Xgluc,
+Xgluc)

2. Fixace rostlinného materidlu pomoci acetonu a infiltrace pomoci Xgluc roztoku -
(Act, +Xgluc)

3. Preinfiltrace pomoci -Xgluc roztoku, infiltrace pomoci Xgluc roztoku - (-Xgluc,
+Xgluc)

4. Infiltrace pomoci Xgluc roztoku - (+Xgluc)

Optimalizace protokolu GUS barveni, kde kazdd varianta byla provedena ve

¢tyfech opakovani, pokazdé na jednom listu rozdéleném na Ctyfi ¢asti z divodu
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zjisténi heterogenity. Kazda c¢ast listu pak byla barvena podle jedné ze Ctyf
modifikaci protokolu (Obr. 28), aby byly vidét jednotlivé rozdily v heterogenité
barveni v rdmci jednoho listu.

Pii optimalizaci bylo pozorovano, ze pfi fixaci listu acetonem byl list 1épe
odbarven, nasledné barveni +Xgluc roztokem bylo vice sjednocené (Obr. 28C, D),
ale list se zdal pro manipulaci vice kiehC¢i nez ty listy, které nebyly fixované
Vv acetonu.

U listl, u kterych byla provedena preifiltrace v -Xgluc roztoku nelze pozorovat
vyrazné rozdily (Obr. 28A, D) oproti listim které byly barveny bez preinfiltrace
(Obr. 28B, C).

Proto na zadklad¢ tohoto pozorovani byl pro barveni vybran upraveny protokol
skladajici se z fixace rostlinného materidlu pomoci acetonu a infiltrace pomoci

+Xgluc roztoku.

-Xglue, +Xgluc

Act, +Xgluc Act, -Xgluc, +Xgluc

.

Obrazek 28 — Optimalizace GUS barveni. Cést listu, kterd byla namo&ena v -Xgluc roztoku a nésledné + Xgluc roztoku
(A), cast listu, kterd byla namocena pouze v +Xgluc roztoku (B), ¢ast listu, ktera byla fixovana pomoci acetonu a
namocena v +Xglux roztoku (C) a ¢ast listu, ktera byla fixovana v acetonu, namocena v -Xgluc roztoku a v +Xgluc
roztoku (D)

D. Analyza aktivity promotoru AtLhcb8,,, a funkce proteinu LHCBS

Studium a lokalizace aktivity promotoru AtLhcb8po bylo provedeno
u reportérovych linii  Atlhcb8pro::EGFP-GUS a  AtLhcb8pro:: AtLhcb8::EGFP-GUS
pomoci histochemického barveni GUS. Obecné vyhodnoceni lokalizace aktivity
promotoru AtLhcb8pro bylo provedeno pod miroskopem Olympus EP50. Detalnéjsi
vyhodnoceni nasledné bylo provedeno pod mikroskopem Olympus BX60.

Déle byl studovan vliv proteinu LHCBS8 na fotosyntézu pomoci chlorofylové
fluorescence. Méfeni bylo provedeno pomoci FluorCamu na mladych a starych listech

reportérové linii AtLhcb8pro:: AtLhcb8::EGFP-GUS, kde byla studovéna heterogenita
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fluorescencénich parametr v mistech, kde byla sledovana aktivita promotoru AtLhcb8pro
a v mistech bez aktivity.

Déle bylo provedeno méteni chlorofylové fluorescence pomoci DualPamu na
mladych a starych listech genotypi kolhchb8 a WT A. thaliana, kde byly vyhodnoceny
nasledujici parametry: maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII, NPQ a transport
elektronti ptes PSII a PSI.

- Studium aktivity promotoru Atlhcb8,., béhem ontogenetického vyvoje pomoci
histochemického barveni GUS

Dlvod studia aktivity promotoru AtLhcb8pro béhem ontogeneze je nedavna
studie Sawchuk et al., (2008) , ktera naznacuje ze se gen LHCBS muze exprimovat i za
béznych podminek, jelikoz se mélo za to, ze se exprimuje pouze za stresovych
podminek. Pro dalsi studie je tedy podstatmé podstatné védét, jak se tento gen
exprimuje. Byly testovany dvé€ linie liSici se pfitomnosti sekvence genu LHCBS, které
budou slouzit pro zjisténi zda intron v genu ma regulacni funkci.

Studium aktivity promotoru AtLhcb8pro bylo provedeno na rizné starych
rostlinach. V 1. a 2. tydnu bylo provedeno GUS barveni na homozygotnich rostlinach
s dvéma 1 Ctyfmi kopiemi. U zbylych fazi byly barveny pouze homozygotni rostliny
s dvéma kopiemi.

V prvnim, druhém, ¢tvrtém a Sestém tydnu byly barveny v 4-5 opakovanich celé
rostliny. V jedenactém tydnu byly ve tfech opakovanich barveny stonek a listy (od
nejmladsiho po nejstasi list). Senescentni listy byly barveny ve tfech opakovanich od
nejmladsiho po nejstarsi list.

V aktivité promotoru AtLhcb8pro 1ze v prvnim a druhém tydnu pozorovat rozdil
mezi reportérovou linii AtLhcb8pro::EGFP-GUS a AtLhcb8pro:: AtLhcb8::EGFP-GUS,
kde u linie AtLhcb8pro::EGFP-GUS (Obr. 29A, B; Obr. 30A, B) lze pozorovat snizenou
expresi konstruktu po ploSe listu a vnejmladSich listech oproti linii
AtLhcb8pro::AtLheb8::EGFP-GUS (Obr. 29C, D; Obr. 30C, D). Tento rozdil mohl byt
zpusoben piitomnosti sekvenci genu LHCBS v ramci reportérové konstruktu u linie
AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS. Spolecnym rysem je, ze u obou linii dochazi
k intenzivni expresi konstruktu na okrajich listd a v hydatodech (jednotydenni rostliny
maji jednu hydatodu, dvoutydenni rostliny maji tii hydatody).

