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1 Uvod

Fotosyntéza je jednim z nejvyznamneéjsich biologickych procesu, jelikoz jeji vznik
a vyvoj umoznil vznik dnesni kyslikaté atmosféry, potfebné pro zivot.

Pro pochopeni jeji funkce v ramci riznych podminek, kterymi mize byt napf.
prostiedi se zvySenou nebo sniZzenou intenzitou svétla, jsou dulezité studie zabyvajici se
strukturou a usporadanim jednotlivych fotosyntetickych komplexd v ramci tylakoidnich
membran, coz s jejich fotosyntetickou funkci tzce souvisi. Konkrétné se jedna o studie
zamétené na strukturu a organizaci fotosytému II a fotosystému L.

Pti studiu organizace a usporadani fotosystému II v ramci tylakoidnich membran
bylo navrzeno, ze protein PsbR, ktery je soucasti komplexu vyvijejici kyslik, se
zprosttedkovava stromalni interakci mezi dvéma sousednimi superkomplexy
fotosystému II (Albanese et al., 2017). Dale bylo zjisténo, ze PsbR se preferencné
vyskytuje u rostlin se snizenym mnozstvim svétlosbérnych antén (Albanese et al.,
2016a).

Na zakladé téchto zjisténi vznikla hypotéza, ktera predpoklada, ze protein PsbR
mize mit vliv na organizaci fotosystému II v ramci tylakoidnich membran prave
u rostlin se snizenym mnozstvim svétlosbérnych antén. Pro objasnéni této skutenosti se
v ramci bakalarské prace pripravil knockout mutant v genech /hch3, Ihcb6, kodujici
svétlosbérné antény a PsbR. Charakterizace tohoto mutanta byla zaméfena na zakladni
funkci fotosyntézy a studium organizace PSII v ramci tylakoidnich membran pomoci

transmisni elektronové mikroskopie.



2 Cile prace

Cilem mé bakalarské prace je:

1. Zpracovat piehled o problematice vlivu proteinu PsbR na funkci, strukturu

a organizaci fotosystému II v tylakoidni membrané.

2. Zvladnout metodu piipravy dvojitého (/hcb6 psbR), ptipadné trojitého (lhch3 lhcb6
psbR) mutanta Arabidopsis thaliana a ze ziskanych rostlin pomoci genotypovani vybrat
jedince homozygotni ve vSech znacich.

3. Provést zakladni charakterizaci fotosyntetické funkce ziskanych rostlin.

4. Provést studium struktury fotosystému II a jeho organizace v tylakoidni membrané

pomoci transmisni elektronové mikroskopie.

5. Vyhodnotit vliv absence proteinu PsbR na funkci a strukturu fotosystému II

a diskutovat obdrzené vysledky.



3.1 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (huseni¢ek rolni) je jeden z dulezitych modelovych
organismi molekularni biologie. Modelové organismy se v dnesni dobé pouzivaji pro
ziskavani novych poznatkt, které se dale aplikuji pfi studii slozit€jSich organismda.
Nejcastéji se jedna o poznatky z rostlinné molekularni biologie, genetiky, fyziologie
rostlin a biochemie.

Husenicek rolni je krytosemenna, vyssi dvoudélozna rostlina, ktera patii do Celedi
brukvovité (Brassicaceae) a rodu huseni¢ek (Arabidopsis). Ze zemédelského hlediska
se jedna o bezvyznamnou rostlinu, ale pro molekularni biologii ma obrovsky vyznam
(Holland a Jez, 2018). I pfes jeho malou vysku, ktera dosahuje pouze 15-20 cm
a zemé&délskou neuziteCnost, ma v biologickych oborech velice dulezity a nezastupitelny
(Meinke et al, 1998). Je vyhodny pro péstovani v malych prostorech, jako jsou
napiiklad fytotrony. Tato zafizeni umoziuji péstovani rostlin za presné definovanych
podminek a manipulace s menSimi rostlinami je o hodné jednodus§i nez zachéazeni
s vétsi rostlinou. Dal§im divodem, proc je huseni¢ek pouzivan jako modelova rostlina
je ten, ze ma kratky Zzivotni cyklus, ktery trva piiblizné 6-8 tydni, a velké mnozstvi
semen, které muze Cinit az 20-30 semen na jednu Sesuli (Padole a Ingle, 2017).

Jednou z nejdalezit€jSich vyhod je maly diploidni genom o velikosti 120 Mb, ktery
byl osekvenovan v roce 2000 a celkem ma rostlina pét chromozomi n = 5 (diploidni
pocet 2n = 10) (Meinke et al, 1998). Dal§i vyhodou této rostliny je schopnost

samoopyleni, které je vyhodné pro pfipravu mutantnich rostlin.

3.1.1 Knockout mutace

S dostupnosti kompletni sekvence genomu u organisml jako je Arabidopsis
se vyzkum presunul smérem k funkcni genomice, kde se jako centralni nastroj pouziva
mutageneze, slouzici pro studovani zakladnich biologickych vlastnosti. Nejcastéji
u mutantniho genotypu dochazi ke zmén€ nebo k znefunkénéni (knockout) urcitého
genu a tuto zmeénu lze studovat pomoci fenotypové analyzy (Radhamony ef al., 2005).

Hlavnim nastrojem pro studium vztahti mezi geny a fenotypem je transferova
DNA (T-DNA) mutageneze, ktera je zalozena na principu vlozeni cizi DNA do oblasti
genu zajmu. To vede k znefunkEnéni, nebo Castecné redukci funkce genu. Pro zvySeni
Sance, ze funkce genu bude pozastavena upln€, je dulezité misto inzerce. Proto

je nejvice preferovano vkladani Ti-plazmidu (tumor indukujici plazmid) do exonu,
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protoze dochazi k uplnému znefunkénéni (knockout) genu. (O’Malley et al., 2017).

T-DNA pochédzi zTi—plazmidu bakterie Agrobacterium tumefaciens. Rod
Agrobacterium je vsudypiitomna pidni bakterie, infikujici Siroké spektrum rostlin
a zpusobuje rizna onemocnéni (crown gall, cane gall a hairy root). V oblastech téchto
nadorti dochazi k pfirozenému pienosu T —DNA do genomu rostliny (Chilton ez al.,
1977; Gelvin, 2009; O’Malley et al., 2010).

Samotna pfiprava mutanta cilend na konkrétni gen z4mu neni mozn4, jelikoz
proces inzerce je nahodny, proto se nékolik laboratofi po svété spojilo s cilem vytvoreni
kolekci inzer¢nich linii. Veskerd tato prace je pfistupna ve formé kolekci
v indexovanych inzerénich knihovnach jako jsou napfiklad GABI-KAT, SAIL, Salk,
WISC a FLAG (Sessions et al., 2002; Alonso et al., 2003a; Rosso et al., 2003b; Woody
et al., 2007).

3.2 Priprava jednoduchych a mnohonasobnych mutantnich linii

Jednoduché mutantni linie jsou mutanti obsahujici mutaci ovliviiujici jeden gen.
Nejjednodussi metodou pro jejich pripravu je vyuziti predpiipravené mutantni linie
z inzerCnich kolekei, obsahujici inzert v misté, kde dochazi k uplné pozastaveni funkce
genu (O’Malley et al., 2017).

Proto, aby mohly byt sledovany zakladni biologické vlastnosti jednotlivych gent,
tak se musi selektovat rostliny homozygotné—recesivni v daném znaku, protoze jediné
v tomto piipadé dochazi k uplné inaktivaci genu a muze se funkce daného znaku
porovnavat s WT. Vyhodou homozygotné-recesivnich mutantt je jejich stalost v ramci
dalsi generace (O’Malley ez al., 2010; Snustad a Simmons, 2012).

Mnohonasobné mutantni rostliny jsou ty, které obsahuji vétsinou dvé a vice mutaci.
Pro vznik mnohonédsobného mutanta se nejcasteji pouzivaji predpiipravené inzercni
linie s jednou mutaci, které se navzajem kiizi.

Slozitost kiizeni je ovliviiovana mnozstvim mutaci, které ma pozadovana rostlina

mit a taky vazbou mezi geny na stejném chromozomu.

3.2.1 Mnohonasobni mutanti bez genové vazby
Nejjednodussim piipadem selekce vicenasobného mutanta je pfipad, kdy na geny
neplisobi vazba. V takovém piipadé nedochazi k zadnym odchylkam od genotypového

Stépného poméru a naslednd selekce rostlin jak v F1, tak v F2 generaci se bude ridit



podle Mendelovych zakonu dédi¢nosti. Tim se ulehCuje predpovézeni genotypového
St€épného poméru potomku v nasledujici generaci a diky tomu uz muzeme mit v F2
generaci, pii kfizeni dihybrida, vyselektovanou mutantni rostlinu naseho zaymu Jako
priklad nejjednodussi formy vicendsobného mutanta bez genové vazby je mutant
se dvéma mutacemi, ktery se pfipravuje pomoci kiizeni mezi dvéma jednoduchymi
mutantnimi liniemi.

Genotypové Stépné pomery formuloval v 19. stoleti Gregor Johann Mendel jako
zakladni principy dédicnosti, které jsou az na nékteré odchylky (geny ve vazbé,
mimojaderna dédi¢nost, pohlavni chromozomy, interakce genll) zakladni pilife
genetiky. Tyto zakony jsou zaloZeny na jeho vlastnim pozorovani sedmi znaka u hrachu
setého (Pisum sativum). Znéni téchto zakond je:

Zakon o stejnorodosti prvni filidlni generace: Jsou-li mutantni rodi¢e ve sledovaném

znaku homozygotni, potom jsou potomci v F1 generaci genotypové i1 fenotypové
stejnorodi. Pokud by doslo ke kiizeni dominantniho a recesivniho homozygota v daném
znaku, tak v generaci F1 jsou vSichni potomci uniformni heterozygoti.

Zakon o nestejnorodosti druhé filialni generace: Pii kfizeni heterozygotnich mutants,

se nam v generaci F1 vysStépi znaky hybridnich rodi¢i v charakteristickém poméru
celych Cisel, kde genotypovy Stépny pomér bude 1 : 2 : 1, fenotypovy St€pny pomer pii
uplné dominanci 3 : 1 a v ptfipadé neuplné dominance 1:2: 1.

Zakon o volné kombinovatelnosti alel: Pfi dihybridnim kfizeni se alely riznych gena

kombinuji nezavisle na sobé a vytvareji tolik typi gametickych kombinaci, kolik jich
je moznych mezi vzajemné nezavislymi veli¢inami (Snustad a Simmons, 2017).

Pti kiizeni je vzdy dalezité si vypocitat genotypovy Stépny pomeér. Ten 1ze
predpovedét pomoci tfech zakladnich metod, a to je Punnettova tabulka (mendelisticky
Ctverec), rozvétvovaci metoda a matematické hodnoceni pravdépodobnosti. VSechny tfi
principy vedou ke stejnému vysledku (Snustad a Simmons, 2017). Pro selekci jak
dvojitého, tak trojitétho mutanta byla pro vypocet §t€pného genotypového poméru
pouzita Punnettova tabulka.

Punnettova tabulka se pouziva ke grafickému zndzornéni vsech moznych
kombinaci gamet samic¢iho a samciho organismu v nasledujici generaci (nejcastéji
generace F2). Jeho zakladni princip je zalozeny na tom, ze gamety, které muaze vytvorit
sam¢i organismus, jsou znazornény v hlavickach radkt a gamety samiciho organismu
jsou znazornény v hlavickach sloupcti. Vnitini pole tabulky poté znazoriuje zygoty,

které vzniknou splyvanim odpovidajicich gamet. Genotypovy St€pny pomér pak
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zjistime sectenim odpovidajicich genotypt v polich tabulky (Tab. 1) (Edwards, 2012).

Tab. 1 — Punnettova tabulka pro stanoveni genotypového §t€pného poméru u dihybrida

3 AaBb
Q AB Ab aB ab
AB AABB AABb AaBB AaBb
Aa Ab AABb AAbDb AaBb Aabb
Bb aB AaBB AaBb aaBB aaBb
ab AaBb Aabb aaBb aabb

U trojitého mutanta je selekce narocnéjsi nez u dvojitého mutanta. Proto je dulezité
si nejdiive stanovit pofadi vhodné generace pro selekci.

Pro pfipravu trojitého recesivné homozygotniho mutanta, se nejcastéji pouziva
zpusob, ktery je zalozeny na tom, ze se nejdiive zkfizi rostliny mutantni v jednom
znaku, kde vF1 generaci budeme mit pouze heterozygoty ve dvou znacich. Poté
se heterozygot zktizi tfetim recesivnim homozygotem. Nasledné se potom v F2 generaci
vyselektuje mutant heterozygotni ve tfech znacich s pravdépodobnosti 1 : 3 a po
samoopyleni se nasledné v generaci F3 vyselektuje mutant ve tfech znacich

s pravdépodobnosti 1 : 63 (Tab. 2).

