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CIELE PRACE
TEORETICKA CAST
1 Vypracovanie prehladu problematiky na tému ,Funkcia a Struktarna rola
svetlozbernych antén fotosystému II“ s pouzitim doporucenej literatiry
a so zameranim na komplexy Lhcb3 a Lhcb6 a ich rolu v nefotochemickom

zhasani zavislom na PsbS.
PRAKTICKA CAST

1 Pomocou krizenia dostupnych inzerénych linii sa pripravi a vyselektuje
homozygotny mutant Arabidopsis thaliana bez kombinacie proteinov Lhcb3,
Lhcb6 a PsbS. Nasledne sa prevedie fyziologickd charakterizacia tychto
mutantov so zameranim na analyzu nefotochemického zhaSania pomocou metod

chlorofylovej fluorescencie.

2 Namerané vysledky budu podliehat’ diskusii so zameranim na predpokladany
mechanizmus PsbS-zavislého nefotochemického zhaSania u Arabidopsis
thaliana a taktiez s pokusom formulovania hypotézy o mechanizme zhéaSania
smreku obycajného (Picea abies), u ktorého sa proteiny Lhcb3 a Lhcb6
nevyskytuja.



1 UVOD

Fotosyntéza patri medzi vyznamné biologické procesy, pricom svojou jedinecnost'ou
ovplyviiuje celosvetovi biosféru. Jej postupny vyvoj umoznil vznik kyslikate;
atmosféry na nasej planéte, ktora podmienila evoliciu komplexnejSich organizmov.
Medzi tieto komplexnejSie organizmy patria aj rastliny, ktoré sa vyznaCuju hlavne
autotrofnym spdsobom Zivota.

Jednym z problémov, ktorému musia rastliny celit, je optimalizacia fotosyntézy
podl'a aktudlnych svetelnych podmienok. Nadmernd intenzita slne¢nej energie, ktora
rastliny nie su schopné spracovéavat’ v ramci fotosyntézy, mdze pre ne predstavovat’
riziko. Dlhodobé vystavenie Ziareniu o vysokej intenzite moéZe viest k zdvaznym
poskodeniam rastlinnych organizmov. Z tohto doévodu si rastliny na vlastni ochranu
vyvinuli viaceré mechanizmy. Medzi ochranné mechanizmy rastlin patri aj
nefotochemické zhasanie, ktoré umoznuje kontrolovane premienat’ nadbyto¢nt energiu
na teplo. Nefotochemické zhaSanie ma tri najdoleZitejSie zlozky — qE (zhaSanie zavislé
na energii), qT (zh&Sanie zavislé na stavovych prechodoch spojenych s presunom
svetlozbernych antén medzi fotosyst¢émom II a fotosystémom I) a gl (fotoinhibicné
zhaSanie). qE zlozka nefotochemického zhaSania je najrychlejSie reagujuca zlozka
spomedzi vysSie spominanych. Bolo preukdzané, Ze indukcia tohto typu zhaSania je
zavisla na pritomnosti Specidlneho proteinu PsbS v tylakoidnych membréanach, ale
presny mechanizmus interakcie PsbS s fotosyntetickymi komplexmi nie je znamy (Li et
al., 2000; Miiller et al., 2001).

Jedna z navrhnutych hypotéz predpoklada priamu interakciu PsbS so svetlozbernou
anténou Lhcb6 (Kovacs et al., 2006). Z tohto pohladu je zaujimavé podrobnejSie
analyzovat’® nefotochemické zhaSanie u mutantnych rastlin ardbovky thalovej
(Arabidopsis thaliana) bez svetlozbernych antén Lhcb3 a Lheb6 ako ,,hrubej analogie
smreku obyc¢ajného (Picea abies). O smreku je zndme, Ze qE zlozka nefotochemického
zhéSania je u neho pritomna aj napriek prirodzenej absencii svetlozbernych antén Lhcb3
a Lhcb6 (Stroch et al., 2008; Koufil et al., 2016). A pre objasnenie spominanych
skuto¢nosti sa v priebehu tejto prace pripravil knockout mutant v génoch lhch3, lhcb6 a
PsbS. Charakterizcia tohto mutanta pomocou fluorescen¢nej analyzy bola zamerana
na nefotochemické zhasanie a mala viest’ ku validacii vysledkov ziskanych v priebehu

pilotnych stadii na koLhcb3koLhché.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Arabidopsis thaliana ako modelovy organizmus
Modelové organizmy si v modernom biologickom vyskume vyuZzivané na jednoduchsie
ziskavanie novych informacii aplikovatelnych pri Studiu zlozitejSich organizmov.
Prospesné st hlavne pre §tidium univerzalnych procesov, typickych pre urcita skupinu
organizmov. Vyber konkrétnych modelovych organizmov je zaloZeny na pozadovanych
vlastnostiach pre modelové Stidia. Rastlinnd bioldgia pracuje hlavne s ardbovkou
thalovou (Arabidopsis thaliana, Arabidopsis) ako modelovym organizmom pre vysSie
rastliny.

Existuje niekol’ko dévodov, preco bola prave Arabidopsis, nizka kvitniica rastlina
z ¢elade kapustovité (Brassicaceae), zvolena za modelovu rastlinu. Pravdepodobne,
jeden z najdolezitejSich faktorov je maly diploidny génom, priblizne o velkosti
120 Mbp, usporiadany do piatich chromozémov (Meinke, 1998). Tento geném bol cely
osekvenovany v roku 2000, ¢im sa Arabidopsis stala prvou rastlinou s uplne
oskenovanym genémom (The Arabidopsis Genome Iniative, 2000). Dal$im a velmi
dolezitym faktorom pre rychle a efektivne ziskavanie informdcii je nutnost’ vyuZzivania
organizmov s kratkou generacnou dobou, ¢o u Arabidopsis predstavuje zivotny cyklus
okolo 8 tyZzdnov. V porovnani s inymi rastlinami, u ktorych moéze jedno generatné
obdobie byt niekol’ko mesiacov az rokov, predstavuje generatny cyklus Arabidopsis
vel'mi kratke obdobie. Tato rastlina dorastd do maximalnej vySky asi 30 cm, tieto malé
rozmery maju vel'ka vyhodu pri pestovani vo fytotronoch, Specializovanych komorach
umoznujucich pestovanie rastlin za presne kontrolovanych a opakovatel'nych
podmienok. Celkovy priestor vo vnutri fytotronov je limitovany, a preto akakol'vek
manipulacia ¢€i pestovanie rastlin s VvAESimi rozmermi predstavuje nechcené
komplikécie. Poslednym charakteristickym znakom pre Arabidopsis je samoopelenie,
ktoré je hlavne vyuzivané pri priprave mutantnych rastlin. Samoopelenie umoziuje
omnoho jednoduchSiu selekciu novovzniknutych mutantov nez u cudzoopelivych
rastlin. V sucasnosti nie je Arabidopsis vyuzivana len ako modelovy organizmus na
genetické Stadia, ale taktiez aj v experimentoch zameranych na Studium rastlinnej

fyziologie (Koornneef a Meinke, 2010).



2.1.1 Knockout mutacie ako nastroj funkénej genetiky

Knockout mutacie alebo nulové muticie reprezentuju jeden z najddlezitejSich nastrojov
vo funkcnej genetike a to z dévodu priameho pozorovania vzt'ahov medzi sledovanymi
génmi a rastlinnou fyziologiou (fenotypom) (O’Malley et al., 2017). Knockout mutacie
vznikaju vlozenim cudzej DNA do urcitej oblasti génu zauymu (bud’ do kodovacej Casti
(ex6nu) alebo promotoru), o ndsledne vedie k znefunkcneniu konkrétneho génu.
Takymto spdsobom je mozné priame pozorovanie zmien sposobenych nefunkénostou
sledovaného génu (Krysan et al., 1999).

Pri priprave knockout mutantov Arabidopsis je najCastejSie vyuzivand metoda
pomocou transferovej DNA (T-DNA), pochadzajucej z Ti-plazmidu (tumor-indukujtci
plazmid) vyskytujaceho sa u Agrobacterium tumefaciens. Agrobacterium je rod podnej
baktérie, ktora vytvara neoplastické ochorenia (crown gall, cane gall, hairy roots)
u dvojklicnolistovych rastlinnych druhov. V priestoroch tychto tumorov dochadza
k prirodzenému presunu Ti-plazmidu do rastlin (Koncz et al., 1989; Bouché, 2001;
Gelvin, 2009; O’Malley et al., 2017).