U rostlin starych ¢tyfi a Sest tydnl 1ze pozorovat, Ze u obou linii je promotor
AtLhcb8pro nejvice aktivni v nejmladsich listech, kde je obarvena celd plocha listu,

umladych listl je nejintenzivnéj$i aktivita na okrajich a ¢astecné po plose listu,
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u starSich listd je aktivita promotoru lokalizovand pouze na okrajich listu
av hydatodech a u nejstarSich listi je aktivita promotoru lokalizovand pouze
v hydatotech (Obr. 31C, D; Obr. 32C, D).

U rostlin starych 11 tydna s narostlymi kvéty, 1ze u obou linii pozorovat aktivitu
promotoru AtLhcb8pro v kvétech, po stonku, po celé plose nejmladsich listti a v mladych
listech, kde se aktivita nejvice lokalizuje po okrajich listu (Obr. 33). Zaroven byl u obou
linii pozorovan rozdil v aktivit¢ promotoru u senescentnich listd, kde u linie
AtLhcb8pro::EGFP-GUS nebyla pozorovéana aktivita promotoru (Obr. 34A), zatimco
u linie  AtLhcb8pro:: AtLhcb8::EGFP-GUS dochazelo ke zvySené aktivité promotoru
lhcb8 po célé plose listu (Obr. 34B). To mohlo byt zplsobeno ptitomnosti sekvence
genu LHCBS, jak jiz bylo posano u rostlin starych 1. a 2. tyden.

Poté byly pro detalnéjsi studium aktivity promotoru AtLhcb8pro vybrany listy
a kvéty, které byly pozorovany pod mikroskopem Olympus BX60 (Viz. kap. 4.4.5.1).
U rostlin starych jeden a dva tydny byla pozorovana aktivita promotoru v hydatodé
(Obr. 35E, F) a v pradusich (Obr. 35A, B, E). U rostlin starych ¢tyfi az 11 tydnt byla
aktivita promotoru pozorovana v hydatodach, v pradusich a v pokozkovych bunkach
z nichz vyrustaji trichomy (Obr. 35C, D). U jedendctitadennich rostlin byla pozorovana
aktivita promotoru v ramci kvétu (Obr. 36A) v kalis$nich i korunnich listcich (Obr. 36C,
D) a vpraduSich tyCinek (Obr. 36B). Vramci stonku byla aktivita promotoru
pozorovana v pokozkovych buiikach z nichZ vyristaji trichomy (Obr. 36E, F).
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Obrazek 29 — GUS barveni jednotydennich rostlin. Reportérova linie AtLhcb8pro::EGFP-GUS se dvéma kopiemi inzertu
(A), Reportérova linie AtLhcb8pro::EGFP-GUS se ¢tyfmi kopiemi inzertu (B), Reportérova linie
AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS se dvéma kopiemi inzertu (C), Reportérova linie AtLhcb8pro:: AtLhcb8::EGFP-GUS se
¢tyfmi kopiemi inzertu (D). * Znaci hydatody.

Obrazek 30 - GUS barveni dvoutydennich rostlin. Reportérova linie AtLhcb8pro::EGFP-GUS se dvéma kopiemi inzertu
(A), Reportérova linie AtLhcb8pro::EGFP-GUS se ¢tyfmi kopiemi inzertu (B), Reportérova linie
AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS se dvéma kopiemi inzertu (C), Reportérova linie AtLhcb8pro:: AtLhcb8::EGFP-GUS se
Ctyfmi kopiemi inzertu (D). * Znaci hydatody.
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Obrézek 31 - GUS barveni ¢tyitydenich rostlin. Reportérova linie AtLhcb8pro::EGFP-GUS se dvéma kopiemi inzertu celd rotlina (A) a odebrané
listy podle stafi (B), kde jsou nejmlasi listy (list 1), mladé listy (list 2), starsi listy (list 3) a staré listy (list 4). Reportérova linie
AtLhcb8,,,::AtLhcb8::EGFP-GUS se dvéma kopiemi inzertu celé rotlina (C) a odebrané listy podle stafi (D), kde jsou nejmlasi listy (list 1*),
mladé listy (list 2*), starsi listy (list 3*) a staré listy (list 4*).

Obrazek 32 - GUS barveni Sestitydennich rostlin. Reportérova linie AtLhcb8,,,::EGFP-GUS se dvéma kopiemi inzertu cela rotlina (A) a
odebrané listy podle staii (B), kde jsou nejmlasi listy (list 1), mladé listy (list 2), starsi listy (list 3) a staré listy (list 4). Reportérova linie
AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS se dvéma kopiemi inzertu cela rotlina (C) a odebrané listy podle stafi (D), kde jsou nejmlasi listy (list 1¥),
mladé listy (list 2*), star$i listy (list 3*) a staré listy (list 4¥).




Obrazek 33 - GUS barveni jedenéctiydennich rostlin. Reportérova linie AtLhcb8,,,::EGFP-GUS se dvéma kopiemi inzertu — stonek + kvéty (A) a
odebrané listy podle stafi (B), kde jsou nejmlasi listy (list 1), mladé listy (list 2), starsi listy (list 3) a staré listy (list 4). Reportérova linie
AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS se dvéma kopiemi inzertu — stonek + kvéty (C) a odebrané listy podle staii (D), kde jsou nejmlasi listy (list 1*),
mladé listy (list 2*), starsi listy (list 3*) a staré¢ listy (list 4¥).