3.2.2 Pusobeni genové vazby

Pokud se ale dva geny nachazi na stejném chromozomu, tak na né€ ptsobi vazba.
Jedna se o silu, kterd pouta geny jako fyzickou soucast jedné struktury (chromozom)
a pii meioze by mél chromozom putovat jako jeden celek. Jediny mozny zpusob, jak
se geny v takovémto pfipadé mohou kombinovat za vzniku nové kombinace je tzv.
,,crossing-over”. Ke , crossing-over dochazi v profazi I meiotického déleni a vyzaduje
fyzickou vyménu gend mezi homolognimi chromozomy v mistech, které se nazyvaji
chiazmata. Cetnost rekombinace je odvozena od vzajemné vzdalenosti gentl od sebe.
Kdyz se geny vyskytuji velmi blizko sebe, tak Cetnost rekombinace muze byt skoro
nulova, ale kdyz jsou geny vice vzdalené od sebe, tak Cetnost rekombinace se mize
pfiblizovat 3. Mendelovu zakonu o volné kombinovatelnosti alel (Snustad a Simmons,

2017).



Jelikoz za téchto podminek neplati zakon o volné kombinovatelnosti genu
a dochazi k odchylkdm v genotypovém Stépném pomeéru, ktery nelze predpoveédét

pomoci vypoctu, tak se komplikuje postup na ptipravu vicenasobného mutanta.

Tab. 2 - Punnettova tabulka pro stanoveni genotypového §tépného poméru u trihybrida

AaBbCc

3

9 ABC ABc AbC Abc aBC aBc abC abc

ABC | AABBCC  AABBCc  AABbCC  AABbLCc AaBBCC AaBBCc AaBbCC  AaBbCc

ABc | AABBCc AABBcc AABbLCc AABbcc AaBBCc AaBBcc AaBbCc  AaBbcc

Bb AbC | AABbCC AABbCc AAbLCC AAbbCc AaBbCC AaBbCc AabbCC  AabbCc

Cc
Abc | AABbCc AABbcc AAbbCc AAbbcc AaBbCc AaBbcc AabbCc Aabbcc

aBC | AaBBCC AaBBCc AaBbCC AaBbCc aaBBCC aaBBCc aaBbCC  aaBbCc

aBc | AaBBCc AaBBcc AaBbCc AaBbcc aaBBCc aaBBcc aaBbCc aaBbcc

abC | AaBbCC AaBbCc AabbCC AabbCc aaBbCC aaBbCc aabbCC  aabbCc

abc | AaBbCc AaBbcc AabbCc Aabbcc aaBbCc aaBbcc aabbCc aabbcc

3.3 Genotypovani

Nejbéznéjsim zpusobem selekce mutantnich genotypt byva selekce zalozena
na bézném pozorovani fenotypu okem. To znamena, ze mutantni rostlina ma vyrazny
fenotypovy projev a lisi se od divoké (WT, wild-type) rostliny. Nekdy ale rostliny
nemaji vyrazny fenotypovy projev a nelze je odlisit pouhym okem. V takovém piipadé
se voli zpusob genotypizace pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) a nasledna

charakterizace PCR produktu.

3.3.1 Priprava vzorku

Pred genotypizaci je nejdiive potfeba zpracovat rostlinny material do formy vzorku
obsahujici genomickou DNA, ktera se nasledné pouzije na genotypovani.

Prvni zptsob izolace genomové DNA je zdlouhavy proces. Nejdiive je zapotiebi
rostlinny material, pro ziskani lyzovanych bunék, dehydratovat v lyofilizatoru. Poté
nasleduje samotna purifikace DNA, na kterou se nejcastéji pouziva chromatograficka
kolonka. Timto zpisobem pak mame vyizolovanou velmi c¢istou DNA, jejiz
koncentrace a Cistota se méfi pomoci ultrafialové (UV) absorpcni spektrofotometrie.
Absorbance se nejcastéji méfi pii vinovych délkach 260 nm a 280 nm. Jejich pomér se

pouziva k ovéfeni Cistoty. V Cistém vzorku DNA vychazi pomér absorbanci 260 nm
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a 280 nm 1,8. Pokud je pomér nizsi nez 1,8, tak vyizolovana DNA je kontaminovana
bud’ proteiny, nebo fenolem (Brown, 2007).

Druha metoda izolace DNA se nejcastéji pouziva pii screeningu velkého mnozstvi
vzorkd, jelikoz jeji vyhodou je rychlost. Zakladem je Cerstvy material, ktery se pouze
vlozi do dilu¢niho roztoku, kde se zhomogenizuje a timto zplsobem je pfipraveny

vzorek na testovani (Kuusisto a Chum, 2013).

3.3.2 PCR - Polymerazova retézova reakce

Jedna se o technologii, vyuzivajici se v molekularni biologii, ktera slouzi
k amplifikaci sekvence urcitého tiseku DNA. V ramci né€kolika cykli amplifikace nam
muze vzniknout tisic az milion kopii tseku DNA. PCR byla vynalezena v roce 1984
a jejim autorem je americky biochemik Kary Mullis. Jejimi vyhodami je rychlost, cena,
jednoduchost a nepfili§ vysoké naroky na vzorek DNA (Bartlett, 2003; Joshi
a Deshpande, 2011).

Principem PCR je, ze dochazi kamplifikaci DNA pomoci specifického
enzymu — DNA polymerazy, kterd je schopnd spojovat jednotlivé nukleotidy
(adenin—-A, Thymin—T, Guanin—G, Cytosin—C), za vzniku dlouhych linearnich fetézca
DNA. Dale reakce vyzaduje malé fragmenty DNA (oligonukleotidy), které se oznacuji
jako primery, bez kterych by reakce nemohla byt zahajena.

Zakladem PCR jsou tfi hlavni kroky, a to jsou denaturace, hybridizace primert
a amplifikace, kde v prvnim kroku dochazi k denaturaci dvouvlaknové DNA pomoci
vysoké teploty (90-97 °C) na jednovlaknovou DNA (DNA templat). Ve druhém kroku
dochazi k nasednuti primeru na DNA templat.

Primery jsou fragmenty DNA a oznacuji pocatek replikace. Pii PCR se vyuzivaji
uméle nasyntetizované primery a jednd se o oligonukleotidové fetézce specificky
se vazajici na jednovlaknovou DNA. Teplota, pii které dochazi k nasednuti primera na
templatovou DNA je individualni. OdliSuje se na zakladé slozeni nukleovych bazi,
délce primeru a typu pouzité polymerazy. Teplota pii nasedani primert se nejcastéji
pouziva v rozmezi 50-60 °C.

Ve tretim kroku dochazi k prodluzovani fetézce, a to ve sméru 5'— 3. Dochazi ke
vzniku komplementarniho vlakna DNA. K elongaci fetézce dochazi diky teplotné
stabilnim DNA - polymerazam, mezi které patfi napt. 7aq polymerdza, ktera

syntetizuje nové vlakno DNA a tim dochazi k duplikaci ptivodni DNA. Proto nové



vznikla molekula DNA obsahuje jak vlakno pavodni, tak vlakno nove nasyntetizované.
Elongace probiha vétSinou pii 72°C po dobu 2-5 minut (Gibbs, 1990; Joshi
a Deshpande, 2011).

Pii PCR se pouzivaji teplotné stabilni DNA polymerazy, vyizolované z organismu,
byt 7agq polymerdza, ktera byla vyizolovana z mikroorganismu 7Thermus
aquaticus (Snustad a Simmons, 2017).

Aby mohlo dojit k charakterizaci PCR produktu, je zapotifebi agardzové
elektroforézy. Jedna se o metodu pro charakterizaci DNA nebo RNA.

Pro pfipravu gelu se pouzivaji pufry, které se misi s agar6zou na pozadovanou
koncentraci, o obvyklé koncentraci 0,3 — 2 %. Procentualni koncentrace se u gelu voli
podle toho, jak veliké fragmenty chceme izolovat — ¢im mensSi je fragment, tim vyssi
bude koncentrace gelu a naopak (Tab. €. 3). Dale se tyto pufry pouzivaji pro zajisténi
pohybu segmentd, jelikoZz obsahuji ionty, které podporuji vodivost. Jako piikladem
pouzivanych  pufri  muzou byt TAE (Tris/Acetate/EDTA) nebo TBE
(Tris/boritan/EDTA) (Lane et al., 1992).

K rozdéleni molekul dochazi na zakladé toho, ze molekuly s nizkou molekulovou
hmotnosti migruji rychleji, zatimco molekuly s vysokou molekulovou hmotnosti
migruji pomaleji, protoze jsou vice zadrzovany v gelu. (Brown, 2007; Ylmaz et al.,
2012).

Rychlost pohybu unaSenych molekul nukleovych kyselin v agarézovém gelu
smérem k anodé je ovlivitovana napétim, které se voli v rozmezi (5-8 V.cm™). Celkovy
naboj migrujicich molekul je v podminkach elektroforézy zaporny (Ylmaz et al., 2012).

Jelikoz vysledek separace molekul neni na gelu vidét, tak se DNA musi
vizualizovat. NejCastéji se pro vizualizaci pouzivaji fluorescencni barviva, které
interaguji s DNA a RNA. Prikladem fluorescencnich barviv mize byt ethidium bromid
(2,7-diamino-10-ethyl-9-phenylphenanthridiniumbromide) nebo SYBR Green 1
(Dragan et al., 2012). Nasledné se pak obarveny gel osviti UV svétlem o vinové délce

cca 300 nm (Ylmaz et al., 2012).



Tab. 3 — Koncentrace agar6zového gelu vhodna na separaci molekul linearni DNA

o riznych velikostech, Pfevzaté a upravené (Ylmaz et al., 2012)

Koncentrace agarosy v gelu [ %] Rozsah separovanych molekul lincarni DNA [kb]
0,3 5-60
0.6 1-20
0.7 0.8-10
0.9 05-7
1.2 0.4-6
1.5 02-3
2 0.1-2

3.3.3 Principy PCR genotypovani

Pfi funkEni genomice se nejCastéji pracuje s homozygotne€ recesivnimi mutanty
(obé kopie DNA obsahuji inzerci). Jelikoz se Casto pracuje s geny bez vyrazného
fenotypového projevu, tak se mutantni rostlina selektuje pomoci PCR.

Pro amplifikaci genomové DNA se pouzivaji dva typy partd primerd, které jsou
slozené z forward (nasedaji na vlakno, orientované ve sméru 3'—5') a reverse primert
(nasedaji na vlakno, orientované ve smeéru 5' — 3'). Prvni par primert slouzi k detekci
divokého typu (WT) a jsou navrzené na misto, které se nachazi na genomické DNA bez
inzerce. Druhy par primert slouzi k detekci T-DNA inzerce. Ten je slozeny z primeru
specifického pro T-DNA inzert a primeru specifického na genomickou DNA. Podle
orientace T-DNA je pak gen-specificky primer navrzeny bud’ na reverse nebo forward
vlakno.

Soucasné pouziti obou pard primerd nam umoziuje selekci rostlin mutantnich
v obou znacich (homozygotni mutanti), mutantni pouze v jednom znaku (heterozygot)
nebo ty, které neobsahuji zadny inzert (divoky typ) (Obr. 1). U homozygotnich mutantt
se bude tvorit jen PCR produkt za pfitomnosti primeru nasedajictho na T-DNA
v kombinaci s gen-specifickym primerem (varianta B, Obr. 1), protoze piitomnost
T-DNA znemoznuje amplifikaci primerim specifickym pro genomovou DNA (varianta
A, Obr.1). U rostlin divokého typu se naopak bude tvofit pouze PCR produkt
za piitomnosti gen-specifickych primert, protoze replikace DNA neni zamezena inzerci
T-DNA. U heterozygota se amplifikuji jak primery pro mutantni typ, tak primery pro
divoky typ, protoze jedno vlakno obsahuje inzeréni T-DNA (amplifikace pomoci

primerd pro mutantni typ) a druhé vlakno inzerci neobsahuje (amplifikace pomoci
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primert pro divoky typ) (O’Malley ez al., 2010).

TT T
TT __ U7 _»=

L e

TT T oy
T 7

Obrazek 1 — Genotypizace homozygotné¢ mutantnich rostlin pomoci PCR amplifikace a nasledné charakterizaci PCR
produktu. Pfi genotypovani se nejdfive odebere vzorek z lisu testované rostliny a umisti se do mikrozkumavky (krok 1). Poté
se vyizoluje DNA u kazdé rostliny (krok 2) a poté se provede PCR amplifikace pomoci specifickych primert, kde se pro
selekci mutantnich rostlin pouzije primer pro inzert T-DNA (3B) genomov¢ specificky primer (3A), (krok 3). Posledni ¢asti
je ureni genotypu u testovany rostlin, kde mutantnimi rostlinami jsou vzorky €. 4 a 5, heterozygoty jsou vzorky 2, 3,6 a7
a rostliny divokého typu jsou vzorky 1 a 8. (krok 4). Pievzaté a upravené (O’Malley et al., 2010)

3.4 Oxygenni fotosyntéza

Fotosyntéza je jednim z nejdalezitéjSich d&ji na zemi, kde dochazi k preméné
slunecni energie na energii chemickou. Pomoci tohoto procesu dochazi k fixaci CO; do
organické molekuly a vypousténi O> do atmosféry. Proto je fotosyntéza nejdilezitéjsim
déjem pro udrzovani zivota na zemi.