Z vyuzivania T-DNA ako inzer¢ného mutagénu rastlin plynie vyhoda v priamej
produkcii fyzicky aj chemicky stabilnych mutacii v DNA genome, Cize nie je nutna
stabilizacia inzertu. Dal§im pozitivom prace s T-DNA je ndhodna inzercia T-DNA do
genému. T-DNA nemd Specifické integracné preferencie, ktoré by spdsobovali
navdzovanie len na presne definované useky v genéme (Parinov et al., 1990;
Azpiroz-Leehan a Feldmann, 1997).

Inou alternativou vyuZivanou pre pripravu knockout mutantov s transpozony.
Transpozony alebo transpozi¢né elementy su sekvencie DNA so schopnostou zmeny
vlastnej pozicie v Studovanom gendéme (McClintock, 1950; Bourque et al., 2018).
Vyhodou vyuzivania transpozonov pri tvorbe mutantov je moznost odstrdnenia
transpozonu z gendému pomocou enzymu transpondzy. Vysledkom odstranenia
transpozonu je reverzia mutéacie. DalSou prednostou transpozénov je aj ich jednoducha
lokaliza¢na determindcia pomocou mapovania restrikénymi endonukledzami (Gelvin,
2009). Uz spominana mobilita transpozonu je vyuzivana aj pri priprave viacerych
mutacii génov zoradenych tandemovo na jenom chromozoéme, kvoli schopnosti

transpozonu preskakovat’ na pozadovanu sekvenciu (Krysan et al., 1999).



2.1.2 Kolekcie inzerénych linii a ich dolezitost’ vo vyskume
Priprava mutantnych rastlin ,,de novo* je vel'mi nékladny, pracny a dlhotrvajici proces.
Vedeckym skupindm bola priprava mutantnych rastlin ul'ahc¢end pomocou niekol’kych
projektov, ktoré boli zamerané na pripravu komplexnych kolekcii inzerénych linii.
V sucasnosti st vysledky ich prace Siroko spristupnené vo forme kolekcii
v indexovanych inzerénych kniZzniciach, ako su napriklad GABI-Kat, SAIL, WISC,
SALK (Sessions et al., 2002; Alonso et al., 2003; Rosso et al., 2003; Woody et al.,
2007).

Tieto kolekcie su zlozené z niekol’kych stoviek tisic individualnych inzer¢nych linii
s detailnou dokumentdciou miesta mutacie. VSeobecne tieto kniZnice predstavuju
kl'icovy zdroj mutantnych alel pre funkénti genetiku a in vivo charakterizaciu

(O’Malley et al., 2017).

2.2 Priprava Arabidopsis mutantov s mnohonasobnymi mutaciami

2.2.1 Jednoduché mutantné linie

Ako uz bolo spominané, najjednoduchSou metddou pre pripravu mutantnych rastlin je
vyuzitie predpripravenych mutantov z inzerc¢nych kolekcii (viz 2.1.2). Pri praci
s knockout mutantmi sa za najlepSiu moznost’ poklada vyber mutantov s inzerciami
vo vnutri génu (exdne), pretoze iné lokalizacie vmedzerenia T-DNA nemusia viest
ku kompletnému vyradeniu génu z jeho funkcie (Wang, 2008).

Funk¢na genetika pri analyze génov vyuziva uplni deaktivaciu génu, cize
u konkrétneho génu sa vyskytujui alely v homozygotne-recesivnej forme, ¢o umoziuje
pozorovanie zmien fenotypu v porovnani s kontrolnou rastlinou.

V niektorych pripadoch je Gplna deaktivacia génu letdlna, ¢ize akykol'vek vyskum
na homozygotnych mutantnych rastlinach je znemozneny. Zo spominané¢ho dévodu pre
funkéni  genetiku st alternativami  heterozygotné mutanty alebo rastliny
s podregulovanou expresiou sledovaného génu (Krysan et al., 1999). Pomerne vel'kou
komplikaciou prace s heterozygotnymi mutantami je nevyhnutnd kontrola alelickej
formy génu v kazdej generécii, pretoZze heterozygotné zlozenie génu nie je stabilné
Vv ramci generacii.

2.2.2 Mutantné linie s mnohonasobnymi mutaciami
Pre pripravu mutantnych rastlin s viacerymi mutdciami sa poskytuje moznost’

vyuzivania metody krizenia rastlin s jednou mutaciou (viz. 2.1.2). Na zakladne krizenie
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Arabidopsis existuju Standardizované protokoly ako napriklad Rivero et al. (2014),
ktoré sa musia, ale upravovat’ podl'a poziadavok pripravy niekol’konadsobnych mutantov.

Zakladny princip cieleného kriZenia spociva vo vybere vhodnych kvetov na kriZenie,
z ktorych sa pred dozretim odstrania tyCinky a nésledne sa tieto kvety opelia pomocou
pel'u z poZadovanej rastliny.

Takymto spdsobom modzeme mat dozreté¢ semiacka v priebehu 2 — 3 tyzdiov
po opel'ovani. Stupeni zlozitosti krizenia je odvodeny od mnozstva mutécii, ktoré maja
byt vytvorené subezne a aj génovej vizby medzi génmi zaujmu (viz. 2.2.2.3).
2.2.2.1 Najjednoduchsi pripad — dvojity mutant bez vazby génov
Dvojity mutant bez génovej vizby reprezentuje najjednoduchSiu formu pripravy
mutanta pomocou krizenia, dévodov je hned viacero. Jednym z nich je aj moznost’
vyuzitia rastlin z inzerénych kolekcii a uz v priebehu druhej generacie potomkov je
mozné izolovat’ potrebného mutanta.

Pri takejto selekcii mutantnych rastlin nedochddza ku Ziadnej vynimke
z Mendelovych zakonoch. Tento fakt vyrazne ulahcuje predpovedanie Stiepneho
pomeru potomkov s uréitym genotypom v konkrétnej generacii, a tym padom aj
nasledné naplanovanie stratégie na segregaciu zvolenych mutantov.

Vyssie spominané Mendelové zakony predstavuju zékladné piliere genetiky, ktoré
boli vyslovené v 19. storo¢i Gregorom Johannom Mendelom. Zakony vychadzaja z jeho
vlastnych pozorovani zmien viacerych znakov u hrachu siateho (Pisum sativum). Tieto
zdkony st az dodnes pouzivané s malymi obmenami v Specialnych pripadoch
pri kriZzeniach. Presné znenie tychto zakonov je:

1. Zékon dominancie (uniformity a reciprocity): zadkon o jednotnosti prvej generacie
krizencov F1 (filidlna) generacie, ¢ize F1 generacia ziskana hybridizaciou
homozygotnych rodicov je genotypovo aj fenotypovo rovnakéd (uniformnd) a nezalezi
na smere krizenia.

2. Zakon segregacie alel a ich kombinacii v druhej generdcii krizencov: zakon

Stiepnych pomerov — pri vzajomnom krizeni F1 generacie dochadza ku vzniku suboru
F2 potomkov, ktori su fenotypovo aj genotypovo odlisni v konStantnych pomeroch,
u uplnej dominancie je GP (genotypovy pomer) 1 : 2 : 1 a FP (fenotypovy pomer) 3 : 1,

v pripade netiplnej dominancie st oba pomery 1:2 : 1.



3. Zakon volnej kombinovatelnosti alel: alely z roznych génov st schopné volnej

a nezavislej kombinovatelnosti a vytvaraju tol’ko typov gametickych kombinacii, kol'ko
ich je moZznych medzi vzdjomne nezavislymi veli¢inami. Pravdepodobnost’ vzniku
vSetkych druhov je rovnaké (Snustad a Simmons, 2012).

Pred zacatim kazdého krizenia je podstatna vol'ba spravnej stratégie, ktora sa zaklada
na S§tiepnom pomere potomstva. Stiepny pomer sa da vypoéitat pomocou viacerych
nastrojov, ktoré predstavuji aplikdciu Mendlovych zdkonov v praxi. Existuji tri
zakladné typy néstrojov ul'ahCujucich stratégiu pri krizeni rastlin a to Punnettov Stvorec,
strom¢ekova metdda alebo metdda pravdepodobnosti. Zakladny princip tychto metod je
rovnaky, ale kazdd z metod predstavuje iny pristup k danej problematike (Snustad a
Simmons, 2012). Pri konStrukcii stratégie selekcie trojitého mutanta vo vyskume tejto
préace bol vyuzivany Punnettov Stvorec.