Obrazek 34 - GUS barveni senescentnich listii. Reportérova linie AtLhcb8,y,::EGFP-GUS se dvéma kopiemi inzertu - odebrané listy
podle staii (A), kde jsou nejmlasi listy (list 1), mladé listy (list 2), starsi listy (list 3) a staré listy (list 4). Reportérova linie
AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS se dvéma kopiemi inzertu - odebrané listy podle staii (B), kde jsou nejmlasi listy (list 1¥), mladé
listy (list 2*), starsi listy (list 3*) a staré listy (list 4*).
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100 pm

Obrazek 35 — Lokalizace aktiviy promotoru AtLhcb8,, v ramci bunék listu u reportérovych linii AtLhcb8,,,::EGFP-GUS a
AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS se dvéma kopiemi inzertu. Lokalizace aktivity v pradusich (A, B ,E), v pokozkovych bunkach
z nichz vyrustaji trichomy (C, D) a v hydatodech (E, F).
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Obrazek 36 — Lokalizace aktiviy promotoru AtLhcb8,, v ramci kvétu a stonku u linif AtLhcb8,,,::EGFP-GUS a
AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS se dvéma kopiemi inzertu. Lokalizace aktivity v kvétu (A), v okvétnich listcich (C), v pradusich
lokalizovanych v ty¢inkach (B), v korunnich listcich (D), v pokozkovych buiikach z nichz vyrustaji trichomy v lokalizovanych na stonku (E)
a na mladych listech stonku (F).

- Funkce proteinu LHCBS8 ve fotosyntéze

Protein LHCBS8 neni bézne soucasti PSIL. Vi se, Ze se exprimuje za stresovych
podminek, na zakladé¢ cehoz mé pfifazenou fotoprotektivni funkci. Pfi studie
ontogeneze bylo zjisténo, ze LHCBS byl nejvice exprimovan nejmladsich listech a na
okraji mladych listh. U starych listd byla jeho exprese minimalni. Proto na zaklad¢
téchto zjisténi byla provedena charakterizace funkce fotosyntézy u mladych a starych
listi genotypt WT a kolhcb8 a linie AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS.

Pro studium vlivu proteinu LHCBS8 na fotosyntézu bylo provedeno dvoji méfeni
na mladych a starych listech Sestitydennich rostlin. Prvni méfeni bylo provedeno na
rostlindch reportérové linie AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS se dvéma kopiemi
inzertu pomoci Fluorcamu (Viz. kap. 4.4.6), kdy byly sledovany rozdily fluorescen¢ni
indukce chlorofylu v mistech, kde byla sledovana aktivita promotoru AtLhcb8pro s misty
bez aktivity (Obr. 36). M¢teni bylo provedeno ve Ctyfech opakovanich, kdy prvni dvé
opakovani byly méfeny pii intenzité aktinického svétla 800 umol fotonti m2s! (Obr.
37B) a druhé dvé opakovani byly mé&feny pii intenzité 1600 pmol fotonti m 2s! (Obr.
37D).
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Obrazek 37 — Porovnani lokalizace promotoru AtLhcb8pr pomoci GUS barveni a méfeni chlorofylové
fluorescence na ploge listu u linie AtLhcb8pro:: AtLhcb8::EGFP-GUS pomoci FluorCamu. Listy barveny
histochemickym barvenim GUS (A, C), listy méfeny pfi intenzit€ aktinického svétla 800 pmol fotontt m” 251 (B)
a pfi 1600 umol fotond m™2s!(D). Cisla znazortuji jednostlivé listy.

Mg¢éteni probihalo pfi dvou intenzitach aktinického svétla. Méfeni pfi intenzité
aktinického svétla 800 pmol fotonti m™2s™! neprokazovalo zasadni vliv proteinu LHCBS
na fotosyntetickou funkci. Proto bylo provedeno méfeni pii intenzité aktinického svétla
1600 umol fotonti m %s!, kde z diivodu vysoké intenzity zaieni dochalo k ohybani
okraju listd, které byly cilem z&jmu (pozorovana aktivita promotoru AtLhcb8pro), a tim
ke zkresleni dat. Méfeni bylo ptivodné provedeno na celych rotlinach, ale z divodu
ohybani okraji listd, bylo poté méfeni provedeno na jednotlivych listech, kde téz
dochdzelo z divodu vysoké intenzity zazeni ke zkresleni dat.

Proto byla provedena charakterizace fotosyntetické funkce u mladych a starych
listd genotyptt WT a kolhcb8 pomoci DualPamu, kdy se vyhodnotily Ctyfi parametry
a to maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII, nefotochemické zhaSeni (NPQ)
a transport elektronil ptes PSII (ETR II) a PSI (ETR I).

Maximalni kvantovy vytéZek — Fv/Fm

Maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII (Fv/Fm), ktery je pouzivan jako
indikator stresu u rostlin indikuje, Ze absence proteinu LHCB8 neméa vliv na hodnotu
maximalniho kvantového vytézku jelikoz hodnoty odpovidaji fyziologické hodnoté 0,8

(Obr. 38). Dale neni pozorovan zadny vyrazny rozdil mezi starymi a mladymi listy.
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Obrazek 38 - Maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII (Fv/Fm). Prezentované hodnoty jsou
vyjadiené jako primér, n =3 (WT), n =5 (kolhchS8). Prezentované hodnoty jsou vyjadiené jako
prumér + SD, n =3 (WT), n =5 (kolhcb8).

Indukce nefotochemického zhaseni - NPQ

Pti porovnani genotypti kolhch8 a WT nebyly pozorovany zadné vyznamné
zmény pii indukci NPQ (fotoprotektivni funkce rostlin, kde se jednd o regulovanou
preménu piebytecné absrbované energie na teplo). Jediny rozdil byl pozorovan mezi

mladymi a starymi listy, kdy indukce NPQ byla nizsi u starych listi (Obr. 38).