Fotosyntéza se odehrava v tylakoidni membrané uvniti specializovanych
semiautonomnich organel — chloroplasty, které obsahuji tylakoidni membrany
obklopené stromou, ve které probiha Calviniv cyklus. Tylakoidni membrany jsou
v ramci chloroplastu (Obr. 2) usporadané do sloupci a tvoii grana, ukryvajici
pigmentové proteinové komplexy, které jsou zodpovédné za svételnou fazi fotosyntézy.
Jednotliva grana jsou pospojované mezi sebou pomoci stromalnich tylakoidd. Vnitini

vodna faze tylakoidu se nazyva lumen (Kirchhoft, 2013).
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Obrazek 2 — Model organizace tylakoidnich membran v rdmci chloroplastu.

Model ukazuje chloroplast obsahujici tfi grana spojena pomoci stromalnich tylakoida (ast A). Prafez granem ukazuje
distribuci hlavnich komponentu fotosyntézy (B). Granum — PSIT a LHCIL, Lamely — PSI, ATP syntaza, NDH

a cytochrom be/f komplex; Pievzato a upraveno (Koufil ef al, 2018; Dekker a Boekema, 2005)

Proces fotosyntézy se déli na dvé cCasti. Na primarni fazi (svételna faze)
a sekundarni fazi (temnostni faze). V primarni fazi nejdfive dochéazi k absorpci
slune¢niho svétla molekulami chlorofyli a pfenosu excitaéni energie do reak¢niho
centra fotosystému II (PSII) (Psso). Nasledneé dochazi k prenosu elektronti ziskanych
rozkladem vody. Tyto elektrony jsou dale pfendSeny pomoci plastochinonu, komplexu
cytochromu be/f a plastocyaninu az na fotosystém I (PSI), kde dochéazi k excitaci
reakcniho centra. Poté muze prenaseny elektron putovat bud necyklickou cestou, kdy
je vyuzit pro redukci NADP" za vzniku produktu NADPH, nebo cyklickou cestou zpét
na cytochrom be/f komplex, kdy dochazi ke zvySeni mnozstvi transportovanych protont
do lumen, které vytvari elektrochemicky gradient protonii pohanéjici syntézu ATP
pomoci ATP syntazy.

Nasledne v sekundarni fazi (Calviniv cyklus) dochazi k vyuziti ATP a NADPH
k fixaci CO2 do organické molekuly (sacharidy) (Gao et al., 2018).

3.4.1 Organizace fotosystému II

PSII je multi-proteinovy proteinovy komplex, ktery se sklada zjadra a prilehlych
svétlosbérnych antén. Zakladem jadra, které se vyskytuje jako homodimer, jsou dva
proteiny D1 (PsbA) a D2 (PsbD) spolu s vnitinimi svétlosbérnymi anténami CP43
(PsbC) a CP47 (PsbB) (Kouril ef al., 2018). Dale jsou jeho soucasti proteiny, které tvori
kyslik vyvijejici komplex (OEC). Konkrétné se jedna o proteiny PsbO (33 kDa), PsbP
(23 kDa), PsbQ (17 kDa) a PsbR (10 kDa) (Allahverdiyeva et al., 2013). Tyto proteiny
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jsou u Arabidopsis kodovany dvojici geni — PsbO (PsbO1 a PsbO2), PsbQ (PsbQl
a PsbQ2) a PsbP (PsbP1 a PsbP2), zatimco PsbR je kdédovan pouze jednim genem a to
PsbR1 (Suorsa ef al., 2006, Yi et al., 2008; http://www.arabidopsis.org).

Jadro PSII interaguje s vnéj§imi svétlosbérnymi anténami (LHCII) za vzniku PSII -
LHCII superkomplexu. Konkrétné u PSII je LHC tvofen proteiny Lhecb 1 — 6, které
se déli na majoritni (Lheb 1 — 3) a minoritni (Lhcb 4 — 6). Pocet téchto antén, v jakém
sevazi na jadro PSII, je znacné variabilni, jelikoz jejich uspofadani je zéavislé na
intenzitu razného svétla.

Funk¢ni forma PSII-LHCII superkomplexu je vzdy ve formé dimeru.
U Arabidopsis se oznaCuje jako C2S2M» supekomplex a je tvoren jadrem (Cz), dvéma
pevné spojenymi S trimery (proteiny kdédované geny Lhebl a Lheb 2) a dvéma stiedné
silné vazanymi M trimery (obsahuji navic Lhcb3 proteiny). Pro spojeni M a S trimert k
jadru slouzi monomerni minoritni antény, kde S trimer je vazan k jadru pomoci CP26
(LhcbS) a M trimer pomoci CP24 (Lhcb6) a CP29 (Lhcb4) (obr. 3) (Boekema ez al.,
1995; Boekema et al., 1998)

V ramci rostlin byly pozorovany i dalsi superkomplexy a to naptiklad C,S,, ktery

vznika odpojenim antén Lhcb3 a Lheb6 (CP24) (Boekema et al., 2000).

= H.I!' ﬂ

Obrazek 3 — Strukturalni model PSII C2S2M: superkomplexu. C dimer — jadro, S a M trimer — majoritni
svétlosbeérné antény, CP29 (Lhcb4),CP26 — (Lheb5), CP24 (Lhcb6) — minoritni svétlosbérné antény;
Pievzato a upraveno z (Koufil ef al., 2012)

3.4.1.2 Svétlosbérné komplexy PSII

Svétlosbérné komplexy jsou zodpoveédné za absorpci svétla a prenos excitacni
energie do RC. Dalsi z dualezitych funkcich je fotoprotekce PSII proti fotooxidacnimu
poskozeni, vznikajicimu pfi vystaveni rostliny nadmémé intenzité svétla. (Jansson,

1994).
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Dale se budu zabyvat proteiny Lhcb3 a Lheb6, jelikoz interakce téchto proteind je
nepostradatelna pro stabilni pfipojeni M trimert na PSII (Kovacs et al. 2006; Caffarri et
al. 2009; Koufil ef al. 2013). To znamena, ze tyto proteiny jsou zodpovédné za kontrolu
velikosti antén PSII béhem jak adaptace, tak aklimatizace na svételné podminky (Bailey
et al. 2001; Ballottari ef al. 2007; Betterle et al. 2009, Koufil et al. 2013). Piikladem
muzou byt podminky s vysokou intenzitou svétla, kdy bylo v pribéhu péstovani rostlin
za ruzné intenzity svétla zji§téno, Ze dochazi k potlaceni exprese proteinu Lhcb3
a snizeni exprese proteinu Lhcb6 (Koufil ez al. 2013).

Pti studiu uspotadani PSII v ramci tylakoidnich membran (obr. 4, B) bylo zjisténo,
ze absence Lhcb3 a Lhcb6 vede k absenci M trimeru a k tvorbé C2S> komplexu, ktery
vytvati krystalické (pravidelné) uspotradani PSII, zatimco u WT jsou PSII z vétsi Casti
umistény ndhodné (obr. 4, A) (Ilikova ez al., 2021).

Obrazek 4 — Organizace PSII v ramci tylakoidni membrany u Arabidopsis thaliana. Mikroskopicky snimek ukazuje
nahodné (A) nebo krystalické (B) uspotadani PSII; Pfevzato a upraveno z (Koufil ef al., 2012; Koufil ef al., 2013).

3.4.1.3 Interakce sousednich PSII v ramci tylakoidnich membran
Jak jiz bylo zminéno vyse (kap. 3.4.1.2 ), tak uspotradani PSII v ramci tylakoidnich
membran muZze byt usporadané do tzv. krystalickych struktur, nebo mize byt nahodné.
Pfi nedavné studii, zabyvajici se interakci PSII vramci tylakoidnich membran
(obr. 5), bylo zjisténo, ze propojeni mezi dvéma sousednimi superkomplexy na
stromalni stran¢€ je zajiSténo dvéma rozdilnymi podjednotkami nazyvajici se jako

,pant* — hinge“ a ,uzel“ — knot™ (Albanese et al., 2017).
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Obrazek 5 — Parovani sousednich C2S2M PSITI-LHCII superkomplexii v ramci tylakoidnich membran; Prevzato
a upraveno z (Albanese et al., 2017)

Pti studiu propojeni PSII v ramci tylakoidnich membran byla na struktufe nazyvané
tzv. ,pant* zjiSt€éna pfitomnost proteinu na stromalni strané PSII, ktery dle autor na
zakladé biochemickych a proteomickych analyz odpovida PsbR (Albanese ez al., 2017).
Vramci tohoto propojeni bylo zjiS§téno, ze protein PsbR je vazan na parové
superkomplexy C»S., které se nejvice vyskytuji u rostlin aklimatizovanych na vysokou
intenzitu svétla — PSII se snizenym mnozstvi svétlosbérnych antén (Lhc3 a Lhcb6)
(Albanese et al., 2016a)

Pfi charakterizaci knockout PsbR mutanta u Arabidopsis bylo zjisténo, ze vlivem
absence PsbR dochazi také ke snizeni mnozstvi proteinu PsbP, ktery je nezbytny pro
sestaveni jadra PSII a organizaci tylakoidnich membran. Toto zjisténi indukuje, ze PsbR
muze mit dulezitou roli jak pro stabilni sestaveni OEC, tak pro stabilizaci PSII-LHCII
superkomplext (Allahverdiyeva et al., 2013)

Na zéklad¢ téchto zjisténych informaci vznikla hypotéza, kterd predpoklada, ze
PsbR muze mit dblezitou roli pii organizaci fotosyntetického aparatu
v ramci tylakoidnich membran u rostlin se snizenym mnozstvim svétlosbérnych antén,

tj. na organizaci mensich forem PSII — C2S; a C2S2M (obr. 6).

S0k REEEA

Obrazek 6 — Propojeni sousednich C2S;M PSII-LHCII superkomplexti v ramci tylakoidnich membran.

A — Pohled shora pies luminalni povrch pfipojenych C2S:M superkomplexu (Sed€ zbarvena struktura), ,,Pant™ (purpurové zbarvena
struktura) a ,,uzel” (Cervené zbarvena struktura). B — Bo¢ni pohledy na C2S:M superkomplexy v ramci irovné membran ukazuje
propojeni mezi superkomplexy pomoci ,,pantu” (purpurove zbarvena struktura) propojujici monomer horniho superkomplexu PSII
(tyrkysova barva) s monomerem dolniho superkomplexu PSII (modré struktura); Pievzato a upraveno z (Albanese et al., 2017).
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3.5 Metody studia struktury a funkce fotosyntetického aparatu
3.5.1 Nefotochemické zhaSeni fluorescence (NPQ)

Rostliny jako fotoautotrofni organismy potiebuji svétlo pro svij zivot, jenze svétlo
o vysoké intenzité muze zpusobit zvySeni produkce reaktivnich forem kysliku, které
jsou pro rostlinu Skodlivé. Tyto reaktivni radikaly kysliku vznikaji z nadmérné
excitovaného chlorofylu, ktery prechdzi do tripletniho excitovaného stavu (3Chl*)
(Miiller et al., 2001).

Aby nedochazelo k tvorbé reaktivnich forem kysliku, tak se u rostlin vyvinulo
nékolik ochrannych mechanizmi. Jednim typem ochrany jsou nefotochemické procesy,
které zhasi excitované chlorofyly a neskodné prevadi piebyte¢nou excitani energii na
teplo (NPQ).

Dal$im mechanizmem, jak se rostlina miZe zbavovat prebytecné excitacni energie

je pomoci chlorofylové fluorescence (obr. 7) (Miiller et al., 2001).

1
10.* fluorescence
2
fotochemie (qP)
3
0, teplo (NPQ)
Svétlo

Obrazek 7 — Cesty absorpce svétla. Absorpce svétla zpusobi excitaci chlorofylu, ktery muze pohlcenou energii nazpét
vyzafit formou fotonu a tato cesta vyzafeni se nazyva fluorescence (1. krok.). Dal§i moznosti je pfeneseni energie do RC,
kde se vyuzije na ndbojovou separaci — fotochemické zhaseni (2. krok) nebo muze piebytecnou energii pieménit na teplo
— nefotochemické zhaseni (3. krok). Nebo miize excitovany chlorofyl piejit do tripletového stavu, ktery pienasi energii
na kyslik za vzniku ROS (4. krok); Pfevzato a upraveno z (Miiller et al., 2001)

3.5.1.1 Zhaseci analyza

Zhaseci analyza predstavuje efektivni metodu pro studium funkce fotosyntézy
a NPQ. Pro studium se pouzivaji rostliny, které se pfed mefenim umisti na 30 minut do
tmy, protoze dochazi k prechodu RC PSII do otevieného stavu (oxidace elektronovych
prenasecil) a k relaxaci NPQ.