Punnettov Stvorec je Stvorcovy diagram, ktory sluzi na urcenie pravdepodobnosti
genotypu potomkov a na sumarizaciu moznych kombinacii materskych a otcovskych
alel pomocou detailného spisania jednotlivych kombindcii. Zakladny princip Stvorca
spoCiva v rozpisani otcovskych alel na horizontidlnej strane a materskych alel
na vertikélnej strane. Kazdy potomok, ktory vznikd kombinaciou z dvoch haploidnych
buniek pocas meidzy, je nositel'om iba jednej kopie z rodicovského chromozdému, preto
sa jednotlivé rodiCovské alely spisuju navzdjom ku sebe, ¢o predstavuje mozna

kombinaciu genotypu pre potomka (viz. Tab. 1) (Edwards, 2012).

Tab. 1 Punnettov Stvorec pre heterozygotnych mutantov v dvoch génoch.

3 AaBb
Q AB Ab aB ab
AB AABB AABD AaBB AaBb
= Ab AABD AADbD AaBb Aabb
<
< aB AaBB AaBb aaBB aaBb
ab AaBb Aabb aaBb aabb




2.2.2.2 Trojity mutant bez vazby

Mutant v troch génoch vyZaduje zlozitejSiu formu selekcie, nez bola vysSie spominana
u dvojitého mutanta (viz 2.2.2.1). Narocnost’ je ovplyvnend viacerymi faktormi, medzi
ne patri aj poradie vhodnej generacie na rychlu a nie vel'mi ¢asovo naro¢nu selekciu
mutantov.

Na pripravu mutanta s homozygotne-recesivnymi alelami existuji viaceré spdsoby.
Jeden spOsob sa odvija od moznosti pracovania s rastlinami s jednou mutaciou (kol a
ko2). Na zaciatku sa najskor skrizia tito dvaja mutanty za vzniku heterozygota (HZ)
v znakoch 1 + 2 a nésledne sa HZ mutant skrizi s mutantom pre treti znak (ko3), ¢o
vedie ku Stiepnemu pomeru 1 : 3 pre selekciu HZ vo vSetkych troch znakoch. Po
samoopeleni vznikd v d’alSej generacii Stiepny pomer pre HM vo vSetkych troch
znakoch 1 : 63.

Obmenou tejto varianty je samoopelenie HZ v génoch 1 + 2 a vyselektovanie
homozygota (HM) v znakoch 1 + 2. AZ vyselektovany HM sa skriZi s ko3, ¢im sa
docieli HZ vo vSetkych sledovanych génoch. Po samoopeleni sa potrebny mutant opét
vybera s pravdepodobnostou 1 : 63 (viz. Tab. 2). Nakol'ko mame k dispozicii HM
v génoch 1 + 2, pre ulahCenie selekcie sa méze HZ vo vsetkych sledovanych génoch
skrizit s HM v génoch 1 + 2. V néslednej generacii sa selektuje HM v génoch 1 + 2
aHZ v 3 géne so Stiepnym pomerom 1 : 7. Tento mutant sa ponechd samoopelit

a v d’alSej generdcii sa findlny mutant selektuje v pomere 1 : 3.

Tab. 2 Punnettov Stvorec pre heterozygotného mutanta v troch génoch.

3 AaBbCc
Q ABC ABc AbC Abc aBC aBc abC abc

ABC| AABBCC AABBCc AABbCC AABbCc AaBBCC AaBBCc AaBbCC AaBbCce
ABc | AABBCc AABBcc AABbCc AABbce AaBBCc AaBBce AaBbCc  AaBbcc
AbC | AABbCC AABbCc AAbLbBCC AAbbCc AaBbCC AaBbCc AabbCC  AabbCc
Abc | AABbCc AABbcc AAbbCc AAbbcc AaBbCc AaBbcc AabbCc  Aabbec
aBC | AaBBCC AaBBCc AaBbCC AaBbCc aaBBCC aaBBCc aaBbCC  aaBbCc
aBc | AaBBCc  AaBbcc AaBbCc AaBbcc aaBBCc aaBBcc aaBbCec — aaBbcc
abC | AaBbCC AaBbCc AsbbCC AabbCc aaBbCC aaBbCc aabbCC  aabbCc
abc | AaBbCc  AaBbcc AabbCc Aabbcc aaBbCc  aaBbcec  aabbCe aabbcc

AaBbCc




2.2.2.3 Vplyv vizby génov na kriZenie

Génova vizba je sila, ktorou st gény leZiace na rovnakom chromozome navzajom
pritahované do jednej Struktiry pocas meidzy. Jediny spdsob akym moze dochadzat
ku rekombinacii u takychto génov je crossing-over, ktory je ovplyvneny silou génovej
viazby — vzdialenostou medzi génmi. Ak gény lezia prili§ pri sebe, moze sa percento
rekombindcie blizit' k nule, no naopak pri vzdialenej lokalizacii génov mozZe byt
pravdepodobnost’ rekombindcie vel'mi podobné vol'nej kombinovatel'nosti alel (Snustad
a Simmons, 2012).

V pritomnosti génovej vazby prestava platit’ zdkon o vol'nej kombinovatel'nosti alel
(viz. 2.2.2.1) a v dosledku toho sa komplikuje priprava stratégie pri krizeni mutantov,
ked’ze sa neda vyuzivat’ ani Punnettov Stvorec na urovanie pravdepodobnosti Stiepnych
pomerov. V takychto pripadoch sa odhaduju stiepne pomery iba vel'mi priblizne, a preto
sa Casto pristupuje k metdde postupného krizenia, ako bolo opisané vyssie (viz. 2.2.2.2).
2.3 Genotypizacia a selekcia homozygotnych rastlin
Selekcia homozygotnych mutantnych rastlin sa v urcitych pripadoch da previest aj
pomocou bezného pozorovania vol'nym okom. V takomto pripade gény nasho zaujmu
maju vyrazné fenotypové prejavy. Nakolko nie vSetky gény maji fenotypovy prejav
na ich selekciu sa vyuziva metoda polymerdzovej retazovej reakcie (PCR).

2.3.1 Priprava vzorky

Pred samotnou genotypizaciou je potrebné vhodnym spdsobom spracovat rastlinny
material do formy vzorky, ktord bude moct’ byt pouzitd na genotypovanie pomocou
PCR.

Jedna z pdévodnych a pomerne narocnych metdd zahfiia izolaciu Cistej DNA.
Dokonca pred samotnou izoldciou je potrebné rastlinny materidl, zvycajne list,
lyofilizovat — dehydratovat’ poc¢as niekol’kych hodin. Taktiez vo vSeobecnosti samotny
proces izolacie DNA je obvykle pracny a Casto casovo i financne naro¢ny. (Murray a
Thompson, 1980).

A tak pre rychly skrining velkého mnozstva rastlin sa ako alternativa izolacie DNA
vyuziva Cerstvy material, ktory sa vklada iba do $pecialneho dilu¢ného roztoku, ¢im je
vzorka pripravend na d’alSie testovanie (Kuusisto a Chum, 2013). Na zaklade toho, ze
nie je potrebné nijak Specidlne upravovat’ rastlinny materidl, je cely proces vyrazne

urychleny.



2.3.2 Princip polymerazovej ret'azovej reakcie

PCR metdoda je kvoli Sirokému uplatneniu beznou sufastou medicinalnych
i biologickych laboratorii. Princip PCR je zaloZzeny na amplifikicii konkrétnej
sekvencie DNA pomocou enzymu DNA polymerazy, za postupného vzniku niekol’kych
tisic az milidnov kopii pozadovaného fragmentu DNA. Cely proces zahriiuje tri hlavné
kroky a to denaturdiciu DNA vldkna, pripojovanie primerov a predlZovanie
kopirovaného vldkna. V inicidlnom kroku prebieha denaturdcia pomocou zvySenej
teploty 90 — 97 °C, ¢im sa docieli rozdelenie dvojvlaknovej DNA na jednovlaknov.

Pre druhy krok je charakteristické, ze kazdé vlakno DNA sluzi ako templat, na ktory
nasadajli primery, malé fragmenty DNA, ako pociatok ,,replikacie” konkrétneho useku
DNA. Vyuzivané primere si umelo syntetizované oligonukleotidové retazce, ktorych
sekvencie sa liSia v zavislosti od amplifikované¢ho fragmentu DNA. Teplota, pri ktorej
nasadaju primere na templatovi DNA je kritickd a individualna, pretoze sa odliSuje
na zaklade zloZenia nukleovych baz, dizky primerov aj od typu polymerazy, zvy&ajne sa
pohybuje okolo 50 — 62 °C.