NPQ
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1 —&— [hch8-mlady
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0
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Obrazek 38 - Indukce nefotochemického zhaseni u rostlin ve svételné fazi a nasledna relaxace NPQ ve tmé u
jednotlivych variant rostlin, které byly pfed méfenim adaptovany 30 min na tmu. Prezentované hodnoty jsou
vyjadrené jako primér + SD, n=3 (WT), n =5 (kolhcb8).
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Transport elektront pires PSII - ETR I a PSI - ETR 1
Elektronovy transport ptes PSII (Obr. 40) a PSI neni nijak vyrazné¢ omezen
u kolhcb8 pii porovnani s WT. Nelze pozorovat vyrazné zmény mezi jednotlivymi

genotypy a ani mezi starymi a mladymi listy.
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Obrazek 39 - Elektronovy transport ptes PSII ve svételné fazi po 30 min adaptaci na tmu. Prezentované
hodnoty jsou vyjadfené jako primér + SD, n =3 (WT), n =5 (kolhcbh$).
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Obrazek 40 - Elektronovy transport pies PSI ve svételné fazi po 30 min adaptaci na tmu. Prezentované
hodnoty jsou vyjadiené jako praimér + SD, n =3 (WT), n=5 (kolhcbh8).

Zaverem lze fict, Ze pii méfeni za danych podminek se nepovedlo zaznamenat
vyraznéjsi vliv proteinu LHCBS na funkci fotosyntézy. Proto pro budouci studie bude

potieba pouzit jiny zpisob méteni.
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5 Diskuze

Studii zamétenych na expresi, funkci a charakteristiku proteinu LHCBS je velmi
malo. Postupem cCasu se ale zjistilo, Ze se exprimuje i za béznych podminek (Sawchuk
et al. 2008) a diky tomu se zajem o n¢j zacal zvétSovat se zaméfenim na jeho expresi
a regulaci, proteomickou analyzu a jakou funkci zastava ve fotosyntetickém aparatu.

Hlavni funkci proteinu LHCBS, ktery kéduje gen LHCBS je fotoprotekce PSII
pii podminkach vysoké intenzity svétla (Floris et al. 2012). VétSina dosavadnich studii
byla zaméfena pouze na studium exprese genu lhcb8 za stresovych podminek a neni
pfesné zndmo jak a kde se v rdmci rostliny exprimuje béhem ontogenetického vyvoje za
fyziologickych podminek, coz je podstatné pro aplikaci do dalSich studii.

Na zaklad¢ literatury bylo zjisténo, ze gen LHCBS vykazuje zvySenou expresi
pfi podminkéch vysokého svétla, kde vykazuje aZ o 255% vyssi expresi (Flanery et al.,
2021). Dale na zaklad¢ studii bylo zjisténo, ze exprese genu LHCBS je pravdépodobné
regulovana az na urovni translace, kde hlavni vliv na aktivitu translace ma zfejmé
intenzita svétla (Floris et al. 2012).

1. Priprava reporterovych linii pro studium aktivity promotoru AtLhcb8:,

Proto na zaklad¢ téchto informaci byla testovdna aktivita promotoru genu
LHCBS pomoci dvou reportérovych linii:  AtLhcb8pro:: AtLhcb8::EGFP-GUS
a AtLhcb8pro::EGFP-GUS, které byly dodany vedouci prace ve formé semen primarné
natransformovanych rostlin (TO generace). V ramci ptedlozené diplomové prace byla
vytvorena jeste treti linie AtLhcb8pro::RUBY.

Reporterové linie vyuzivajici GUS barveni

Linie AtLhcb8pro::Atlhcb8::EGFP-GUS a AtLhcb8pr::EGFP-GUS obsahovaly
bifunkéni fuzni reportérovy konstrukt EGFP a GUS (Quaedvlieg et al. 1998). Tento
bifunkéni konstrukt kombinuje vyhody GUS reportérového genu s vyhodami vyuziti
fluorescencnich proteinti. Hlavnim benefitem pouziti GUS jako reportérového genu je
vysoka citlivost detekce aktivity promotoru (vizualizace promotorii s nizkou aktivitou),
nicmén¢ jeho velkou nevyhodou je komplikovana analyza aktivity promotoru genu
z4jmu v Case v ramci rostliny, jelikoz pfi vizualizaci GUS barveni dochéazi k destrukci
rostlinného materidlu. Tuto nevyhodu piekonava fluorescencni protein EGFP, ktery mél
byt ptivodné pouzit pro rychly a nedestruktivni screening podminek, pti kterych dochazi
v rostlin€ k aktivaci studovaného promotoru AtLhcb8pro. Pti experimentech se bohuzel
ukazalo, ze fluorescenci EGFP nebylo mozno detekovat ani v listech, u kterych byla

exprese AtLhcb8pro potvrzena pomoci GUS. Absenci EGFP fluorescenéniho signalu je
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mozné vysvétlit bud vybélovanim (fotobleaching) v dusledku trvalého vystaveni
studovanych rostlin svétlu béhem jejich péstovani, jeho nizsi stabilitou v rostlinnych
bunkach v porovnani s GUS, ptfipadné kombinaci obou faktorii nebo nizkym mnozZstvim
transkripta.

Dtvod ptipravy reportérovych linii GUS je nedostatek informaci tykajicich se
regulace genové exprese za béznych podminek, kde regulace exprese LHC genti mohou
zahrnovat regulaci na urovni transkripce, translace a posttransla¢nich modifikaci. Na
zaklad¢ studie Floris et al. (2012) bylo zjisténo, ze za nékterych podminek (napft.
vysokd intenzita svétla) mulze regulace na urovni translace predchazet regulaci
na urovni transkripce. V ramci této studie byl pravé tento zplsob regulace pozorovan
u genu LHCBS. Déle je podezieni, ze u genu LHCBS, ktery se sklada ze dvou exont
a jednoho intronu (www.arabidopsis.org) miize mit intron regula¢ni funkci a z tohoto
divodu byly pfipraveny dvé reportérové linie EGFP-GUS lisici pfitomnosti sekvence
genu LHCBS.