Na pocatku métreni dochazi k excitaci chlorofylu slabym méficim svétlem, které
nema dostate¢nou intenzitu k tomu, aby indukoval fotochemické procesy v PSII a RC
zustavaji oteviena. Timto krokem se méfi minimalni fluorescence (Fo). V druhém kroku

dochazi k ozafeni listu saturacnim pulzem o vétsi intenzit€ a diky tomu dochézi
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k uzavieni RC (redukce QA) a kindukci maximalni fluorescence (Fm). Poté dojde

k zapnuti aktinického svétla, které postupné indukuje fotochemické i nefotochemické

zhéaSeni, které je doprovazeno poklesem fluorescencniho signalu (obr. 8) (Murchie

a Lawson, 2013; Stirbet et al., 2014).
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Obrazek 8 — Analyza chlorofylové fluorescence; Pievzato a upraveno z (Ruban, 2017 )'

3.5.2 Chlorofylova fluorescence — studium funkce fotosyntézy

Pii studiu fotosyntézy pomoci chlorofylové fluorescence se vyuziva nékolik

zakladnich definovanych parametra, kde patfi:

Minimalni vytézek fluorescence, Fo — vytézek fluorescence pro oteviena RC PSII
urostlin adaptovanych na tmu, s maximalnim fotochemickym zhaSenim
a minimalnim NPQ. Naméfena hodnota fluorescence za pouziti slabého meéficiho
svétla.

Maximalni vytézek fluorescence, Fm — vytézek fluorescence u rostlin adaptovanych
na tmu, s minimalnim NPQ (po prvni aplikaci saturaniho pulzu).

Maximalni fluorescence na svétle, Fm* - naméfené hodnoty Fm* byvaji mensi, nez
hodnoty Fm, protoze dochazi k aktivaci NPQ a jedna se o maximalni fluorescenci,
ktera se zméfi pomoci saturacnich pulzii za soucasného pouziti aktinického svétla.
Maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII, Fv/Fm — vypocita se pomoci vzorce
Fv/Fm = (Fm - Fo)/Fm, kde Fv je variabilni fluorescence. Hodnota tohoto parametru
informuje, zda byla rostlina vystavéna stresovym podminkam. Za fyziologickych

podminek u nestresovanych rostlin je Fv/Fm > 0,8. (Heinz Walz GmbH, 2009).
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3.5.3 Elektroforéza — nastroj pro studium slozeni proteinovych

komplexiu v ramci tylakoidni membrany

Ke studiu slozeni proteinovych komplexti se nejcastéji pouziva bezbarva nativni
polyakrylamidova elektroforéza (CN-PAGE). Poprvé byla tato technika pouzita pro
separaci mitochondrialnich komplext dychaciho fetézce (Schagger ef al., 1994; Wittig
etal., 2007).

Pro separaci proteinovych komplexi se u CN-PAGE pouziva gradientovy délici
gel. Vzniku gradientu je dosédhnuto tak, ze dochazi k postupné zvySovani koncentrace
akrylamidu, kde nejbéznéjsim pouzivanym rozsahem je 5 — 13% gradient. Tento rozsah
spolehlivé pokryva rozmezi velikosti proteini od 10° az do 10° Da. Vyhodou
gradientohého gelu je, Zze pokud proteinovy komplex dosahne urcité hustoty gelu, tak
dojde k jeho ,,zastaveni“ a tim je pak dosazeno lepsiho rozliSeni (Schigger a von Jagow,
1991; Schagger et al., 1994; Wittig a Schigger, 2005).

Za piidani smési detergenti do katodového pufru dochazi u proteini k posunu
naboje smérem k zapornéj§im hodnotam a tim i ke zvySeni jejich pohyblivosti smérem
k anodé. Nejvice pouzivanymi detergenty jsou dodecyl-p-D-maltosid, deoxycholat
sodny a Triton X — 100 (Wittig ef al., 2007; Wittig a Schégger, 2009).

Vyhodou techniky CN-PAGE je, ze dokaze zachovat membranové proteinové
komplexy v ptuvodnim nedeturovaném stavu. Zpocatku méla hlavni vyuZiti spiSe pro
separaci mitochondrialnich membranovych komplext, ale v posledni dobé naléza
vyuziti i pro separaci pigment-proteinovych komplexi izolovanych z tylakoidnich

membran (Jarvi et al., 2011).

3.5.4 Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie slouzi ke studiu struktury biologickych vzorki, jako jsou
napt. bunécné organely, viry, izolované proteiny a proteinové komplexy. Jako zdroj pro
zobrazeni se pouziva svazek elektront, ktery umoziiuje v porovnani se svételnou
mikroskopii vétsi prostorové rozliSeni. Obecné se EM déli na transmisni (TEM)
a skenovaci (SEM).

TEM funguje na principu detekce elektronového svazku, ktery prochéazi vzorkem.
Elektrony, které pronikaji pres vzorek, jsou vyuzity pro tvorbu projekéniho obrazu
vzorku, ktery je nasledné zaznamenan detektorem. U TEM se pracuje ze vzorky, které

jsou dostatecné tenké kvili omezené hloubce pruniku elektronti samotnym vzorkem.
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Tato metoda elektronové mikroskopie umoziiuje studovat strukturu vzorka s vysokym
(atomarnim) rozliSenim.

U SEM dochazi ke skenovani povrchu vzorku pomoci tenkého svazku elektron.
Pfi interakci elektronového paprsku se vzorkem vznikaji rizné typy signalu (napf.
sekundarni elektrony nebo zpétné odrazené elektrony). Tyto signaly jsou pak
zaznamenany detektorem, ktery je umistén nad vzorkem, a umozfiuji vznik obrazu.
Vyhodou SEM oproti TEM je, ze neni vyzadovan ultratenky vzorek a nejCastéji

se vyuziva pro studium malych organismu, tkani, vira a bunék (Wolff et al., 2021).
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4. Material a metodika

4.1 Biologicky material

o

o

o

o

o

Arabidopsis thaliana — ekotyp Columbia (Col-0)

Arabidopsis thaliana — mutant lhcb6 psbR, ktery vznikl pomoci kfizeni mutantt
lhcb6 a psbR

Arabidopsis thaliana — mutant lhcb3 Ihcb6 psbR, ktery vznikl kfizenim mutantt
lheb3 Theb6 a theb3/+ Theb6/+psbR/+ (HZ v Iheb3, Theb6 a psbR)

Arabidopsis thaliana — mutant lhcb6 (SALK _077953)

Arabidopsis thaliana — mutant lhcb3 [heb6 (SALK _020314c, SALK _077953)
psbR (SALK 114469)

4.2 Chemikalie:

o

o

4% a 8% polyakrylamid

5x TBE (Tris/Borate/EDTA) pufr

80% aceton

Agarodza (Sigma, kat.¢. A9539)

Ammonium Persulfat (BIO-RAD, kat.¢. 1610700)

Cistici prostfedek na GMO — Krystal SANAN KLASIK

destilovana voda

Digitonin (Sigma, kat.c. D141)

Dodecyl a-D-maltoside (Sigma, kat.c. D5544)

Etanol 70% a 96%

Etidium bromid

GeneRuler Express DNA Ladder, ready-to-use (Thermo scientific, kat.¢. SM1553)
N,N,N' N'-Tetramethylethylenediamin (Sigma, kat.¢ T9281)

Thermo scientific GeneRuler 100+ bp (Thermo scientific, kat.¢. SM0321)
Uranylacetat (Spi Supplies, kat.¢. 02624-AB)

Pouzité soupravy:

o

o

NucleoSpin® Plant II kit (Thermo Fisher Scientific, kat.¢. NC0269448)
Thermo Scientific™Phire™Plant Direct PCR Master Mix kit (Thermo Fisher
Scientific, kat.¢. F160S)
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Pouzité roztoky a jejich priprava:

A Pufr (pH 7,2): 136,8 g sacharozy + 8,4 g HEPES + 2335 g NaCl + 0,8 g
MgClz . 6H20 + 1 g Na-Asc + 2 g BSA rozpustit za stalého michani v 800 ml dH>O,
upravit pomoci NaOH na pozadované pH, doplnit vodou do 1000 ml.

B pufr (pH 7,5): 1,5 g HEPES + 2,2 g NaCl + 0,4 g MgCl, . 6H20 + 0,093 g EDTA-Na
rozpustit za stalého michani v 150 ml dH>O, upravit pomoci NaOH na pozadované pH,

doplnit vodou do 250 ml.

C pufr (pH 7,2): 34,2 g sacharozy + 3 g HEPES + 0,22 g NaCl + 0,26 g MgCl> . 6H20
rozpustit za stalého michani v 150 ml dH>O, upravit pomoci NaOH na pozadované pH,

doplnit vodou do 250 ml.
1,2% agaroza: 3,6 g agardzy rozpustit ve 300 ml TBE pufru

Katodovy pufr, 10x koncentrovany: fedénim zasobniho roztoku (1x) pfipravit 150 ml

pufru + 43 mg maltosidu + 86 mg deoxycholatu + 48 ul 35% HCI

Anodovy puft, 1x koncentrovany (pH 7,0): 0,05 M Bis-Tris/HCI

4.3 Pristrojové vybaveni:
o Amersham imager 600 (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Svédsko)
o Analytické vahy (Scaltec instruments GmbH, Némecko)
o Automatické pipity (Nichipet, USA)
o Centrifuga (Labnet Iternational, Inc., USA)
o Centrifuga 5430 R (Eppendorf, Némecko)
o DUAL-Pam-100 (Walz, Némecko)
o Elektroforeticka komora Mini Protean Tetra cell (Biorad, USA)
o Elektroforeticka komurka (Thermo Fisher Scientific, USA)
o Elektronovy mikroskop Tecnai (FEI Company, USA)
o Fytotron (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie)
o Homogenizator T25basic (IKA Labortechnik, Némecko)
o Lyofilizator (LaboGene, Dansko)
o Magneticka michacka Big Squid (IKA, Némecko)
o Mixer Mill (Retsch GmbH, Némecko)
o PELCO easiGlow (TED PELLA, USA)
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o Peristalticka pumpa PCD 21 (Cerpadla Kouiil, Kyjov, Ceska republika)
o pH metr WTW inoLab 7110 (WTW, Némecko)

o Powerpac 1000 (Biorad, USA)

o Spektrofotometer NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
o Spektrofotometr UV550 (Thermo Spectronic, USA)

o Svételny mikroskop (Wild Heerbrugg, Svycarsko)

o Thermal cycler (Bio-Rad, USA)

o Trepacka vortex 4 bas (IKA, Némecko)

o UV transilluminator (Syngene International Limited, India)

o Vodna lazen (Grant Instruments Ltd, Anglie)

o Vortex mixér (Heidolph, Némecko)

o Zdroj jednosmerného napétia (Thermo Fisher Scientific, USA)

4.4 Metody:

4.4.1 Priprava dvojitého a trojitého mutanta pomoci kiiZeni:

Pro pfipravu dvojitého a trojitétho mutanta byly nejdiive vysazeny homozygotni
mutantni linie psbR, [hb3, Thcb6 a heterozygot HZ (lhcb3 Ihcb6 psbR). Vysazeni rostlin
probihalo tak, ze nejdiive byla seminka stratifikovana (namoceni seminek do vody
a umistény do prostredi o teploté cca 4 °C po dobu 2 dni). Poté byla seminka vysazena
a umisténa do fytotronu za nasledujicich podminek péstovani: den (16h svétlo, 19 °C,
a 60% vlhkost) a noc (8 h tma, 18°C a 60% vlhkost).

Po ctyfech tydnech ristu dochazelo ke kiizeni rostlin, kde byly nejdiive upraveny
stonky (byly odstranény listy a SeSule) vybranych rostlin. Poté byly u vybranych kvéta
odstranény tyCinky pomoci pinzety vydezinfikované v 96% etanolu pod svételnym
mikroskopem (Wild Heerbrugg, Svycarsko).

Na druhy den po odstranéni tyCinek bylo provedeno kiizeni, kde blizna kvétt

s odstranénymi tyCinkami byla opylena zralymi ty¢inkami z otcovské rostliny.

P: psbR x lhcb6 P: lhchb3 Theb6 x Iheb3/+ Theb6/+ psbR/+
F1: lhcb6/+ psbR/+ F1: lhcb3 (HM) lhcb6/+ psbR/+
F2: lhcb6 psbR F2: lhcb3 lhcb6 psbR
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4.4.2 Genotypovani
- Priprava vzorku — prima metoda

Pred kazdym odbérem vzorku byly nejdfive nizky vydezinfikovany pomoci
ptipravku Krystal SANAN KLASIK, nasledné byly namoceny v 70% ethanolu a poté
v destilované vodeé. Nasledné byl odstfizen kousek listu z dvoutydenni rostliny
o velikosti cca 1 mm?. Tento vzorek listu byl vlozen do mikrozkumavky, kde bylo
napipetovano 20 pl diluéniho pufru (soucast Phire Plant Direct PCR Master Mix kitu,
ThermoFisher Scientific). DNA byla extrahovana pomoci rozetfeni vzorku Spickou
o sténu mikrozkumavky. Pro pfipad dalsi potieby byly vzorky uchovany v mrazaku pti

-20°C.