Poslednym krokom je kopirovanie/klonovanie DNA, pri teplote 65 — 75 °C po dobu
0 — 5 min, kedy sa na zédklade komplementarnosti nukleovych baz — tyminu, adeninu,
cytozinu, guaninu na template tvori kopia DNA. Po ukonceni jedného cyklu plynule
pokracuje d’alsi cyklus a pocas jednej PCR reakcie sa moze uskutocnit’ 25 — 40 cyklov
v zéavislosti od vzorky.

PCR je podobna replikacii v bunke, kde je napajanie komplementarnych baz
sprostredkovédvané DNA polymerazou I. Nakol'ko DNA polymeraza I nie je stabilna
pri vysokych teplotich, v PCR metddach je nahradzovand teplotne stabilnymi
polymerazami, ktoré boli vyizolované z organizmov zijucich v prostredi so zvySenou
teplotou. (Saiki et al., 1988; Al-Soud a Radstrom, 1998; Terpe, 2013; Ishino a Ishino,
2014) Medzi teplotne stabilné DNA polymerazy I patria Taq polymeraza vyizolovana
z Thermus aquaticus (Chien et al, 1976), Tth polymerdza z Thermus thermophilis
(Terpe, 2013), Tfu polymeraza z Thermococcus fumicolans (Cambon-Bonavita et al.,
2000), Tfi z Thermus filiformis (Choi et al., 1999) a iné.

Vyznamnou vyhodou tejto techniky je jej rychlost’, pri ktorej sa v kazdom cykle
zdvojuje predchddzajice mnozstvo fragmentov DNA. Teoretické zmnoZzenie

fragmentov je 2", kde n je pocet cyklov (Gibbs, 1990; Joshi a Deshpande, 2011).



Po PCR je potrebné vytvoreny produkt charakterizovat’, na ¢o sa naj€astejSie vyuziva
agarozova elektroforéza. Zakladnym principom takejto elektroforézy je oddelenie
fragmentov DNA, na zdklade ich velkosti s vyuzitim rychlosti pohybu negativne
nabitych molekal DNA v géli smerom k pozitivne nabitej andde v elektrickom poli
gélu.

Hustota gélu, sa voli podl'a velkosti fragmentov, ktoré chceme izolovat’ — ¢im mensi
je oCakavany fragment, tym vysSia hustota gélu sa voli (viz. Tab. 3). A taktiez d’alsi
dolezity faktor, ktory ovplyviiuje rychlost’ pohybu fragmentov je napitie, ktoré by sa
malo volit’ v rozmedzi 5 — 8 V-ecm™. V pripade prili§ vysokého napitia sa znizuje
rozloziteI'nost’ pasov a zvysuje sa pravdepodobnost’ topenia gélu (Ylmaz et al., 2012).

Stucastou aparatiry agardzovej elektroforézy je aj pufracny roztok, v ktorom je
vlozeny gél. Uloha pufru spo&iva vo vyrovnavani pH a vna$ani iénov na zlepsenie
vodivosti. Medzi zédkladné a najviac vyuzivané tlmivé roztoky patri TAE (Tris/Acetate/
EDTA) a TBE (Tris/Borate/EDTA) (Lane et al., 1992).

Vzorky, ktoré su separované na agarézovom gély, nie st vo vicSine pripadov
zafarbené, a preto sa na vyobrazenie vysledkov vyuziva napriklad EtBr (etidium
bromid — 2,7-diamino-10-etyl-9-fenylfenanthridiniumbromid). EtBr je fluorescenc¢né
farbivo vmedzerujuce sa medzi nukleové bazy dvojvlaknovej DNA a na jeho
vizualizdciu sa vyuziva UV svetlo. Maximalna fluorescencia pre EtBr je
pri 500 — 590 nm (Ylmaz et al., 2012).

Dal§imi alternativami pre vyfarbovanie vzoriek st farbiva ako SYBR Gold, SYBR

green, Crystal violet alebo Methyl Blue (Lee et al., 2012).

Tab. 3 Predpokladana separadcia DNA fragmentov odvodend od koncentracie gélu, prevzaté
(Ylmaz et al., 2012) a upravené.

Koncentracia agardzy v géli (% [w-v"']) Velkost’ dobre separovanych linearnych DNA

molekul (kb)
0,3 5,0 — 60,0
0,6 1,0 —20,0
0,7 0,8—10,0
0,9 0,5-7,0
1,2 0,4-6,0
1,5 0,2-3,0
2,0 0,1 -2,0
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2.3.3 Princip genotypovania inzer¢nych linii
Ako uZ bolo spominané, vidcSinou sa vyskumni pracovnici snazia o pripravu
homozygotne-recesivneho mutanta v pozadovanom géne. Na selekciu vyslednych
mutantov bez charakteristického fenotypového prejavu sa vyuziva uz opisand PCR
metoda (viz. 2.3.2).

Vzorky rastlin st testované pomocou dvoch typov parov primerov (divoky
a mutantny typ) zloZenych z forward a reverse primerov. Par primerov sliziacich
k detekcii pritomnosti inzercie v pozadovanom géne zahriiuje jeden primer, ktory je
Specificky pre vlozenu T-DNA a druhy, ktory je genomicky a viaze sa na genomicku
sekvenciu v blizkosti inzercie. Tento genomicky primer je navrhnuty bud’ na forward
alebo reverse vldkno, podla orientacie vlozenej T-DNA. Naopak primere pre divoky typ
su zlozené z primerov, ktoré Specificky nasadaji iba na sekvenciu DNA bez inzercie.
Tieto primery su navrhnuté tak, aby miesto inzercie T-DNA lezalo na DNA vlakne
medzi nimi.

Stucasné pouzitie tychto dvoch dvojic primerov umoziuje selekciu homozygotnych
a heterozygotnych mutantov i rastlin divokého typu. U rastlin divokého typu dochadza
k amplifikacii DNA iba v pritomnosti primerov uréenych pre divoky typ, pretoze
replikdcia nie je zastavend pritomnostou inzerénej T-DNA a primer Specificky
pre T-DNA nemdZze na vldkno nasadnut’. Naopak u mutantnych homozygotnych rastlin
sa objavi amplifikacia iba v pritomnosti primerov mutantného typu, pretoze pritomnost’
dlhého tseku T-DNA zamedzi moznosti amplifikdcie priemerov pre divoky typ.
A u heterozygotnych mutantov sa amplifikuji oba primere, pretoZze jedno vlakno
neobsahuje inzeréni T-DNA, tym paddom prebehne replikacia tohto vldkna primerom
divokého typu a v druhom vldkne sa nachadza inzercia, ¢o umozni amplifikaciu
primerom mutantného typu (viz. Obr. 1) (O’Malley a Ecker, 2010).
2.4 Oxygénna fotosyntéza
Oxygénna fotosyntéza je jeden z najvyznamnejSich biochemickych procesov v prirode.
Pre ilustrativne objasnenie fotosyntézy je mozné proces fotosyntézy rozdelit’ na dva
typy reakcii: ,reakcie zavislé na svetelnej energii* a ,,reakcie nezavislé na svetelnej
energii“. Ku reakciam zavislym na svetle sa v prvom rade radi absorbovanie svetelnej

energie pomocou svetlozbernych pigmentov a ndasledné vyuzitie tejto energie

na produkciu ATP, redukciu NADPH a vytvaranie O, ako vedl'ajSieho produktu. ATP
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Obr. 1 [Ilustrativny princip genotypizacie mutantnych rastlin pomocou PCR metddy.
Pri genotypizacii sa na zaCiatku odoberie vzorka z listu testovanej rastliny (1. krok) a nasledne
sa vyextrahuje DNA z kazdej rastliny individualne (2. krok). V 3. kroku sa uskuto¢nia PCR
reakcie — u kazdej testovanej vzorky su potrebné 2 PCR reakcie — jedna s génovo-$pecifickymi
primermi (divoky typ, 3A) a druha s T-DNA a génovo-Specifickymi primermi (mutantny typ,
3B). A v poslednom kroku (4.) sa uruji genotypy rastlin. V tomto pripade st homozygotné
mutantné rastliny vzorky 4 a 5, heterozygotné rastliny st vzorky 2,3,6,7 a rastliny divokého typu
su 1 a 8; prevzaté (O’Malley a Ecker, 2010) a upravené.

a NADPH st vyuzivané pocCas reakcii nezavislych na svetelnej energii, v priebehu
ktorych sa zachytavaju molekuly CO, z okolitého prostredia a su prekonvertovavané
do organickych uhlikatych zluc¢enin (sacharidov) pocas Calvinovho cyklu (Nelson
a Junge, 2015; Mirkovic et al., 2017).