- Intron Mediated Enhancement (IME)

Pro spravny vyvoj a funkci organismu je dulezité, aby za urcitych pominek v
uréitém case nebo jen ve specifickych bunkach byly exprimovéany jen nékteré geny. Z
tohoto diivodu bylo velké usili vénovano k pochopeni toho, jak jsou geny regulovany.
Jednim z nov¢ piekvapujicich objevi je ucinek ne€kterych intronli na genovou expresi.
Dokonce nékteré z téchto introni mohou byt primarnim prvkem fidici expresi nejvice se
exprimujicich genli v genomu.

Urcité introny, které jsou v ramci transkribované sekvence umistény blizko ke
konci genu maji velky vliv na akumulaci mRNA (Callis et al., 1987). Tento jev byl
popsan jako Intron mediated enhancement (IME) (Gallegos a Rose, 2015) a vyznamné
se lisi od regulace pomoci enhancert a promtort (Zabidi a Stark, 2016; Medina-Rivera
et al., 2018). Pravdépodobnou podminkou IME je, Ze intron nesmi byt v ramci
transkribované oblasti umistén dale nez 1 kb od mista pocatku transkripce (Rose, 2004;
Gallegos a Rose, 2017) a aby byl jeho efekt spustén, tak musi byt pfepsdin do mRNA
(Rose, 2002). Tento regula¢ni element je dostate¢né silny na to, aby mohl byt pouzit
jako nastroj ke zvySeni exprese cilovych gent (Rose, 2019). Bylo zjisténo, ze IME
muZou pusobit prosttednistvim zvySené miry transkripce, zvySené¢ho jaderného exportu,
zvySeni stability transkriptu a dokonce i zvySenim trovné translace (Gallegos a Rose,
2015; Shaul, 2017).

Intron u genu LHCBS spliuje ob¢ vyse popsané podminky, kde jeho umisténi
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v ramci genu je spiSe blize ke konci genu a je umistény blize nez 1 kb od mista pocatku
transkripce. Zaroven lze IME odhadnout na zaklad¢ vypocetniho algoritmu IMEter
(Rose et al., 2008; Parra et al., 2011), kde u LHCBS byl tento intron predikovan jako
IME se skorem 10,96 a percentilem 95 (http:/korflab.ucdavis.edu/cgi-
bin/IMEter 2014/web-imeter2.1.pl), coz znac¢i vysokou pravdépodobnost, Ze tento

intron mize mit roli v regulaci exprese genu LHCBS (Rose 2019).

B Reporterova linie vyuZivajici vizualizaci barveni

ProtoZze nam nefungovalo EGFP, rozhodli jsme se udé€lat reportérovou linii
s RUBY kazetou (He et al.. 2020) pro rychly screening. Hlavni vyuziti této linie je
planovéano pfi screeningu stresovych podminek, pii kterych dochazi k expresi genu
LHCBS. Z literatury je znamo, Ze je jeho exprese je spojena se stresem (vysoka intenzita
svétla, ale nejspise 1 jiné stresy), a analyza exprese ,,naslepo* pomoci reportéru GUS by
byla pracna. Plan je vyuzit linie AtLlhcb8proRUBY na pre-screening, kdy se vytipuji
stresové podminky, kdy lze pozorovat RUBY a ty se potom pouziji pro u linii
obsahujici reportérovy gen GUS.

Z tohoto divodu byla pfipravena treti reportérova linie AtLhcb8pro::RUBY
obsahujici reportérovou kazetu RUBY, kterd taky umoznuje neinvazivni sledovani
aktivity promotoru in vivo a byla predstavena v publikaci He ef al. (2020). RUBY
kazeta je sloZena ze sekvenci tii genii kodujici enzymy, které se podileji na syntéze
betalainil, coz jsou latky Cervené barvy. Vyhodou tohoto reportéru je, Zze pro syntézu
betalainu vyuziva jako substrat aminokyselinu tyrosin, ktery se endogenné vyskytuje ve
vSech bunkéch, dale ho lze vyuzit i pro kvantifikaci irovné exprese, kterou lze odvodit
na zéklad¢ intenzity Cervené barvy a bylo i prokazano, ze ho lze pouZzit u Arabidopsis
jako selek¢éni marker transformovanych semen (He et al., 200).

Tato linie byla pfipravena pomoci Gateway klonovani, jehoz ptednosti je
paralelni klonovani vice fragmentii DNA za pouziti stejného enzymu. Spravnost sloZeni
findlniho konstruktu byla provedena pomoci sangerova sekvenovéani. Nakonec byl
reportérovy konstrukt natransformovan do rostlin Arabidopsis pomoci floral dip

metody.

C Selekce homozygotnich rostlin s definovanym poctem Kkopii reporterového genu
Selekce hmozygotnich linii s definovanym poctem kopii je dilezity proces,

jelikoz primarni transformované rostliny obsahuji vlozeny inzert pouze v jedné alele
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(hemizygoti) a v nasledujicich generacich by mohlo dojit k jeho ztraté. Z tohoto divodu
je tedy nutné vyselektovat homozygotni rostliny, které obsahuji inzert ve dvou alelach.
Zaroven v procesu transformace rostlin dochazi k vicenasobné inzerci transgenu do
genomu a to mize vyrazné zkomplikovat nebo prakticky zneoznit selekci homozygoti.

Tradi¢ni postup selekce transgennich rostlin pomoci antibiotik a selekce
homozygotti na zakladé segregace je celkové pomaly a pracny proces, hlavné kdyz se
vychéazi z transformantl s vySSim poctem kopii (Shimada et al., 2010). Proto je
dilezitym krokem stanovit pocet kopii vloZeného inzertu (napf. Southern blot,
kvantitativni PCR, sekvenovani), ale tyto metody maji své specifické nevyhody jako je
nepiesnost stanoveni nebo vysoké naklady a bézné k tomuto ucelu nepozivaji.