- Izolace genomové 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 ptfe noc listy lyofilizovany.
Dalsi den byly listy za pfitomnosti sklenénych kulicek homogenizované pomoci mlynku
Mixer Mill (4 min pfi 27 otackach/s).

Nasledné byla provedena izolace genomové DNA, kde v prvnim kroku byly
pfipraveny mikrozkumavky s fialovym a =zelenym filtrem. Do mikrozkumavek
s rozemletym materidlem bylo pfidano 400 pl pufru PL1 a 10 ul RNAasy pro lyzi
bunék. Poté byly vzorky zéarovei s elucnim pufrem (PE) dany na 20 minut do horké
lazné (65 °C).

Dale se ptipravila mikrozkumavka s fialovym filtrem, kde bylo pfepipetovano 400
ul lyzatu. Nasledné byl lyzat pro jeho precisténi centrifugovan pii 11000 g na 2 min.
To, co proteklo, bylo prelito do nové 1,5 ml mikrozkumavky za ptidani 450 ul PC pufru
a nasledné byla smés promichéna na tiepacce.

Smés byla prelita do mikrozkumavky se zelenym filtrem a po deseti minutach byla
smes centrifugovana pfi 11000g (1 minuta), kdy doslo k navazani DNA na filtr. Po
centrifugaci byl filtrat vylit. Poté bylo celkem 3x provedeno promyvani filtru
promyvacim pufrem, kde smés byla pfi kazdém promyvani centrifugovana pii 11000g.
Pfi prvnich dvou promyvani centrifugace trvala 1 minutu. Tteti centrifugace trvala
2 minuty.

Filtr byl pfedan do nové mikrozkumavky a na filtr bylo napipetovano 30 pl pufru
PE (zahtaty na 65 °C). Nasledn€é byla smés centrifugovana pii 11000g (1 minuta)



a tento krok byl znovu zopakovan (eluce DNA). Nakonec byla zméfena koncentrace
vyizolované DNA pomoci spektrofotometru NanoDrop pii vinovych délkach 260 nm
a 280 nm.

4.4.3 PCR amplifikace

Pro ur€eni genotypu byly vzorky DNA amplifikovany pomoci gen specifickych
primert a primert slouzici k detekci T-DNA inzerce (Tab. 4), které se pii genotypovani
kombinovaly (Tab. 5).

Tab. 4 — Sekvence primert pouzitych béhem genotypovani

Sledovany gen Typ primeru Sekvence primeru
LBbl univerzalni GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT
LBbl.3 univerzalni ATTTTGCCGATTTCGGAAC
FP GGTGAGGAACGAAGAACCAA
lheb6 RP CCAAACTCCCGACTTTACCA
FP AGAATTCCCTGGCGATTATGG
lheb3 RP ATAAAGGTCGTCACCGGAAATG
FP ACCGGATCTTCTCTCCCTCGT
PsbR RP TCTTGTGCATGGAAATCATAAAGGA

Tab. ¢. 5 — Kombinace primerd pouzita pii genotypovani

Gen Kombinace primera Délka fragmentu (bp) Oznaceni pro kombinace
primeri*

PsbR RP + PsbR FP 900 PsbR - WT

DSbR PsbR RP +LBb1.3 550 PsbR - MUT
Ihcb6 FP + 1hcb6 RP 730 Lhcb6 - WT

lhch6 Ihcb6 FP + LBb1.3 350 Lhcb6 - MUT
Ihcb3 FP + lhcb3 RP 920 Lhcb3 - WT

lheb3 Ihcb3 FP + LBb1.3 730 Lhcb3 - MUT

*oznaceni pouzivano béhem genotypovani
Poté byla pfipravena PCR reakcni smés (Tab. 6), pomoci protokolu Thermo Scientific

Phire Tissue Direct PCR Master Mix.

Tab. ¢. 6 — Slozeni PCR reakéni smési

Latka Kone¢na koncentrace Objem [ul]
Deionizovana voda - 4.55
Primer A + B 0,5 WM 0,2

2X Phire Tissue Direct PCR Master Mix 1X 5
Celkem PCR reakéni smési - 9,75
Vzorek - 0,25
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Nasledné byly vsechny zkumavky zvortexovany a kratce zcentrifugovany. Poté bylo
9,75 ul PCR reak¢ni smési napipetovano do 96 jamkové desticky spolu s 0,25 ul vzorku
a byla provedena PCR reakce podle zadkladniho casového a teplotniho profilu (Tab. 7).

Tab. €. 7 — Teplotni profil PCR reakce

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 98 5 min 1
98 S5s
PCR amplifikace 63 (60)* 5s 35
72 45 s
Zavéreéna elongace 72 1 min 1

Poznamka: *63 °C — pro gen specifické primery a v kombinaci s LBbl, 60 °C — pro kombinaci gen
specifického primeru s LBb1.3

Dale pro stanoveni PCR produktu byl pfipraven 1,2% agardzovy gel (300 ml). Nejdiive
byla v mikrovinné troubé€ rozvarena agaréza v 0,5x TBE pufru, kterd po ochladnuti na
cca 50 °C byla nalita do vanicky s vlozenym hiebinkem. Po ztuhnuti gelu byl hiebinek
vytahnut a gel byl vlozen do elektroforetické komurky, ktera byla naplnéna 0,5x TBE
pufrem. Do jamek bylo naneseno pomoci mikropipety 7 pl PCR produktu a 4 nl
standartu molekulové hmotnosti. Komlrka po naneseni vzorkii byla uzaviena
a pfipojena ke zdroji el. napéti s nastavenim na 60 min pii 4 V-cm™. Po probéhnuti
elektroforézy byl gel na obarveni dan na 20 minut do ethidium bromidu a po obarveni
se umistil k vyhodnoceni do UV transluminatoru (300 nm).

Po vyselektovani dvojitého a trojit¢tho mutanta se seminka posbiraly pro dalsi

experimenty.

4.4.4 Podminky péstovani rostlin pro fotosyntetickou charakterizaci

Pro charakterizaci rostlin byla nejdiive vysazena seminka nasledujicich genotypu:
WT, kolhcb6, kolhcb3 Ihcb6, psbR, [hcb6 psbR a lhcb3 Theb6 psbR. Po vysazeni byla
seminka pro vykli¢eni dana do fytotronu za podminek péstovani: den (8h svétlo, 22 °C,
a 60% vlhkost) a noc (16 h tma, 22°C a 60% vlhkost). Pro zakladni charakterizaci
fotosyntetické funkce byly pouzity sedmitydenni rostliny.

4.4.5 Méreni — chlorofylova fluorescence

Meéteni funkce fotosyntézy (PSII a PSI) bylo provedeno pomoci pfistroje
Dual — PAM 100, ktery je schopen pomoci chlorofylové fluorescence vyhodnotit stav

PSII a zaroverni pomoci zmén absorbance P700 hodnotit stav PSL
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Pred zacCatkem meéfeni byly rostliny béhem 30 minut adaptované na tmu. Po
adaptaci byl ustiihnut jeden list, ktery byl umistény mezi méfici hlavice a stopka listu
byla polozena na stojan obsahujici kapku vody.

Meéfeni probihalo podle protokolu, kde nejdifive byla rostlina vystavena
aktinickému svétlu (800 pmol fotondi m2s?'). To bylo v priibéhu méfeni preruseno
saturanimi pulzy (10000 umol fotonéi m?s™) po dobu 300 ms. V prvni poloviné méfeni
(po dobu 15 min) bylo aktinické svétlo zapnuto, v druhé poloviné méfeni
(15 - 30 minut) vypnuto. Béhem meéfeni byly na rostlinu aplikované saturacni pulzy

v intervalech 10 s, 30 s a 60 s a poté nasledné v 60s intervalech az do konce méteni.

4.4.6 Fenotypova analyza — hmotnost nadzemni casti rostlin
Pred izolaci tylakoidnich membran byla nadzemni ¢&ast rostliny odstfihnuta
a zvazena. Celkem bylo vazeni provedeno v deseti opakovanich, ze kterych se poté

stanovila primérna hmotnost. Vazeni bylo provedeno pro kazdy genotyp (WT, lhcbh6,

lheb3 Ihebo6, psbR, Iheb6 psbR, Iheb3 Iheb6 psbR).

4.4.7 1zolace tylakoidnich membran

Den pied izolaci byly ptipraveny pufry (A, B, C), které byly vychlazeny na 0—4°C.
Pted izolaci byly rostliny na 30 minut umistény do tmy.

Po vazeni rostlin byly odstfizené nadzemni ¢asti vlozeny do homogenizac¢ni nadoby
obsahujici 250 ml A pufru. Ostrymi ntzkami byly listy prostiihany pro ulehceni
homogenizace. Nasledné byla smés zhomogenizovand pomoci tyCového
homogenizatoru pii 13000 otackach za minutu. Po ukonceni homogenizace byl
homogenat prefiltrovan pres dvé vrstvy filtracni sitky. Po filtraci byl filtrat rovnomeérné
rozdélen do ctyt centrifugacnich kyvet. Poté nasledovala centrifugace pfi 5000g na
6 min (pred centrifugaci byly kyvety vyvazeny).

Po centrifugaci byl z kyvet odlit supernatant a k peletu byl pfidan B pufr. Nasledné
pomoci Stétce byl pelet resuspendovan a vS§echna smeés byla slita do jedné centrifugacni
kyvety. Poté probé¢hla centrifugace (5000g a 10 minut).

Po centrifugaci byl z kyvety odlit supernatant a k peletu byl pfidan C pufr. Poté
probéhla resuspendace pomoci Stétce a nasledovala centrifugace (5000g a 5 minut).
Na zavér byl odlit supernatant a pelet byl resuspendovan v cca 1,5 ml C pufru.

Izolace probihala pfi osvétleni slabym zelenym svétlem za neustdlého chlazeni
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pomoci ledu a pfi centrifugaci byla centrifuga vychlazena na 4 °C.

Nasledné byl vzorek (10 pl) pro stanoveni koncentrace chlorofyla ziedén ve 2 ml
vychlazeného acetonu, kde nasledovala centrifugace pii nejvy$sim RFC na 6 minut.
U supernatantu byla poté zmétena absorbance pii vinovych délkach 470 nm, 646,8 nm,
663,2 nm a 750 nm. Jako blank byl pouzit 80% aceton. Po zméfeni jednotlivych
absorbanci byla pomoci Lichtenthalerovych rovnic spocitdna koncentrace
chlorofylu a a b.
chla = 12,25(As63.2— A750) — 2,79(As46.8 — A750)
chlp =21,50(As46.8 — A7s50) — 5,10(As63.2 — A750)
chl, — koncentrace chlorofylu a v pg . ml™!

chly — koncentrace chlorofylu b v ug . ml™!

4.4.8 Separace pigment-proteinovych komplexu pomoci CN — PAGE

Nejdiive byla sestavena aparatura pro naliti geld se spacery 1 mm. Poté byl
ptipraven gradientovy gel. Pro pfipravu gradientového gelu bylo napipetovano nejdiive
do komory dale od vytoku 3 ml 4% gelu a do komory blize k vytoku 3 ml 8% gelu. Poté
bylo ke geliim piidano 5 ul THEMEDU a pro zahajeni polymeriza¢ni reakce 20 ul 10%
APS.

Nasledné byla zapnuta peristalticka pumpa a gel byl lit mezi skla. Po naplnéni skel
byl do gelu vlozen hiebinek a nasledné byl gel odnesen na noc do chladici mistnosti.

Nasledujici den byly pfipraveny vzorky pro naneseni na gel (Tab. 8).

Tab. 8 — Priprava vzorkl pro izolaci proteinovych komplext tylakoidnich membran

1 2 3 4 5 6
WT theb6 thcb3 Theb6 PSbR lhcb6 psbR Iheb3 Iheb6 psbR

Chl [pg] 10 10 10 10 10 10
Chl [pg/ml] 4857 2718 3046 6090 4913 1713
DM/50 Chl 15 15 15 15 15 15
Celkem [pl] 30 30 30 30 30 30
*C pufr [pl] 24.9 233 23,7 25.4 25 21,2
5% DM [ul] 3 3 3 3 3 3
Vzorek [ul] 2.1 3,7 3.3 1,6 2 5.8
DM [%] 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50

Poznamka: DM — dodecyl-a-D-maltosid, DM/Chl — hmotnostni pomér, *C puft s glycerolem
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Poté byl gel umistén do elektroforetické komurky, ktera se naplnila anodovym
a katodovym pufrem.

Po ptipravé byly vzorky zcentrifugovany a nasledné napipetovany na gel.
Po napipetovani byla aparatura ptipojena ke zdroji elektrického napéti nejdiive na 7 mA
(15 minut) a poté na 15 mA (2 hodiny).

Po probéhnuté elektroforéze byl gel analyzovan pomoci gel skeneru
kolorimetricky a nasledné pro rozliseni PSII od PSI fluorescenéné o vinové délce

460 nm pii pokojové teplote.

4.4.9 Priprava vzorka tylakoidnich membrian pro transmisni

elektronovou mikroskopii

Nejdiive byly piipraveny vzorky pro solubilizaci tylakoidnich membran (Tab. 9).
Po napipetovani byly vzorky umistény do ledové lazn€, umisténé na michacce

(150 otacek) po dobu 25 minut.