Fotosyntéza je u eukaryotickych organizmov lokalizovana v Specializovanych
organelach — chloroplastoch — dvojmembranovych organelach zlozenych z vonkajSej
a vnutornej membrany, a vnutro-membranového systému obklopeného tekutou stromou
(viz Obr. 2). Vnuatro-membranovy systém alebo tylakoidné membrany su tylakoidy
usporiadané do stlpcov — gran, ktoré st navzajom poprepajané pomocou kanalov —
lamel — sltziacich na vzajomnat komunikaciu (Staehelin, 2005; Wise, 2007; Koufil et
al., 2011). V tylakoidnych membranach sa nachadzaji proteinové komplexy
podiel’ajuce sa na svetelnych reakciach fotosyntézy, zatial’ o reakcie nezavisle na svetle
prebiehaju v okolitej strome.

Fotosyntéza by mnebola moznd bez asimilaénych pigmentov naviazanych
v pigment-proteinovych komplexoch, ktoré zabezpeCuju zachytdvanie dopadajlicich
fotonov svetla. Medzi asimilaéné pigmenty vysSich rastlin patria chlorofyly (chl)

a karotenoidy.
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Obr. 2 Schematicka Struktira chloroplastu u eukaryotickych organizmov; prevzaté (Mirkovic et
al, 2017) a upravené.

Chlorofyly (chl a a chl b) su pigmenty zachytavajuce svetlo v modrej a Cervenej
oblasti viditeI'ného spektra (chl a 430 nm, 662 nm a chl 5 455 nm, 644 nm)
a predstavuji hlavné fotosyntetické pigmenty u vySSich rastlin (Croce a van
Amerongen, 2014; Johnson, 2016; Kuai et al., 2018).

Karotenoidy (karotény — o, B-karotén atd’.; xantofyly — zeaxantin, violaxantin,
neoxantin, lutein atd’.) zachytdvaji svetelnu energiu v modrej oblasti viditeIné¢ho
spektra, ale v inych vlnovych dizkach (470 nm) ako chlorofyly (viz Obr. 3).
Karotenoidy st vyznamné predovsetkym pri ochrane fotosystémov pred uc¢inkami svetla
o vysokej intenzite, pretoze sa zucastiiuju regulovanej disipacie nadbytoCnej energie
(nefotochemické zhaSanie) a chrania fotosystémy pred oxidativnym poSkodenim
(Mirkovic et al., 2017).

2.4.1 Svetelna faza fotosyntézy u vysSich rastlin

Na svetle zavisla faza fotosyntézy je zaistend spoluprdcou rady proteinovych
a pigment-proteinovych komplexov v tylakoidnych membranach, klI'aicové komplexy su
oznacované ako fotosystém I (PSI) a fotosystém II (PSII). PSII taktiez ozna¢ovany ako
P680 (podla vlnovej dizky absorpéného maxima S$pecidlneho péaru chlorofylov
v reakénom centre tohto fotosystému) je prvy proteinovy komplex vo svetelnej faze
oxygénnej fotosyntézy.

Uloha komplexu spo¢iva v prvotnom zachyteni svetelnej energie, ktora je
transportovana do reak¢éného centra (RC PSII) a vyuzivania na nabojova separaciu.

Elektrony st z PSII prostrednictvom elektron-transportného retazca (plastochinény,
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Obr. 3 Absorp¢né spektrum asimilacnych pigmentov (chl a, chl b a karotenoidy) u vyssich
rastlin; prevzaté (Guidi ef al., 2017) a upravené.

cytochrom b6f a plastocyanin) prenesené na PSI, kde dochadza k druhej nabojovej
separacii (s vyuzitim energie dalSiecho zachyteného foténu) a nasledne su elektrony
transportované az na koneény akceptor NADP'. Prostrednictvom kyslik-vyvijajaceho
komplexu, ktory je sucastou PSII, dochadza k rozstiepeniu molekuly vody, ¢o vedie
k uvol'neniu molekularneho kysliku a protonov do lumenu, a k redukcii oxidovaného
RC PSII. Elektronovy transport zarovein vedie k translokdcii protonov a tvorbe
proténového gradientu cez tylakoidni membranu, ktory sluzi na tvorbu ATP pomocou
ATP syntazy (Gao et al., 2018).
2.4.1.1 Fotosystém II
PSII je membranovy proteinovy komplex tvoreny jadrom (core complex) a vonkaj$imi
svetlozbernymi anténami. Zaklad jadra PSII je tvoreny dvojicou proteinov (D1 a D2),
ktoré viazu vsetky kofaktory nevyhnutné pre nabojovi separaciu a elektronovy
transport, a na ktoré st naviazané tzv. vnutorné svetlozberné antény (CP43, CP47).
Na jadro PSII st potom naviazané d’alSie, tzv. vonkajSie svetlozberné antény. Tieto
vonkajSie antény su na rozdiel od jadra do znac¢nej miery variabilné a ich mnoZstvo
a usporiadanie je zavislé na vonkajSich podmienkach.

Slnecna energia, ktord sa vyuziva na separaciu ndboja, pochddza bud priamo

z excitovanej molekuly Chl v RC PSII (vel'mi malé percento pravdepodobnosti) alebo je
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exciton transportovany do RC PSII zo svetlozbernej antény. Prenos svetelnej energie
medzi molekulami chlorofylu a nasledne aj do RC PSII je uskuto¢neny konceptom tzv.
lievika; vonkajSie antény (najvzdialenejSie od RC PSII) absorbuju fotony s najkratSimi
vinovymi dizkami, &ize s najvicSou energiou a vnutorné antény (blizsie k RC PSII)
absorbuju fotony s dlhsou vlnovou dizkou, &ize s menou energiou. Koncept lievika
zabezpecuje Uspesné dorucenie zachytenej svetelnej energie do RC PSII (Koufil ef al.,
2011).

2.4.1.2 Vonkajsie svetlozberné antény fotosystému II

Svetlozberné komplexy (light harvesting complexes; LHC) s membranové proteiny
s naviazanymi asimilanymi pigmentami (chlorofyly a karotenoidy) (viz 2.4).
Prepojenie medzi jednotlivymi pigmentami je sprostredkované nekovalentnymi
viazbami ako st napr. vodikové, van der Waalsové interakcie ¢i hydrofébne interakcie,
sluZiace na presun energie medzi pigmentmi navzdjom (Johnson, 2016).

Majoritné svetlozberné antény

Majoritné LHC viazu az 70% vSetkych chlorofylov z celého PSII (Nicol a Croce, 2019).
Antény st tvorené proteinmi, ktoré sa vo PSII vyskytuji vyhradne vo forme
heterotrimérov a su kodované génmi Lhcbl, Lhch2 a Lheb3. U Arabidopsis pestovanych
pri normalnych svetelnych podmienkach je pomer proteinov 6 : 2 : 1 pre Lhebl, Lheb2
a Lhcb3, ale pomer je variabilny na zdklade podmienok pestovania (Jackowski et al.,
2001).

Signifikantne velké rozdiely v pomeroch proteinov viedli k analyzam zameranym
na bliz§iu charakterizaciu svetlozbernych proteinov. V pripade pestovania rastlin
pri nizkej intenzite svetla dochédzalo ku zvysSenej akumulacii Lhcb1/Lheb2 proteinov,
ale naopak pri vysokej intenzite svetla sa akumulacia zniZzovala. Akumulacia proteinu
Lhcb3 bola pomerne stabilna, cize nebola tak velmi ovplyviiovana svetelnymi
podmienkami ako v pripade Lhcbl a Lhcb2 proteinov (Damkjer et al., 2009).
Na druhej strane sa v neskorSej $tadii pozorovalo potlacenie expresie proteinu Lhcb3
v pripade podmienok s vysokou intenzitou svetla (Koufil et al., 2013). Ba dokonca u P,
abies bola dokazana absencia proteinu Lhcb3, ¢o prelomilo dovtedaj$iu dogmu o nutnej
pritomnosti vSetkych LHC proteinov (Koufil ef al., 2016). V priebehu prace sa budeme

bliz§ie zameriavat na Lhcb3 majoritny LHC.
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Lheb3 protein (kodovany génom Lhcb3) patri medzi najnovSich ¢lenov LHC
proteinov a predpoklada sa, Ze prvykrat sa objavil az u suchozemskych rastlin (Nicol a
Croce, 2019).