Vramci této diplomové prace meély vSechny reporterové linie, které byly
pouzity, soucast inzertu seminkovy marker OLE1-RFP/GFP, ¢imZz se eliminovalo
pouziti antibiotik a zrychlila se tim cela selekce. Uz v T1 generaci pomoci ddPCR byly
vyselektovany hemizygotni rostliny s 1 a 2 kopiemi inzertu. Nasledné v T2 generaci
byly vybrana semena snejveétsi intenzitou fluorescence (tyto semena by méla byt
homozygotni), kdy pomoci ddPCR se stanovil pocet kopii inzertu a pomoci toho uz
v T2 generaci byly vyselektované homozygotni rotliny s 2 a 4 kopiemi inzertu.

Hlavnimi vyhodami reportérového markeru OLEI-GFP/RFP oproti pouziti
antibiotik jsou identifikace transformovanych semen ihned po sklizeni, jedna se
o kodominantni marker, ktery lze pouzit zaroven pro selekci homozygota v T2 generaci,
eliminace prace ve sterilnim prostfedim a vysoka uspéSnost selekce transformovanych
rostlin, kde se pfi screeningu potvrdilo, ze z cca 30 vysazenych rostlin bylo 78 — 90 %
rostlin pozitivnich, zatimco pii selekci pomoci antibiotik je ispéSnost nizsi.

V ramci pouzitych reportérovych linii byl u linie AtLhcb8pro::RUBY pouzit jako
selekéni marker OLE1-EGFP a u reportérovych linii AtLhcb8proAtLhcb8::EGFP-GUS
a AtLhcb8pro::EGFP-GUS byl pouzit selekéni marker OLE1-RFP, jelikoz pfitomnost
EGFP byla soucast roportérového konstruktu, ktery slouzil pro studium aktivity
promotoru AtLhcb8pro proto musel byt pouZit jiny fluorescencni protein.

Jedinou nevyhodou markeru OLE1-RFP/GFP je, ze pfi selekci transgennich
jelikoz se pii screeningu ukazalo, ze vétSinou semena s nejvetsi intenzitou fluorescence
mela velky pocet kopii vlozeného inzertu (cca 8 — 20 kopii) a pfi selekci mohlo dojit
k vybéru semene se slabou autofluorescenci.

Pro urceni CNV byla pouzitd ddPCR jejiz hlavni piednosti je pfesnost stanoveni
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poctu kopii inzertu. Pro stanoveni poc¢tu kopii inzertu byla jako studovana sekvence
zvolena sekvence pro hygromycin, ktery byl soucasti inzertu a jeko reference byla
zvolena sekvence aminokyselinové permeazy 1. DdPCR se osvéd¢ila jako rychla
metoda, diky niz uz byla v T2 generaci vyselektovana homozygotni rostlina

s pozadovanym poctem kopii.

2. Analyza aktivity promotoru AtLhcb8,, béhem ontogenetického vyvoje
Arabidopsis thaliana

Duivod studie aktivity promotoru AtLhcb8pro v pribéhu ontogenetického vyvoje
je ten, ze se o expresi genu LHCBS toho moc nevi. Na ziklad¢ literatury se
predpoklada, ze se nejvice exprimuje hlavné pii stresovych podminkach (napi. vysoka
intenzita svétla, ale byly pozorované i jiné podminky). Za fyziologickych podminek se
ptedpoklada, ze exprese genu LHCBS je velmi nizkd, ¢emuz odpovidaji 1 data
z proteomickych analyz (Ilikova et al., 2021; McKenzie et al., 2019) . Ve studii
Sawchuk et al. (2008), bylo ale naznaCeno, ze exprese genu LHCBS by mohla byt
heterogenni, coz v téchto typech dat neni reflektovéno, jelikoZ tyto analyzy se obvykle
délaji z celych rostlin, takze 1 kdyZ je exprese silnd, ale jen v urcitych castech rostliny,
tak v pruméru se zdd jako nizkd. Proto na zaklad¢ téchto studii byly vytvoreny
reporterové linie, aby se zjistilo jak se gen LHCBS exprimuje. Studie byla provedena na
liniich  AtLhcb8pro::EGFP-GUS a  AtLhcb8proAtLhcb8::EGFP-GUS. U  linie
AtLhcb8pro::RUBY, kterd bude slouzit pro screening stresovych podminek, probiha
finalni screening T2 generace rostlin pro selekci homozygot.

Analyza aktivity promotoru AtLhcb8pro b&hem ontogenetického vyvoje byla
provedena v rozmezi 1 — 11. tyden + senescencni listy pomoci histochemického barveni
GUS. Béhem prvniho a druhého tydne bylo barveni provedeno na liniich s dvéma
i Ctyfmi kopiemi inzertu.

Béhem barveni byl u linie AtLhcb8pro::EGFP-GUS pozorovan rozdil v intenzité
barveni mezi rostlinami s dvéma a Ctyfmi kopiemi inzertu (Viz. obr. 29, 30). Dle
ptedpokladu mély mit rostliny se ¢tyfmi kopiemi inzertu silngj$i intenzitu barveni, coz
se potvrdilo pouze u linie AtLhcb8poAtLhcb8::EGFP-GUS, ale u linie
AtLhcb8pro::EGFP-GUS mély rostliny se ¢tyfmi kopiemi inzertu slabsi odezvu. Toto
chovani bylo nejspiSe zplsobeno tim, Ze inzert u linie AtLhcb8pr::EGFP-GUS se
¢tyfmi kopiemi neni kompletni, coz se potvrdilo pfi celogenomovém sekvenovani

(provedeno v ramci jiného projektu), proto dalsi barveni bylo provedeno pouze u linii
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obsahujici dvé kopie inzertu.