Tab. 9 — Priprava vzorku pro solubilizaci tylakoidnich membran

Detergent* [ul] Vzorek [pl] *C pufr [ul] Celkem [ul]

theb3 theb6 10 33 157 200
PSbR 20 33 347 400
theb3 Theb6 psbR 10 58 132 200

Poznamka: *detergent = digitonin, C pufr bez obsahu sacharézy

Po 25 minutach byly vzorky zcentrifugovany pii 9000g/6min. Po centrifugaci byl
supernatant odpipetovan a k peletu byl pfidan 1 ml C pufru. Nasledné byl pelet
resuspendovan a poté byly vzorky zcentrifugovany pii 9000g/6 minut. Tento krok se
opakoval celkem dvakrat. Nakonec byl supernatant odpipetovan a vzorky byly
resuspendovany bud v 50 ul (psbR), nebo v 70 ul (lhcb3 Ihcb6, Ihch3 lhcb6 psbR)
C pufru.

Poté byl pfipraven vzorek pro elektronovy mikroskop, kde se nejdiive
predpfipravila médéna  sitka  (CF-400-Cu) pomoci doutnavého  vyboje
(PELCO easiGlow). Nasledné bylo na pfipravenou sitku napipetovano 5 ul vzorku,
ktery se nechal absorbovat cca 1 minutu. Zbytek vzorku byl odsat pomoci filtracniho

papiru. Poté nasledovalo kontrastovani vzorku 2% uranylacetitem, ktery byl

28



napipetovan (5ul) na sitku s absorbovanym vzorkem. Po ukonceni kontrastovani byl
zbytek uranylacetitu odsat filtraCnim papirem. Poté byl vzorek umistén
do elektronového mikroskopu, kde bylo provedeno snimkovani pifi zvétSeni 67132x

s velikosti pixelu 4,46 nm.
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S Vysledky:

Pro vyhodnoceni vlivu proteinu PsbR na organizaci PSII v ramci tylakoidni
membrany byl nejdfive pfipraven pomoci kfizeni a nasledné pomoci genotypovani
vyselektovan /hcb6 psbR a lhcb3 lhcb6 psbR. V ramci genotypovani byla DNA pro
rychly screening vyizolovana pomoci dilu¢niho pufru. Poté byla DNA pro ovéfeni

vysledku izolovana pomoci kitu NucleoSpin plant II.

Priprava dvojitého a trojitého mutanta pomoci krizeni a nasledna genotypizace

Pti kiizeni rostlin se jako parentalni (P) generace pouzili mutanti /4c6 a psbR (pro
dvojitého mutanta) a lhch3 lhcb6 x lheb3/+ lheb6/+ psbR/+ (pro trojitého mutanta).
Tito mutanti byli mezi sebou kiizeni pro pifipravu prvni filidlni (F1) generace.
U dvojitého mutanta obsahovala F1 generace pouze rostliny heterozygotni ve dvou
znacich, kde mutanti HM ve dvou znacich byl vyselektovan v F2 generaci ze 45 rostlin
s pfibliznou pravdépodobnosti 1 : 44 (bez vlivu vazby 1 : 15), jelikoz na geny lhcb6
a psbR pusobi vazba. U trojitého mutanta byly ze 35 rostlin v F1 generaci selektovany
pouze lhch6 lheb3 psbR/+ s pribliznou pravdépodobnosti 1 : 34 (bez vlivu vazby 1 : 7).
Nasledné v F2 generaci byl vyselektovan mutant ve tfech znacich z 15 rostlin

s pfibliznou pravdépodobnosti 1 : 2 (bez vlivu vazby 1 : 3).

Genotypizace — prima metoda izolace vzorku

Nejdiive byly vypéstované rostliny genotypovany pomoci PCR amplifikace, za
pouziti gen specifickych a T-DNA primera. Poté byla provedena elektroforeticka
separace PCR produktti pro nalezeni dvojitého (/hch6 psbR) a trojitého (lhcb3 Ihcb6
psbR) mutanta. Izolace DNA pro rychly screening byla provedena pomoci dilu¢niho
pufru. Po dokonceni elektroforézy byl vysledek separace pro dojitého (obr. 9)
a trojitého mutanta (obr. 10) zviditelnén pomoci UV transluminatoru.

Béhem genotypizace byly testovany primery LBbl a LBbl.3 v kombinaci s PsbR
RP (Obr. 11), jelikoz u primeru LBb1 v kombinaci s PsbR RP dochazelo ke vzniku
artefaktu o velikosti 450 bp. Pfi pouziti primeru LBb1.3 nedochéazelo ke vzniku
artefaktu a v kobinaci s PsbR RP vznikal cilovy produk o velikosti 550 bp.
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Obrazek 9 — elektroforeticky rozdélené PCR produkty genomové DNA Arabidopsis thaliana pro
selekci dvojitého mutanta. HZ — heterozygot, Ko — Knockout mutant, WT — wild type, MT — mutant,
pipetovani: PsbR — WT (jamka 2 a 6), PsbR — MUT (jamka 3 a 7), Lhcb6 — WT (jamka 4 a 8) a Lhcb6
—MUT (jamka 5 a 9)

Podle elektroforeogramu jsem vyselektovala dvojitého mutanta ko6 + psbR u mnou
zpracovanych vzorka. V jamkach se nachazi amplifikované produkty pro PsbR — WT
(Jamka 2 a 6), PsbR — MUT (jamka 3 a 7), Lhcb6 — WT (jamka 4 a 8) a Lhcb6 — MUT
(jamka 5 a 9). Vjamce ¢. 1 se nachazi marker molekulové hmotnosti GeneRuler
Express DNA Ladder, ready-to-use. Dvojity mutant byl selektovan podle toho, ze
testovany vzorek musel obsahovat pouze PCR produkty pro T-DNA inzert. Timto
zpusobem jsem urcila, ze vzorek €. 2 je dvojity mutant. Vzorek ¢. 1 jsem ur€ila, Ze je
hetorozygot pro oba dva geny, protoze obsahuje PCR produkty jak pro divoky typ, tak
pro T-DNA inzert.
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1 23 4 5 6 7 8 910 1112 1314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
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Obrazek 10 - elektroforeticky rozdélené PCR produkty genomové DNA Arabidopsis thaliana pro selekci trojit¢tho mutanta.
HZ - heterozygot, Ko — Knockout mutant, WT — wild type, MT — mutant, pipetovani: PsbR — WT (jamky 2, 8, 14, 20 a 26), PsbR
—MUT (jamky 3. 9, 15, 21 a27), Lhcb6 — WT (jamky 4. 10, 16, 22 a 28), Lhcb6 — MUT (jamky 5, 11, 17, 23 a 29), Lhcb3 - WT
(jamky 6, 12, 18, 24 a 30) a Lhcb3 - MUT (jamky 7, 13, 19, 25 a 31)
Nasledné jsem podle elektroforeogramu selektovala trojitého mutanta ko3+6+psbR
u mnou zpracovanych vzorkd. V jamkach se nachazi PCR produkty pro PsbR — WT
(Jamky 2, 8, 14, 20 a 26), PsbR — MUT (jamky 3, 9, 15, 21 a 27), Lhcb6 — WT (jamky
4,10, 16, 22 a 28), Lhcb6 — MUT (jamky 5, 11, 17, 23 a 29), Lhcb3 — WT (jamky 6, 12,
18,24 a30) a Lhcb3 — MUT (jamky 7, 13, 19, 25 a 31). V jamce €. 1 se nachazi marker

molekulové hmotnosti GeneRuler Express DNA Ladder, ready-to-use.
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U vzorku ¢. 4 se tvorily pouze PCR produkty pro T-DNA inzert, proto se jedna
o mutanta ve tfech znacich. Naproti tomu u vzorku €. 3 se tvotily PCR produkty pro
divoky typ, proto se jedna o WT. Vzorek ¢. 5 obsahuje u psbR, lhcb6 a lhcb3 PCR
produkty jak pro divoky typ, tak s T-DNA inzerci, proto se jedna o heterozygota ve
vSech znacich. U vzorku ¢. 6 se u psbR a lhcb3 amplifikovaly jak geny pro divoky typ,
tak 1 obsahujici T-DNA inzert a gen lhcb6 se amplifikoval pouze jako divoky typ, proto
se jedna o heterozygota ve dvou znacich. U vzorku ¢. 7 se u lhcb6 a lhcb3
amplifikovaly pouze geny obsahujici T-DNA inzert a u psbR se amplifikovaly jak pro
T-DNA inzert, tak pro divoky typ, proto se jednd o heterozygota v jednom znaku

a mutanta ve dvou znacich.
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Obrazek 11 — Elektroforeticky rozdélené PCR produkty za pouziti kombinace
primera PsbR RP + LBb1 a PsbR RP + LBb1.3. MT-mutant, WT-wild type,
pipetovani: PsbR RP + LBb1 (jamka 1 a 3), PsbR RP + LBb1.3 (jamka 2 a 4)

Genotypizace — Izolace DNA pomoci kitu NucleoSpin Plant II (nepfima metoda)
Pro potvrzeni a spravného urCeni mutantt, byla provedena izolace genomové DNA
pomoci kytu NucleoSpin plant II. Po izolaci rostlinné DNA byla zméfena koncentrace
DNA (Tab. 10) na spektrofotometru Nanodrop. Pro PCR amplifikaci byl vybran vzorek
¢. 4, jehoz koncentrace DNA je 43,5 ng-ul' a vzorek & 2, jehoz koncentrace je

73,1 ng-pl™!. Celkem na jednu reakéni smés bylo pouZito 100 ng DNA.

Tab. 10 — Koncentrace izolované DNA ve vzorcich mutantt Arabidopsis thaliana

Genotyp mutanta Koncentrace DNA Pouzity objem [l |
[ng-pl ]

lhcb6 psbR — vzorek €. 2 73,1 1.4

lheb3 lheb6 psbR (1) 24.6 4.1

lheb3 lheb6 psbR (2) — vzorek ¢. 4 43,5 2.3

lheb3 lheb6 psbR (3) 46.8 2.1

Nasledné byla provedena PCR amplifikace u vzorka €. 2 a €. 4. Poté nasledovala
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charakterizace PCR produktu (Obr. 12) pomoci agar6ézové elektroforézy.

4. lhecb3 Iheb6 psbR 2. lhcb6 psbR
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_—

3000

2000 - _—
1500 -
1200

1000 i

: MT
. MT MT
900-600{ 3 MT M3 i ‘
100 . . ‘
400
-
200 .

300

100
Obrazek 12 - elektroforeticky rozdélené PCR produkty genomové DNA Arabidopsis thaliana izolované kitem NucleoSpin
pro ovéteni pravosti vysledku. HZ — heterozy got, Ko — Knockout mutant, WT — wild type, MT — mutant, pipetovani: PsbR

— WT (jamka 2 a 8), PsbR — MUT (jamka 3 a 9), Lhcb6 — WT (jamka 4 a 10), Lhcb6 — MUT (jamka 5 a 11), Lhcb3 — WT
(jamka 6) a Lhcb3 — MUT (jamka 7)

Podle elektroforeogramu jsem si ovéfila spravnost uréeni dvojitého (ko6-+psbR)
a trojitého mutanta (ko3+6+psbR). V jamkach byly napipetany PCR produkty pro gen
PsbR — WT (jamka 2 a 8), PsbR — MUT (jamka 3 a 9), Lhcb6 — WT (jamka 4 a 10),
Lhcb6 — MUT (jamka 5 a 11), Lheb3 — WT (jamka 6) a Lhcb3 — MUT (jamka 7).
V jamce €. 1 se nachdzi marker molekulové hmotnosti Thermo Scientific GeneRuler
100+ bp.

Spravnost selekce dvojitého a trojitého mutanta u Arabidopsis byla potvrzena,

protoze se nam vyzualizovaly pouze PCR produkty genti obsahujici T-DNA inzert.

Charakterizace rostlin

Po selekci dvojitého a trojitého mutanta byla provedena charakterizace pro
vyhodnoceni vlivu proteinu PsbR u Arabidopsis thaliana WT, kolhcb6, kolhcb3 lhché,
kopsbR, kolhcb6 psbR a kolhcb3 Ihcb6 psbR, ktera se sklada z fenotypové analyzy,
hodnoceni fotosyntetické funkce pomoci chlorofylové fluorescence, elektroforetické
separace pro strukturalni charakterizaci superkomplexti PSII a studie organizace PSII
v ramci tylakoidni membrany pomoci transmisni elektronové mikroskopie.

Pfi charakterizaci fenotypu u A. thaliana WT a jednotlivych mutanti (obr. 12)
nelze pozorovat vyrazné zmény mezi jednotlivymi genotypy. Jedinym projevem, ktery
1ze pozorovat je mensi vzrast a velikost listt, ktery je shodny u knockout mutanta /ich3

lhcb6 a kolheb3 [heb6 psbR. U kopsbR nebyly pozorovany zadné zmény oproti WT.
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Obrazek 13 — Fenotyp Arabidopsis thaliana WT a mutantnich genotypu
(kolhch6, kolhchb3 Ihcb6, psbR, Ihch psbR, lhcb3 Iheh6+psbR).