Minoritné svetlozberné antény

Minoritné anténne komplexy vo PSII tvoria vyrazne mensi podiel (okolo 15 %)
v naviazanom chlorofyle ako majoritné antény, z ¢oho vyplyva, Ze minoritné antény
maju mensiu moznost’ zachytdvania svetelnej energie nez majoritné antény. Minoritné
antény su dolezité predovsetkym pre regulaciu a distribiciu energie z majoritnych antén
do jadra PSII.

Medzi minoritné antény patria Lhcb4 (CP29), LhebS (CP26) a aj Lheb6 (CP24),
z pohl'adu tejto prace sa budeme podrobnejSie zaoberat' iba anténou Lhcb6. Lhcb6
protein taktiez patri k najmlad$im clenov LHC proteinov, ktori vznikli az
po kolonizovani stSe. Podobne ako Lhcb3, 1 Lhcb6 je u Arabidopsis kodovany iba
jednym génom Lhch6 a jeho sekvencia je vel'mi podobnd majoritnym LHC, ale
v priebehu vyvoja sa tu uskutoCnili evolu¢né zmeny, takZe jej vlastnosti sa liSia
(Passarini et al., 2009).

V priebehu testovania rastlin pestovanych pri réznych svetelnych podmienkach, bola
pozorovand zniZzend expresia proteinu Lhcb6 pri podmienkach s vysokou intenzitou
svetla (Koufil et al., 2013).
2.4.1.3 Fotosystém II superkomplex
PSII je v tylakoidnych membranach pritomny vo forme dimérov. Typickd forma tohto
diméru vyskytujiiceho sa u vysSich rastlin za beznych podmienok je oznaovana ako
PSII superkomplex C,S;M,, kde ,,C;* je dimér jadra PSII, na ktory su prostrednictvom
minoritnych antén naviazané Styri trimery tvorené majoritnymi svetlozbernymi
proteinmi (trimery proteinov kédovanych génmi Lhcbl — 3) — dva trimery st zlozené
z proteinov kodovanymi génmi Lhcbl a Lhcb2, st silno naviazané (,,S,, strongly
bound) a dva, ktoré okrem proteinov Lhcbl a Lhcb2 obsahuju aj proteiny Lhcb3, su
naviazané slabsie (,,M,*, moderately bound) (Boekema a Semchonok, 2019).

Monomérne minoritné antény st kI'iCové pre naviazanie S i M trimerov k C..
Trimery S su viazané prostrednictvom minoritnej antény Lhcb5 a M trimery su viazané

prostrednictvom Lhcb4 a Lhcb6 antén (viz. Obr. 4) (Hankamer et al., 1997, Caffarri et
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Obr. 4 Struktarne zloZenie proteinovych podjednotick PSII C,S;M,, superkomplex
u Arabidopsis, C, — jadro, M a S — majoritné antény, Lhcb4 — 6 — minoritné antény; prevzaté
(Koutil et al., 2016) a upravené.
al., 2009; Croce a van Amerongen, 2011; Duffy et al., 2013; van Amerongen a Croce,
2013).

Superkomplex C,S;M, nie je jedind mozna forma superkomplexu PSII, boli
pozorované 1 iné formy, napriklad typicky u rastlin vystavenych vysokej intenzite svetla
dochadza k odpojeniu M trimeru a prevladajica forma PSII je C,S, (Boekema et al.,

2000).

2.4.2 Nefotochemické zhasanie, jeho vyznam a regulacia

2.4.2.1 Cesty absorbovanej energie
Rastliny ako sesilné organizmy — bez moZznosti pohybu — si vyvinuli sofistikovanu siet’
mechanizmov zabezpecujucich ¢o najvacSiu vynosnost’ fotosyntézy v rdéznych
variantach svetelnych podmienok ¢i uz v priebehu dna, alebo zivotného cyklu.
Absorpcia svetla spdsobuje excitaciu chlorofylu — prechod zo zakladnej spinovej
hladiny do excitovanej hladiny ('Chl*). Takto excitovany chlorofyl moze pohltent
energiu naspat’ vyziarit' vo forme foténu (tzv. fluorescencia chlorofylu) alebo ju mdze
preniest az do reakéného centra (RC), kde je vyuzitd na nabojovi separaciu (tzv.

fotochemické zhasanie fluorescencie chlorofylu) (viz. Obr. 5).
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Obr. 5 Spdsoby deexcitacie chlorofylu; prevzaté (Miiller ef al., 2001) a upravené.

Ak sa rastlina nachddza v prostredi s vysokou intenzitou svetla, vznika nadmerne
excitovany chlorofyl, ktory rastlina nedokaze spracovat’ vo fotosyntéze. PrediZena doba
zivota excitovaného chlorofylu zvySuje pravdepodobnost’ jeho prechodu do tzv.
tripletového excitovaného stavu (*Chl*), ktory je schopny prenasat’ energiu na kyslik
a tym vytvarat' excitovany singletovy kyslik. Tento excitovany singletovy kyslik patri
medzi tzv. reaktivne formy kysliku (reactive oxygen species; ROS) (viz. Obr. 5) (Miiller
et al., 2001). Dalsie formy ROS mézu vznikat' v pripade preredukovania elektrénového
transportného retazca v dosledku nadmerného prisunu slnecnej energie. ROS st pre
rastlinny organizmus nebezpecné hlavne z pohladu oxidativneho stresu, ktory moze
sposobovat’ rozsiahle poskodenia nie len PSII, ale akychkol'vek biomolekul, ¢o moze
byt’ v krajnych pripadoch pre rastlinu az letalne.

Aby rastliny zabranili prenosu energie na kyslik, vyvinuli si radu mechanizmov,
ktorymi st schopné regulovane premienat’ nadbyto¢nti energiu na teplo — hovorime
o tzv. nefotochemickom zhéasani (NPQ).
2.4.2.2 Nefotochemické zhasanie
NPQ je proces klucovy pre prezitie rastlin v prirode s neustidle sa meniacimi
podmienkami, nakol’ko napoméha optimalizovat' prostredie pre najneefektivnejSie
vyuzitie fotosyntézy. Existuje niekol’ko typov NPQ, tri najvyznamnejSie sa oznacuji
ako qE (zhaSanie zavislé na energii), qT (zhd&Sanie zavislé na stavovych prechodoch
spojenych s presunom svetlozbernych antén medzi PSII a PSI) a gl (fotoinhibi¢né

zhaSanie).
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Jednotlivé zloZky sa liSia rychlostou relaxacie po umiestneni rastliny do tmy — qE
relaxuje vel'mi rychlo, v priebehu v sekund az minut, qT mizne v desiatkach minut a gl
relaxuje vel'mi pomaly v priebehu hodin (Miiller ef al., 2001). NajdolezitejSou zlozkou
pre nas v priebehu tejto Stadie bude qE.

Existuje priame prepojenie medzi indukciou qE a pritomnostou proteinu
pomenovaného PsbS, ktory nie je stabilnou stcastou PSII. Tento protein interaktivne
reaguje na zmeny pH v lumene, ktoré st sposobené vysokou intenzitou svetla a funguje
ako senzor, ktory spusta procesy veduce k qE (Li et al., 2000; Betterle et al., 2009; Su
etal.,2017; Pinolla et al., 2019).

PsbS polypeptid neobsahuje pigment-navdzujice miesto, ktoré by priamo
umoziovalo disipaciu energie, namiesto neho sa tu vyskytuje protonovatelné miesto
(Miiller et al., 2001).

Nakol’ko presny molekuldrny mechanizmus uc¢inkovania PsbS nie je doteraz znamy,
uskutocnilo sa mnoho projektov, ktoré¢ by mohli pomdct’ objasnit’ jeho princip.
Predpoklada sa, Ze by PsbS protein mal interagovat’ s niektorou minoritnou anténou
a/alebo indukovat’ zhésanie v LHC trimeroch. Pocas Studii sa zistilo, Ze v pripade
pestovania rastlin pri vysokej intenzite svetla dochadza k akumulécii PsbS proteinu, ¢o
ma naslednt korelaciu v podobe zrychlenia qE zlozky NPQ. V pripade nizkej intenzity
svetla dochddza ku znizovaniu akumulécie PsbS, aby sa zabranilo nepotrebnému
zhasaniu slnecnej energie (Ballottari et al., 2007).