Ve vétsiné experimentit GUS barveni nebyl pozorovan rozdil mezi liniemi. Pfi
GUS barveni byla nejintenzivngji lokalizovana aktivita promotoru AtLhcb8pro po celé
plose nejmladSich listd. Nésledné¢ v prubéhu ontogeneze dochazelo k postupnému
snizovani aktivity promotoru, kde u mladych listd aktivita promotoru smérem od
vrcholu listu ustdvala a nejvice byla lokalizovana na okraji listu, v hydatodach,
v pokozkovych buiikach, z nichz vyruastaji trichomy a v pridusich. U starSiho listu byla
aktivita lokalizovana v okraji listu a siln€ v hydatodach a u nejstarSiho listu byla slaba
aktivita pozorovdna v hydatoddch nebo nebyla pozorovana vibec. Déle aktivita
promotoru byla pozorovdna v kvétech a v pokozkovych bunkach stonku znichz
vyristaji trichomy.

Tyto vysledky jsou do zna¢né miry v souladu se studii Sawchuk et al. (2008),
kde byl proveden screening exprese LHC genli pomoci reportérovych linii obsahujici
reportérovy gen kodujici YFP (zluty fluorescen¢ni protein). V ramci studie byla
pozorovana aktivity promotoru AtLhcb8pro v pribéhu ontogenetického vyvoje rostlin
Arabidopsis v rozmezi 2,5 — 6 dni, kterd se nejintenzivnéji vyskytovala na okraji listu.
Na zakladé toho bylo predikovéno, ze LHCBS se exprimuje jen v urCité subpopulaci
bunék, jejichz podil se v pribéhu vyvoje organu snizuje. Na zékladé publikace
Gonzalez et al. (2012) a studie Giigel et al. (2017) zabyvajicich se ontogenezi listd u
Arabidopsis a ziskanych vysledkid béhem GUS barveni se zda, Ze aktivita promotoru
AtLhcb8pro by mohla byt vyssi ptedevsim v buiikach, které se aktivné déli.

Pii barveni rostlin vprvnim a druhém tydnu byl mezi liniemi
AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS a  AtLhcb8pro::EGFP-GUS  pozorovan  rozdil
v intenzité¢ barveni barveni (Viz. obr. 29, 30) a déle byl rozdil mezi liniemi pozorovan
u senescencnich listl, kdy u linie AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGP-GUS byla lokalizovana
aktivita promotoru AtLhcb8pro po celé plose listu (Viz. obr. 34B), zatimco u linie
AtLhcb8pro::EGFP-GUS nebyla aktivita promotoru pozorovand vibec (Viz. obr. 34A).
Tento rozdil v aktivit¢ promotoru AtLhcb8pro byl nejspiSe zplsoben piitomnosti
sekvence genu LHCBS. Jak jiz bylo zminéno vyse, jednou z pficin mohla byt regulace
genové exprese na zakladé¢ IME, diky némuz mohlo dojit k zesileni aktivity promotoru
AtLhcb8pro. Pro potvrzeni této hypotézy bude potieba provést ovétfeni a zjistit zda to
bylo zplsobeno pfitomnosti sekvence intronu, nebo sekvenci genu LHCBS. Ovéteni
bude provedeno vytvotrenim reportérovych linii, kde soucasti jedné linie bude sekvence

genu LHCBS bez intronu, ktera vznikne prepisem mRNA do cDNA, soucasti druhé linie
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bude pouze sekvence intronu a jako tfeti linie se pouzije AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGP-
GUS a bude se studovat aktivita promotoru AtLhcb8pro pfi podminkach, kde byly

pozorovany rozdily.

3. Vliv exprese genu LHCBS na funkci fotosyntetického aparatu

Pomoci reportérovych linii byla sledovéna aktivita promotoru genu LHCBS.
Protoze nckteré studie naznacuji, ze syntéza proteinu LHCB8 muze byt regulovana az
na Urovni translace (Floris et al., 2013), aktivita AtLhcb8pr0, kterd byla pozorovana
pomoci reportérovych linii, nemusi odpovidat celkovému mnozstvi proteinu LHCBS.
Pro ovétfeni této korelace bude pouzita metoda hmotnostni spektrometrie, nebot
jednodussi stanoveni proteinu LHCB8 pomoci Western blotu neni mozné z diivodu
nedostupnosti specifické protilatky.

Piestoze zvySené zastoupeni proteinu LHCBS8 v mladych listech Arabidopsis
vykazujicich zvySenou aktivitu AtLhcb8pro zatim nebylo experimentdlné potrvrzeno,
byla provedena analyza funkce fotosyntetického aparatu u genotyptt WT a kolhch§
a linie AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGP-GUS pomoci metody chlorofylové fluorescence.
Meéieni bylo provedeno pomoci dvou pfistroji, kde prvni métfeni bylo provedeno
pomoci FluorCamu na linii AtLhcb8pro:: AtLhcb8::EGP-GUS, kde hlavnim cilem bylo
porovnat funkci fotosyntézy v mistech se zvySenou expresi AtLhcb8pro s misty bez
aktivity. Prvni experimenty byly provedeny na celych rostlindich a nésledné¢ na
samostatnych listech. Méteni bylo provedeno pii dvou intenzitach aktinického svétla,
kdy pii 800 pmol fotond m s nebyl pozorovan vliv proteinu LHCBS na funkci
fotosyntézi. Proto bylo provedeno dalsi méfeni pii intenzité 1600 umol fotond m™ s,
ale z ditvodu vysoké intenzity svétla dochazelo ke ohybéni okraju listil, ¢imz dochézelo
ke zkresleni dat v z4jmovych oblastech. Dale bylo méfeni provedeno na mladych a
starych listech, ale znovu z diivodu vysoké intenzity svétla dochazelo ke zkresleni dat.
Proto byl proveden druhy zplsob meéfeni pomoci DualPamu na rostlinaich WT a
kolhch8, kde hlavnim cilem bylo porovnat parametry fotosyntézy u mladych a starych
listd. V rdmci méfeni se nepovedlo prokazat vyznamné rozdily mezi genotypy. Pfi
vyhodnoceni Fv/Fm vychazely hodnoty u obou genotypt kolem 0,8, coz znaci zZe
rostliny nebyly vystaveny stresu. NPQ vySlo mezi obéma genotypy podobné. Tyto
vysledky jsou v souladu se studii Bianchi ef al. (2011), kde byla provedena studie na
rostlindch mutantnich v isoformach genu LHCB4 a u genotypu WT nebyly pozorovany