Pfi vazeni nadzemni ¢asti rostlin (Obr. 14) se potvrdilo, ze mutanti se snizenym
mnozstvim svétlosbérnych antén maji mensi hmotnost oproti WT. U trojitého mutanta
lhcb3 Iheb6 psbR byla hmotnost nadzemni ¢asti nejmensi a to 1,19 g. U psbR nebyly

pozorovany zadné vyrazné zmény ve vaze oproti WT.
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Obrazek 14 - Prumérna vaha jedné rostliny Arabidopsis thaliana WT a mutantnich genotypu.
Prezentované hodnoty jsou prumérné hodnoty + SD, n = 10.

Analyza funkce fotosyntetického aparatu

Pro zjisténi, jestli ma absence proteinu PsbR vliv na funkci fotosyntetického
aparatu, byla provedena charakteristika fotosyntetické funkce pomoci méfeni
chlorofylové fluorescence u mutantt a WT A. thaliana, kde byly vyhodnoceny
nasledujici parametry: maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII, NPQ, efektivni
kvantovy vytézek, fotochemicky kvantovy vytézek a transport elektrond pres PSII
a PSL
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A. Maximalni kvantovy vytézek

Maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII (Fv/Fm), ktery je pouzivan jako
indikator stresu u rostlin (Obr. 15), indukuje, Ze mutanti se snizenym mnozstvim
svétlosbérnych antén (Lhcb3 a Lhcb6) maji niz§i hodnotu kvantového vytézku. U WT
a kopsbR hodnota kvantového vytézku odpovidala fyziologické hodnoté O0,8.

Z namétenych hodnot vypliva, Ze absence proteinu PsbR nema vliv na Fv/Fm.

Fv/Fm

1

B WT m/hcb6 mlhcb3|lhcb6 M psbR mlhcb6 psbR m lhcb3 lhcb6 psbR

0,9
0,85
0,8
0,75

0,7

0,65

Obrazek 15 — Maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII (Fv/Fm). Prezentované hodnoty
jsou vyjadiené jako prumér+ SD, n=5.

B. Indukce nefotochemického zhaseni

Indukce NPQ (obr. 16) u mutantt s absenci svétlosbérnych antén byla v pocatcich
méfeni rychlejsi jak u WT (obr. 17), ale poté nasledoval pomaly narast NPQ az do
konce méteni pfi zapnutém aktinickém svétle. Samotny pshR mutant se chova stejné
jako WT, ale v kombinaci s /hcb3 lhcb6 dochazelo ke snizeni schopnosti indukovat
NPQ, ktera se projevovala mirnym poklesem NPQ az do konce méteni pii aktinickém
svétle.

Pfi méfeni ve tmé dochézelo k relaxaci NPQ a naméfené hodnoty jsou u vSech

testovanych genotypt velmi podobné.
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Obrazek 16 — 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
vyjadiené jako prumér + SD, n= 5.
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Obrazek 17 — Poc¢ate¢ni faze indukce NPQ v prubéhu 200 s po zapnuti aktinického svétla. Prezentované
hodnoty jsou vyjadiené jako primér + SD, n= 5.

C. Efektivni kvantovy vytézek PSII — Y (II)

Efektivni kvantovy vytézek fotochemie PSII (Obr. 18), ktery dava informaci
o relativnim zastoupeni otevienych RC PSII, je u vSech testovanych genotypu
na pocatku méfeni po zapnuti aktinického svétla blizky nule. Beéhem méfeni na svétle je
u vSech genotypu postupné otevieno cca 10 %. U zbylych 90% dochazi k indukci NPQ.
Po vypnuti aktinického svétla dochazi u WT a psbR k otevieni cca 80 % RC
aumutantl se snizenym mnozstvi svétlosbémych antén a i v kombinaci s psbR je
otevieno cca 65 % RC. U zbylych RC stale pretrvava NPQ. Z hodnot vypliva, ze

protein PsbR nema vliv na mnozstvi otevienych RC PSIL
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Obrazek 18 — Efektivni kvantovy vytézek fotochemie PSII u rostlin ve svételné fazi po 30 min adaptaci na tmu.
Prezentované hodnoty jsou vyjadfené jako pramér + SD, n= 5.

D. Fotochemicky kvantovy vytézek PSI-Y (I)

Kvantovy vytézek fotochemie PSI (Obr. 19) hodnoti, kolik RC PSI je oxidovanych
a kolik redukovanych, jelikoz separace naboje je mozna pouze tehdy, pokud jsou RC
redukované. U mutantd /hcb6, lhcb3 lhch6, lhcb6 psbR a lhcbh3 lhcb6 psbR jsou
v pocatcich méfeni hodnoty nejdfive shodné s WT. Nasledné dochazi u téchto mutantt
k uplné oxidaci P700, protoze hodnota Y (I) se blizi k nulové hodnoté. To je zpuisobeno
nejspise tim, ze dochazi k limitaci na donorové strané¢ — Y (ND) (Obr. 20, A), kvuli
zpomaleni transportu elektroni mezi PSIT a PSI. Rychlejsi kinetika nartstu Y(ND)
u téchto mutantti maze byt zptsobena tvorbou krystalickych domén PSII, které mizou
ovlivnit rychlost transportu elektronti mezi PSII a komplexem cyt b4f:

U WT 1 psbR nedochazi v pocateCni fazi po zapnuti aktinického svétla k uplné
oxidaci P700. Vyssi mira transportu elektronti pfes PSI vede k limitaci na akceptorové
stran€é Y (NA) (Obr. 20, B), ktera muze byt zpusobena pfechodnym nedostatkem

ferredoxinu.
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Obrazek 19 - fotochemicky kvantovy vytézek PSI u rostlin ve svételné fizi po 30 min adaptaci na tmu.
Prezentované hodnoty jsou vyjadiené jako prumér + SD, n= 5.
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Obrazek 20 — Kvantovy vytézek nefotochemické premény energie v PSI v dusledku omezeni na donorové (A)
a akceptorové (B) stran¢ ve svételné fazi po 30 min adaptaci na tmu. Prezentované hodnoty jsou vyjadiené jako primér
+SD, n=35.

E. Transport elektronu pres PSII - ETRII a PSI- ETR1

Elektronovy transport pres PSII (Obr. 21) zaCina u vSech genotypi postupnym
narastem, ale u mutanta /hcb6 psbR, Ihcb3 lhcb6 psbR a lhcb3 lhcb6 je tento prvotni
narast vyrazné niz$i. To je zplusobeno tim, Ze dochazi k limitaci elektronového
transportu pres plastochinon. Limitace muze byt zpisobena krystalickym usporadanim
PSII v ramci tylakoidnich membréan.

Transport elektront ptes PSI (Obr. 22) je v pocateéni fazi po zapnuti aktinického
svétla vyrazné pomalejsi u mutantt /hch6, theb3 lheb6, Ihcb6 psbR a lhe3 Theb6 psbR,

coz je zpusobeno omezenym transportem elektront z PSII k donorové strané PSI.
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Obrazek 21 — Elektronovy transport pies PSII ve svételné fazi po 30 min adaptaci na tmu. Prezentované
hodnoty jsou vyjadfené jako primér + SD, n = 5.
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Obrazek 22 — Elektronovy transport pies PSI ve svételné fazi po 30 min adaptaci na tmu. Prezentované
hodnoty jsou vyjadiené jako primér + SD, n= 5.

Strukturalni charakterizace superkomplexu PSII

Pro analyzu vlivu absence proteinu PsbR u mutanti se snizenym mnozstvi
svétlosbérnych antén (Lhcb3 a Lhcb6), na strukturu superkomplexti PSII u Arabidopsis,
byla provedena bezbarva-nativni elektroforéza (CN-PAGE) (obr. 23), ktera umoznila
oddélit jednotlivé fotosyntetické proteinové komplexy ze solubilizovanych tylakoidnich
membran. Analyza byla provedena u rostlin Arabidopsis thaliana WT, lhcb6, Ihcb3
lhcb6, psbR, Ihcb6 psbR a lhcb3 Iheb6 psbR.

Po separaci superkomplexii PSII, jsou v horni Casti gelu vidét agregaty PSI/PSII,
ptipadné megakomplexy PSII. WT a psbR 1ze pozorovat, ze nejvétsi zastoupeni v ramei
tylakoidnich membran maji C2SoM; a C2S:M  superkomplexy a minoritné se zde
vyskytuji 1 C2S2 nebo C2SM superkomplexy. U lhcbh6, lhcb3 Ihcb6, Ihcb6 psbR a lhcb3
lhcb6 psbR jsou nejvice zastoupeny C2S; nebo C2SM superkomplexy a dale lze
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I pozorovat zastoupeni C2S nebo C2M superkomplexti PSII, které maji nejvyraznéjsi
band u lhch3 Ihcb6 psbR. Dale 1ze na gelu pozorovat vyrazné bandy, které znaci vyskyt
PSI/PSII dimert.

Na zékladé CN-PAGE lze vyhodnotit, ze absence samotného proteinu PsbR a ani
v kombinaci s Lhcb6 nema vliv na strukturu superkomplexti PSII. Pouze u varianty
lhcb3 [hcb6 psbR je pozorovano veétsi C>S/CaM oproti varianté lhcb3 [heb6 je

pozorovano vetsi mnozstvi forem C2S/CoM oproti varianté /hch3 Iheb6.
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Obrazek 23 — Separace a strukturni charakterizace superkomplexti PSIT u WT (wild type) a mutantnich rostlin - lach6
(ko6), lhcb3 Theb6 (ko3 + 6), psbR (KoPsbR), lhch6 psbR (Ko6 + R), lheh3 lheb6 psbR (Ko3 + 6 + R). Formy
separovanych superkomplexii PSII se skladaji z dimerniho jadra (C») a z jedné nebo dou kopii siln¢ (S) nebo stiedné
(M) vazajicich se svétlosbérnych trimerti. A — kolorometricka analyza gelu, B — fluorescen¢ni analyza pti 460 nm pro
identifikaci superkomplexu PSIL.

Studium organizace superkomplexa PSII v tylakoidni membrané

pomoci transmisni elektronové mikroskopie

Pro studium organizace superkomplexti PSII v ramci tylakoidni membrany bylo
provedeno u vybranych genotypt (psbR, lhcb3 lhcb6 a lhcb3 Ihch6 psbR) snimkovani
pomoci EM (obr. 24).

U psbR (obr. 24, A) lze pozorovat, ze superkomplexy PSII jsou v tylakoidni

membrané organizovany z velké casti nahodné€. U lhcb3 lhcb6 (obr. 24, B) l1ze vidét, ze
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usporadani superkomplextd PSII je organizovano do krystalické struktury au /hch3
lhcb6 psbR (obr. 24, C) je taky pozorovano krystalické usporadani superkomplext PSII,
ale v mensi mire, nez u lhchb3 lhcbé6.

Tvorba krystalickych oblasti je zptisobena kvuli tomu, ze absence Lhcb3 a Lhcb6

vede k tvorbé C»S, superkomplexu, které vznikaji kvili absenci M trimeru.

Obrazek 24 - Organizace PSII v ramci tylakoidni membrany u Arabidopsis thaliana. Mikroskopicky snimek ukazuje ndhodné
usporadani PSII u psbR (A) a krystalické uspotadani PSIIu lhch3 lheb6 (B) a lheb3 Theb6 psbR (C)., ZvétSeni = 67132x.

Jelikoz se u lhcb3 Iheb6 a lheb3 Iheb6 psbR vyskytovaly krystalické oblasti, tak pro
vyhodnoceni vlivu PsbR na organizaci PSII, byly vypocitiny mifizové parametry
elementarni buiky (Tab. 11). U /lhch3 lhcb6 psbR (obr. 25, B) vychazi miizové
parametry analyzovanych krystaldi (245 + 3) x (163 £2) A suhlem a 99 £ 0°. U lhch3
lheb6 (obr. 25, A) vychazi miizové parametry o néco vétsi (253 + 3) x (167 = 1) A
s uhlem o 98 + 1°, coz miize naznaCovat, ze protein PsbR mulze mit vliv na organizaci

superkomplexti PSII v ramci tylakoidnich membran.

Obrazek 25 — Zvétseni krystalického uspotadani PSII v rdmci tylakoidni membrany pro vyhodnoceni
miizovych parametri u /ich3 lhch6 (A) a lheb3 Iheb6 psbR (B). Elementarni buiika je definovana parametrem
a, parametrem b a ihlem a. Stfedy jadra komplexu PSII piedstavuji miizové body (purpurova barva).
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Tab. 11 — mfizové parametry C2S> superkomplexti u Arabidopsis lhcb3 Ihcb6 a Ihcbh3
lhcb6 psbR

a(A) b (&) a(°)
Ihch3 Thcb6 253+ 3 167+ 1 99+ 0
Ihch3 Ihcb6 psbR — 245+3 163 +2 98+ 1

Parametr a a b jsou délky vektoru jednotlivych elementarnich bun€k, a je ihel mezi vektory a a b. Prezentované
hodnouty jsou vyjadieny jako primér = SD, n = 7; odnoty jsou vyjadieny v A, kde 1 nm =10 A.