Arabidopsis mutant s inzerciou v géne PsbS je citlivy na vysoku intenzitu svetla v
dosledku nefunk¢nosti qE. Zaujimavostou je, Ze pri nizkej intenzite svetla vykazoval
tento mutant rychlejsi rast v porovnani s divokym typom (Dall’Osto et al., 2005).

PsbS protein je taktiez kI'uCovy pri ochrane PSII aj pomocou xantofylového cyklu, aj
ked’ presny mechanizmus eSte nie je uplne zndmy. Xantofylovy cyklus je aktivovany po
znizeni pH v lumene tylakoidu, ktory vznikd v dosledku nerovnovahy medzi aktivitou
fotosyntetického elektronového transportu a aktivitou ATP syntdzy. Tato nerovnovaha
nastava napriklad pri vysokej intenzite svetla.

Na zaciatku je nizkym pH aktivovany enzym violaxantin deepoxiddza, ktory
konvertuje na anteraxantin a nakoniec na zeaxantin. Zatial'¢o violaxantin funguje ako
svetlozberny pigment, hlavna rola zeaxantinu je v disipacii prijatej energie na teplo.

V pritomnosti proteinu PsbS sa zeaxantin zapaja do nefotochemického zhéasania.
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Po opdtovnom nastaveni podmienok s nizkou alebo nulovou intenzitou svetla
dochadza k postupnému navratu ku violaxantinu cez anteraxantin pomocou enzymu
zeaxantin epoxiddzy (Demming-Adams a Adams, 1996).

2.4.3 Chlorofylova fluorescencia ako nastroj Stidia fotosyntézy

2.4.3.1 Zakladné parametre

Pri vyuzivani chlorofylovej fluorescencie (vznikajicej deexcitdciou chlorofylu)
na Stadium fotosyntézy, sa vyuzivaju definované parametre, ktoré slizia na interpretaciu
vlastnosti fotosyntézy. Medzi zdkladne parametre patria:

* Minimalna fluorescencia, Fo — fluorescencia ziskand pri maximalne otvorenych
RC a minimalnom NPQ — minimalna fluorescencia, ktort je mozné namerat’ zdbleskmi
o vel'mi nizkej intenzite svetla po 20 — 30 min temnostnej adaptacie rastlin.

* Maximalna fluorescencia, Fm — maximalna fluorescencia namerana u rastlin
s minimalnym NPQ — u rastlin adaptovanych na tmu po prvej aplikacii saturacného
pulzu (viz. niZsie).

* Maximélna fluorescencia na svetle, Fm"~ — maximalna fluorescencia, ktord je
zmerand po Fm pomocou satura¢ného pulzu, ale pocas zapnutého aktinického svetla.
Fm’ predstavuje niz§iu hodnotu ako Fm v ddsledku aktivovaného NPQ.

* Maximalny kvantovy vytazok fotochémie PSII, Fv/Fm — pouZiva sa ako indikator
stresovych podmienok. Za optimalnych podmienok u nestresovanych a dostatocne na
tmu adaptovanych rastlin je Fv/Fm > 0,8. Hodnoty niZSie ako 0,8 st indikatorom stresu.
Hodnota Fv/Fm sa vypocita podla rovnice: Fv/Fm = (Fm — Fo) / Fm; kde Fv je tzv.
variabilna fluorescencia (Heinz Walz GmbH, 2009).
2.4.3.2 Zhasacia analyza
Zhésacia analyza fluorescencie chlorofylu predstavuje jednu z najpopulérnejSich metod
na analyzu NPQ. Pre tito metédu sa pouzivaju rastliny, ktoré st adaptované na tmu
20 — 30 min pre docielenie Uplnej oxidacie elektronovych prenasacov a relaxacie NPQ.

V prvom kroku sa stanovi parameter Fo, ziskavany pomocou svetelnych pulzov
o nizkej intenzite (~ 0,1 umol™?s” PAR), kedy RC su otvorené.

Nésledne sa  zmeria parameter Fm  aplikdciou  saturaéného  pulzu
(~ 4000 pmol?s'PAR) po dobu ~1s na fotosyntetizujlice pletivo. Po osvieteni
saturacnym pulzom, sa redukuje vSetok plastochinon A (QA), ¢o ma za nésledok

,zatvorenie* RC a zvySenie fluorescencie.
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Obr. 6 Analyza chlorofylovej fluorescencie na listoch Arabidopsis. Parameter Fo je merany
pomocou slabého svetla v obdobi s maximalne otvorenym RC. V d’alSom kroku sa saturacnym
pulzom uzavrie RC a zmeria sa Fm. Po zapnuti aktinického svetla sa meria Fm” za pritomnosti
saturatnych pulzov. Pri stadlom osvieteni vzorky sa fluorescencia znizuje v doésledku
fotochémického (qP) a nefotochemického zhasania (NPQ (qE + qT + ql)); prevzaté (Miiller et
al.,2001) a upravené.

Nasledne dochadza ku zapnutiu tzv. aktinického svetla, v priebehu osvetlenia st opat’
aplikované saturaéné pulzy pre zmeranie parametru Fm’ (viz. Obr. 6) (Murchie a
Lawson, 2013; Stirbet et al., 2014; Pinolla et al., 2019).

2.5 Motivacia bakalarskej prace

Nedavne vyskumy poukdzali na nepritomnost’ svetlozbernych komplexov Lhcb3
a Lhcb6 u P abies (Koufil et al., 2016), ¢o indukovalo otazku — akym spdsobom
P. abies hospodari so svetlom? A taktiez bola uverejnend ina Studia s knockout
mutantom v géne Lhcb6, v ktorej bola prezentovand hypotéza, ze qE zhaSanie
(PsbS-zavislé) je do velkej miery zavislé na pritomnosti Lhcb6 (Kovécs ef al., 2006).

Z tychto dovodov sa vytvorila ,hrubd“ analdégia P. abies pomocou knockout
mutantov Arabidopsis v génoch Lhcb3 a Lhcb6. V priebehu pilotnych experimentov
s pripravenym mutantom boli pozorované zmeny v nefotochemickom zhaSani a taktiez
aj netypicky fenomén — pokles maximalneho kvantového vytazku fotochémie PSII po
dlhodobej adaptacii na tmu. Aby sa zistilo, ¢i je toto chovanie mutanta koLhcb3koLhcb6

zavislé na pritomnosti proteinu PsbS, v rdmci tejto bakalarskej prace sa vytvoril mutant
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A. thaliana koLhcb3koLhcb6koPsbS. U tohto trojitého mutanta bola nésledne prevedena
zékladnd fyziologickd charakterizdcia so zameranim na analyzu funkcie PSII

a nefotochemického zhasania.
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material

3.1.1 Rastlinny material

Arabidopsis thaliana — ekotyp Columbia (Col-0)

Arabidopsis thaliana — mutant koLhcb3koLhcb6, ktory vznikol skrizenim mutantov
Arabidopsis thaliana koLhcb3 (SALK 020314c) a koLhcb6 (SALK _077953) s T-DNA
inzerciou v kodujicej oblasti génu Lhch3, respektive Lhch6

Arabidopsis thaliana — mutant koPsbS (SALK 095156) s T-DNA inzerciou v kédujlcej
oblasti génu PsbS

3.1.2 Pristrojové vybavenie

Analytické vahy (Scaltec instruments GmbH, Nemecko)

Centrifuiga (Labnet Iternational, Inc., USA)

DUAL-Pam-100 (Walz, Nemecko)

Fotoaparat (Nikon D5600, Japonsko)

Fytotron (Weiss Gallenkamp, Vel'ka Britania)

Horizontélna elektroforeticka komdrka (Thermo Fisher Scientific, USA)
Chlorofylmeter SPAD-502DL (Konica Minolta, Inc., Japonsko)

Lyofilizator (LaboGene, Dansko)

Mala centrifuga (VWR, Inc., USA)

Mixer Mill (Retsch GmbH, Nemecko)

PEA meter (Hansatech, Velka Britania)

Sada automatickych pipiet (Nichipet,USA)

Spektrofotometer NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Svetelny mikroskop M400 (Wild Heerbrugg, Svajéiarsko)

Thermal cycler (Bio-Rad, USA)

UV transilluminator (Syngene International Limited, India)

Vodna lazen (Grant Instruments Ltd, Anglicko)

Vortex mixér (Heidolph, Nemecko)

Zdroj jednosmerného napétia (Thermo Fisher Scientific, USA)

Ostatné pomocky: mikrovinna rara, nitky, papierové vrecuska, pinzety, plastové

mikroskumavky (Eppendporf, Nemecko)
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3.1.3 Softwary pre spracovavanie vysledkov