vyrazné rozdily ve funkci fotosyntézy. Jedinym rozdilem, ktery byl pozorovan, byl
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rozdil v NPQ u mladych a starych listd, nicmén¢ tento rozdil byl stejny u WT I kolhcb8
a nebyl tedy zplisoben pritomnosti LHCBS. Dale byly vyhodnoceny parametry ETRII a
ETRI, u kterych nebyly pozorovany vyrazné rozdily mezi genotypy a ani listy.

Dtvody absence rozdilih mlizou byt zpisobeny tim, bud’ nekoreluje aktivita
promotoru AtLhcb8pro s mnozstvim proteinu LHCBS, nebo se protein uplatiuje

(ovliviuje fotosyntézu) za jinych podminek, nez jaké byly pouzity pii experimentech.
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6 Zavér

V ramci diplomové prace jsem se v teoretické Casti vénovala funkci a struktuie
fotosystému II a jeho sytému svétlosbérnych antén se zaméfenim na minoritni
svétlosbérnou anténu LHCB4, konkrétné na jeji isoformu LHCBS8 (LHCB4.3). Dale
byla pfestavena metoda reportérovych linii, moznost jejich pfipravy a moderni postupy
pro selekci homozygotnich linii u transformovanych rostlin, které byly vyuzity v ramci
experimentalni Casti této prace.

Cilem experimentalni ¢asti  bylo provést u reportérovych linii
AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS a  AtLhcb8pro::EGFP-GUS  studium  aktivity
promotoru AtLhcb8pro pomoci histochemického barveni GUS béhem ontogenetického
vyvoje aprovést analyzu aktivity promotoru AtLhcb8pro pomoci reportéru EGFP za
vybranych stresovych podminek. Z diivodu nefunkénosti EGFP, byla v ramci prace
pomoci Gateway klonovani pfipravena reportérova linie AtLhcb8pro::RUBY. Nasledné
u linii byla provedena selekce homozygotnich rostlin pomoci ddPCR. U linie
AtLhcb8pro::RUBY se screening T2 generace piipravuje.

Linie AtLhcb8pro:: AtLhcb8::EGFP-GUS a  AtLhcb8pro::EGFP-GUS  byly
nasledné¢ vyuzity ke studiu aktivity promotoru AtLhcb8pro v pribéhu ontogenetického
vyvoje. Dale byla provedena analyza funkce fotosyntézy u genotyptt WT a kolhcb8
pomoci metody chlorofylové fluorescence s cilem objasnit vliv LHCBS8 na funkci PSII.

Pii studiu aktivity promotoru AtLhcb8pro, v rdmei ontogenetického vyvoje byla
pozorovéana heterogenni aktivita promotoru. Nejintenzivngji byla aktivita promotoru
AtLhcb8pro pozorovana v nejmladsich listech, kde v pribéhu ontogenetického vyvoje se
postupné¢ aktivita promotoru lokalizovala na okraj listu, v hydatodech a v pokozkovych
bunkach znichz vyrastaji trichomy. U nejstarSiho listu byla aktivita promotoru
lokalizovana pouze v hydatodech nebo viibec. Dale byl pozorovan vliv pfitomnosti
sekvence genu LHCBS na aktivitu promotoru AtLhcb8pro, kde u senescencnich listl linie
AtLhcb8pro::AtLhcb8::EGFP-GUS byla pozorovanad zvysena aktivita transkripce oproti
linii AtLhcb8::EGFP-GUS. Tento zplsob regulace by mohl byt pravdépodobné
zpisoben pfitomnosti intronu, u kter¢ho je podezfeni, ze mize mit regulacni funkci
IME.

Pti analyze funkce fotosyntézy pomoci metody chlorofylové fluorescence se
u genotypu kolhcb8 neprojevily Zadné vyrazné rozdily viaci WT. Jediny rozdil, ktery byl
pozorvan byl vindukci NPQ mezi starymi a mladymi listy, kde u starych listd

dochazelo ke snizené indukci NPQ.
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Do budoucna se bude muset dodé¢lat screening T2 generace u linie
AtLhcb8pro::RUBY, ktera bude vyuzita pro lokalizaci aktivity promotoru AtLhcb8pro in
vivo pii stresovych podminkach vysoké intenzity svétla. Na zakladé zjisténych vysledkt
dale bude nutné otestovat, zda intron obsazeny v sekvenci genu LHCBS ma opravdu
regulacni funkci. Déle se péstuji rostliny, které budou pouzity pro analyzu pomoci
hmotnostni spektrometrie pro zjiSténi, zda pozorovana aktivita promotoru AtLhcb8pro
koreluje se zvySenym zastoupenim protein. Bude provedena analyza struktury PSII u
mladych astarych listi genotypu WT pomoci polyakrylamidové elektroforézy a
elektronové mikroskopie pro porovnadni zda protein LHCB8 ma néjaky vliv na strukturu

a funkci PSII v rdmci tylakidnich membran.
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