Na zakladé provedenych experimentt, 1ze usoudit, Ze protein PsbR mize mit vliv

na organizaci PSII nebo jejich vzdjemnou interakci v ramci tylakoidni membrany.
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6 Diskuze
Duvodem priipravy knouckout mutanta 4. thaliana v genech lhchb3, lhcb6 a psbR

byla informace, ze protein PsbR se preferencné vyskytuje u rostlin se snizenym
mnozstvim svétlosbérnych antén. V ramci studie bylo autory dale navrzeno, ze PsbR
zprostiedkovava stromalni interakci mezi dvéma sousednimi superkomplexy
fotosystému II a mize mit dilezitou roli pfi jejich organizaci (Albanese et al., 2017).

Na piipravu dvojitého mutanta (/hcb6 psbR) byla zvolena metoda postupného
kiizeni inzerénich linii /hcb6 a psbR. U trojitého mutanta (lhcb3 lhcb6 psbR) byla
zvolena metoda, kde se kiizily linie /hch3 Ihcb6 a lThcb3/+ Ihcb6/+ psbR/+ (viz 4.4.1).
Dutivodem pouziti téchto metod je ten, protoze geny lhcb6 a psbR se vyskytuji spolecné
na prvnim chromozomu, zatimco gen lhcb3 se vyskytuje samostatné na patém
chromozomu (Obr. 26). Kvuli tomu, ze se dva geny lokalizuji spole¢né na jednom
chromozomu, tak dochazi ke vzniku genové vazby a tim odchazi k odchylkdm od
genotypovych S$tépnych pomérad formulované Mendelem (viz 3.2.1). Kvuli tomu
dochéazi ke komplikovanéjsi selekci, ale jelikoz je vzdalenost mezi geny dostatecné
velka, tak dochazi ke ,,crossing-over mezi geny a diky tomu lze uskutecnit uspésnou

selekci mutanta.

Lhcbhs

Lhcb3

___PsbR

Obrazek 26 — Rozlozeni genu zajmu (Lhch3, Lhcb6 a PsbR) na chromozémech A. thaliana — chromozémova mapa
piipravena pomoci aplikace na internetové strance Arabidopsis (https://www.arabidopsis.org/).

Diky takto zvolené strategii se nam podafilo mit uz v F2 generaci vyselektované
pozadované mutanty. Nasledné se rostliny z F3 generace, které vznikly samoopylenim
mutanta, pouzily na fyziologickou charakteristiku fotosyntetické funkce a na izolaci
vzorka tylakoidnich membran pro CN-PAGE a TEM.

Pii genotypovani béhem PCR amplifikace dochazelo pifi pouziti primeru LBbl
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ke vzniku artefaktt, kde se jednalo o produkty o velikosti pfiblizn€ 450 bp. Problémem
bylo, ze se tento artefakt velikostné prekryval s pozadovanym produktem, ktery vznikal
za pouziti dvojice primerd PsbR RP + LBbl. Tento problém primeru LBbl byl
pozorovany 1 jinymi skupinami (http://signal salk.edu/tdna FAQs.html). Proto pro
vyfeSeni problému byl proveden test primeru LBbl a LBbl.3 v kombinaci PsbR RP.
Z vysledku elektroforetické separace (Obr. 11) plyne, ze primer LBbl.3 je pro
genotypizaci lepsi, protoze u ného nedochazelo k tvorbé artefaktli. Jedinou nevyhodou
je zména teploty pro PCR amplifikaci (Tab. 7), protoze se pii genotypovani musely
vyuzivat dva PCR cyclery.

Pii fenotypové charakterizaci rostlin vychéazi, ze hmotnost rostlin WT je
v porovnani s /hch6 a lhcb3 [hch6 vyssi. Tento jev je v souladu s nedavnou praci Ilikova
et al. (2021). Pfi absolutnim srovnani hmotnosti jednotlivych rostlin s vySe uvedenou
praci vSak vychazi, ze vmém pfipadé byly hmotnosti rostlin vys$si, protoze pro
experimenty byly pouzity osm tydnu staré rostliny. U psbR nebyly pozorovany vyrazné
zmény velikosti rostliny a ani jeji vahy pfi porovnani s WT. Toto zjisténi tykajici se
vizualniho hodnoceni je v souladé€ s praci Allahverdiyeva et al. (2013). Vyrazny rozdil
v hmotnosti se vyskytnul u /hch3 lhcb6 psbR pii porovnani s WT. Tato zména by mohla
souviset se snizenou fotosyntetickou funkci. Divodem snizeni fotosyntetické funkce
muze byt krystalické usporadani a nestabilita superkomplexd. Pro lepsi srovnani
s literaturou by bylo tfeba srovnat stejné staré rostliny. Pfi zopakovani experimentu by
se zaroven ovétil vyrazny pokles hmotnosti pozorovany u /hch6 lheb3 psbR.

Pfi hodnoceni funkce fotosyntetického aparatu pomoci chlorofylové fluorescence
byly casové prubéhy vsech métenych parametri u WT, lhcb6 a lhcb3 Iheb6 v souladu
s praci llikova ef al. (2021). U psbR vychéazela vSechna méfeni podobné jako u WT, coz
znali, ze samostatny protein PsbR nema zasadni vliv na funkci fotosyntézy.
K podobnym zaveéram piisli i autofi praci Allahverdiyeva et al. (2013) a Podmaniczki et
al. (2020). V praci Allahverdiyeva et al. (2013) dochéazi u psbR ke snizeni indukce
NPQ, zatimco v této praci se indukce NPQ rovnd WT. Tato odchylka mohla byt
zpusobena tim, ze autofi péstovali rostliny pfi nizsi intenzit€¢ svétla. U lhcb6 psbR
alhchb3 lhcb6 psbR ve vétsiné parametri nebyly pozorovany zmény od /hcb3 lheb6
a lhcb6. Jedinou vyraznou zmeénou bylo snizeni schopnosti indukovat NPQ u lhch6
lhcb3 psbR. To mohlo byt zpusobeno jinou organizaci PSII vramci tylakoidni
membrany, proto byla nejdiive provedena strukturalni charakterizace superkomplext

PSII u jednotlivych mtantd pomoci nativni elektroforézy a poté nasledovala analyza
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tylakoidnich membran pomoci TEM.

Pfi strukturalni charakterizaci pomoci CN-PAGE vychazel vysledek separace pro
WT, lhcb6 a lhcb3 Theb6 obdobné jako v praci llikova et al. (2021). U psbR vychazi
vysledek separace velmi podobné jak u WT, kde nejvice zastoupenymi PSII
superkomplexy jsou C2S:M; a C2So;M. Na zékladé predesié studie Allahverdiyeva et al.
(2013), ktera usuzuje, ze psbR se vyrazné nelisi od WT, lze usoudit, Ze i v zastoupeni
superkomplexti PSII v ramci tylakoidni membrany se nebudou vyrazné lisit. Zastoupeni
PSII C2S; superkomplexti u ko6+psbR se vyrazné nelisi od /hcb6 nebo lhcb3 lhcb6, ale
v kombinaci lhcb3 lhcb6 psbR dochazi ke zvySenému vyskytu C,S/CoM. Déle lze
pozorovat u lhchb3 Ihcb6 psbR zvysSeny pocet LHCB proteini. To koresponduje
s hodnotou poméru chl a/b (Tab. 12), ktery byl stanoven béhem méfeni koncentrace
chl a+b uvyizolovanych tylakoidnich membran. Nejmensi pomér 2,58 byl naméfen
u lhcb3 lheb6 psbR, coz by mohlo znacit zvySeny obsah chl b a tudiz i relativni narst
LHCB proteint, ale pro presnéjsi vysledky by bylo potieba provést vice méfeni, jelikoz

vysledky jsou pouze orientacni.

Tab. 12 — Pomér chlorofylu a/b v jednotlivych genotypech

Chl a/b
WT 2,94
lheb6 2,92
lheb3 Theb6 2,89
PSbR 2,65
Iheb6 psbR 2,83
Iheb3 Iheb6 psbR 2,58

Poznamka: Hodnoty byly méteny v ramci izolace tylakoidnich membedn, n=1

Studium organizace superkomplexti PSII v tylakoidni membrané pomoci TEM bylo
provedeno u psbR, kde organizace PSII v rdmci tylakoidni membrany byla ve vétsing
oblastech ndhodna. Tato organizace se na zakladé vysledku CN-PAGE dala ocekavat,
jelikoz vysla obdobné jak u WT, u kterého je nahodné usporadani PSII ve vétSiné
oblasti v ramci tylakoidni membrany typické (Ilikova ef al., 2021). U lhcb3 Ihcb6 bylo
pozorovano krystalické uspotradani PSII superkomplext, coz je v souladu s praci Ilikova
et al. (2021). Jedinou odlisnosti byla vys$si hodnota mfizového parametru a, ktera mi

vys§la 253 + 3 A. Zbyvajici hodnoty miizovych parametri (b a uhel a) byly v souladu
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s praci Ilikova ef al. (2021). Pro posouzeni spravnosti méfeni by bylo potfeba udélat
vice méfeni. U lhcb3 lhcb6 psbR byl vyskyt krystalického uspotadani PSII v ramci
tylakoidnich membran s porovnanim /hcb3 Ihch6 mensi, coz lze piisoudit zvySenému
vyskytu superkomplexi C,S/CoM (Obr. 23), které netvori krystalické oblasti.

V praci llikova et al. (2021), byla u lhcb3 lhcb6 pozorovana specificka interakce
PSII v sousednich tylakoidnich membran, ktera vedla k vytvofeni tzv. kobercového
motivu pozorovatelného piimo v mikroskopickych snimcich. Tento motiv nebyl
pozorovan u /hch3 Ihch6 psbR, kde bylo vyhodnoceno pres 60 snimk(i z EM. Z toho lze
usoudit, Ze absence proteinu PsbR by mohla mit vliv na interakci mezi sousednimi PSII.
Pfi porovnani miizovych parametra (Tab. 12), Ize pozorovat, ze velikost elementarni
buniky pro /hch3 lheb6 psbR je o néco menSi, nez u lhcb3 lhcb6. Pro potvrzeni téchto

tvrzeni by bylo potieba provést dikladnéjsi analyzu vice snimka.
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7 Zavér:

V ramci bakalarské prace jsem se v teoretické Casti vénovala v prvni Casti
Arabidopsis thaliana jako modelovému organizmu a jeho vyuziti pfi studiu knockout
mutantd a v druhé Casti jsem se zabyvala zakladni funkci fotosyntézy se zaméfenim na
organizaci PSII a jeho usporadani v ramci tylakoidni membrany.

Cilem experimentalni C¢asti bylo prostudovat vliv proteinu PsbR na funkci
fotosyntetického aparatu a organizaci PSII v ramci tylakoidni membrany s vyuzitim
dvojitého (lhcb6 psbR) a trojitého (lhcb3 lhcb6 psbR) mutanta Arabidopsis thaliana,
pfipravenych v ramci této prace.

Pfi zékladni charakterizaci funkce fotosyntetického aparatu se ve vétSiné
parametrech ko3+6+psbR shodoval s kolhch3+1hch6. Jedingm vyznamnym rozdilem je
snizena indukce NPQ u ko3+6+psbR, ktera mize byt zptsobena jinou organizaci PSII
v ramci tylakoidni membrany. Indiciemi pro vliv absence proteinu PsbR na organizaci
PSII v ramci tylakoidni membrany u rostlin se snizenym mnozstvi svétlosbérnych antén
jsou mensi vzrust rostliny (m = 1,19 + 0,33 g), mensi stabilita superkomplext PSII, kde
byl zvySeny vyskyt C2S/CoM forem a LHCB proteinim, a nizs$i pomér chl a/b = 2,58.
Dale kvili zvySenému vyskytu C2S/C>M forem dochazelo v ramei tylakoidni membrany
ke snizeni Cetnosti krystalického usporadani PSII a v ramci snimkovani EM nebylo
pozorovano specifické usporadani PSII vedouci k vytvoreni tzv. kobercového motivu,
které se vyskytuje u kolhcbh3+1lhcb6 na urovni membran. Dale pfi porovnani mifizovych
parametri vychazelo, ze elementarni bunika PSII u ko3+6+psbR je o néco mensi, nez u
kolhcb3+1hcbé6.

Tato zjisténi naznacuji, ze by absence proteinu PsbR u rostlin se snizenym
mnozstvim svétlosbérnych antén mohla mit vliv na strukturu a organizaci PSII v ramci
tylakoidni membrany, a ze by mohla ovliviiovat interakci PSII v ramci sousednich
granalnich membran.

Pro potvrzeni vlivu absence proteinu PsbR u rostlin se snizenym mnozstvim
svétlosbérnych antén by bylo potieba provést dalsi méteni a dukladngjsi analyzu téchto

dat..
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