Microsoft Excel (MS Office, USA)

ImageJ (online)

3.1.4 Chemikalie

0,5x TBE (Tris/Borate/EDTA) pufer, agaréza (Sigma, USA), destilovana H,O, etanol
70%, etanol 96%, etidium bromid, Cistiaci prostriedok na GMO — Krystal SANAN
KLASIK

Pouzité kity

NucleoSpin® Plant II kit (Thermo Fisher Scientific, USA)

Thermo Scientific™Phire™Plant Direct PCR Master Mix kit (Thermo Fisher Scientific,
USA)
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3.2 Metody
3.2.1 Priprava trojitého mutanta koLhcb3koLhcb6koPsbS

3.2.1.1 Rastlinny material a podmienky pestovania

V priebehu experimentov sa vyuzivali rastliny Arabidopsis thaliana. Konkrétne to boli
genotypy divokého typu (wild type, WT; ekotyp Columbia, Col-0) a mutantné linie
s inzerciou v géne pre protein PsbS (koPsbS), a dvojity mutant s inzerciami v génoch
pre svetlozberné proteiny Lhcb3 a Lheb6 (ko3+6). Tento dvojity mutant bol pripraveny
skrizenim individualnych mutantov Arabidopsis s inzerciou v géne pre protein Lhcb3
(koLhcb3) a s inzerciou v géne pre protein Lhcb6 (koLhchb6) v ramci iného projektu
(Ilikova et al., nepublikované vysledky).

Pred vysevom sa semend stratifikovali v mikroskimavkéch naplnenych destilovanou
vodou a zabalenych alobalovou foliou, pri teplote 5 — 7 °C v priebehu dvoch dni.
Nasledne sa semena vysadili do kvetina€ov so zeminou a zakryli potravinarskou foliou
s dierkami na podporu klienia, po dobu jedného tyzdia. Pestovanie prebiehalo
vo fytotrone pri podmienkach: den — 16 h, 19 °C, 65% vlhkost’, intenzita svetla —
130 umol-m™-s™; noc — 8 h, 18 °C, 65% vlhkost’, nulova intenzita svetla — tma.
3.2.1.2 KriZenie rastlin
Krizenie rastlin sa realizovalo podla protokolu na krizenie Arabidopsis zostaveného
Rivero et al. (2014).

Pracovalo sa so Stvortyzdnovymi rastlinami, u ktorych sa upravili vybrané stonky
s vhodnymi kvetmi — odstrihli sa samoopelené kvety a SeSule. Nasledne sa u kvetov
uréenych na krizenie odstranili vSetky ty¢inky pomocou pinziet ocistenych v 96%
etanole pod svetelnym mikroskopom (Wild Heerbrugg, Svajéiarsko).

Po 2 — 3 dnoch od odstranenia tyc¢iniek bolo uskutocnené krizenie — materské kvety
boli opelené prilozenim otcovskych zrelych ty€iniek na bliznu materskej rastliny.

Dozreté semiacka sa pozbierali a pouzili na d’al$i experiment.

3.2.1.3 Genotypova analyza mutantov

3.2.1.3.1 Priprava vzorky — priama metoda

Pri priprave vzorieck pomocou priamej metdody sa vyuzival postup doporuceny
v manudle Thermo Scientific"™Phire™Plant Direct PCR Master Mix kitu, ktory sme

pouzivali pri celom genotypovani.
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Do mikroskiimavky s 20 pl diluéného pufru (sti€ast’ Phire Plant Direct PCR Master
Mix kitu, ThermoFisher Scientific) sa vlozila vzorka listu minimalne zo Strnastdnové
rastliny o rozmeroch priblizne 1 — 2 mm?, ktora sa extrahovala rozotrenim o stenu
mikroskiimavky pomocou Spicky pipety. Tento extrakt bol nasledne pouzity pre PCR.
Na odstrihnutie vzorky sa pouZivali noZnice, ktoré boli medzi jednotlivymi vzorkami
ocistené pomocou kombinacie — Cistiaceho prostriedku na GMO — Krystal SANAN
KLASIK, 70% etanolu a nakoniec destilovanej vody. V pripade potreby boli tieto
vzorky uschované pri — 20 °C.
3.2.1.3.2 Priprava vzorky — nepriama metdéda
U nepriamej metddy sa vyuZiva izolovand DNA. Pred izolaciou DNA je nutné rastlinny
material Specidlne upravit’ — listy zo $tvortyzdfiovych rastlin o rozmeroch cca 3 em?® boli
cez noc lyofilizované a zaroven aj vakuovo vysusené v mikroskimavkach. V d’alSom
kroku boli listy homogenizované za pritomnosti sklenenych gul'ociek — 4 min
pri 130 min™.

Na izolaciu DNA sa vyuzival NucleoSpin® Plant II kit. V prvom kroku sa
v homogenizovanej vzorke docielila lyza buniek za pouzitia pufru PL1, RNazy
a inkubacie pri 65 °C. Novovzniknuty hruby lyzat sa precistoval v NucleoSpin® Filtri
a ku vzniknutému filtratu sa pridal PC pufer, ktory zvysil viazbovost DNA. DNA sa
naviazala na NucleoSpin® Column pocas d’alsej filtracie. NucleoSpin® Column sa
nasledne vymyval trikrat kvoli precisteniu vzorky — jedenkrat v PW1 pufre a potom
dvakrat v PW2 pufre. Poslednym krokom pri izolacii DNA z listov bola elucia DNA
z NucleoSpin® Column a to pomocou dvojitého filtrovania PE pufrom, ktory bol
zohriaty na teplotu 65 °C.

Po izolacii DNA sa osobitne spektrofotometricky stanovovala koncentracia pre kazda
vzorku pri vlnovych dizkach 260 nm a 280 nm na NanoDrop® ND-1000 (ThermoFisher
Scientific, USA).
3.2.1.3.3 Polymerazova ret’azova reakcia
Genotypizacia sa uskuto¢nila pomocou Thermo Scientific"™Phire™Plant Direct PCR
Master Mix kitu podla protokolu doporu¢eného vyrobcom. Pri priprave jednej reakénej
zmesi o objeme 20 ul sa postupne pipetovalo 9,1 ul destilovanej vody, 10 ul Phire Plant
Direct PCR Master Mix (MM), 0,4 ul zmesi pozadovanych primerov o koncentracii

25 umol 1" (viz. Tab. 4), ktoré boli kombinované, ako je uvedené v tabulke ¢. 5 a objem
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Tab. 4 Sekvencie primerov pouzitych poc¢as genotypizacie.

Sledovany gén Typ primeru Sekvencia primeru
LBb lv _,T_DI,\IA, v SALK univerzalny GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT
inzerénych liniach

FP AGAATTCCCTGGCGATTATGG
Lhebs RP ATAAAGGTCGTCACCGGAAATG

FP GGTGAGGAACGAAGAACCAA
Lheb6 RP CCAAACTCCCGACTTTACCA

FP TGGACGCACTTTAAGCCCAT
Psbs RP CGGACACTACACTTAGGCCA

Tab. 5 Kombinacie primerov vyuzitych na genotypovanie.

o ) L, Odhadovana
L L . Oznacenie amplifikaéného | ,
Sledovany gén Kombinacia primerov vel’kost’ produktu
produktu
(bp)
Lhcb3 FP + Lhcb3 RP WT 3 920
Lhcb3 ~
Lhcb3 FP + LBbl MUT 3 600
Lhcb6 FP + Lhcb6 RP WT 6 730
Lhcb6 ~
Lhcb6 FP + LBb1 MUT 6 300
PsbS FP + PsbS RP WT_ S 950
PsbS
PsbS RP + LBbl MUT _S 600

bol doplneny 0,5 pl testovanej vzorky (extrakt ziskany v dilucnom pufre, respektive
vyizolovana DNA; viz. 3.2.1.3.1, respektive 3.2.1.3.2). VSetky komponenty reakc¢nej
zmesi boli premieSané a vzorky sa nechali zmnoZit podla PCR protokolu
s podmienkami uvedenymi v tabul'ke €. 6. Teplota pouZita v kroku nasadenia primerov
sa vypocitala pomocou nastroju na stranke ThermoFisher Scientific Home Page

(www.thermoscientific.com/pcrwebtools).
3.2.1.3.4 Agarozova elektroforéza

Amplifikacia génov bola overend agarézovou elektroforézou na 1,5% géli, ktory sa
pripravil rozmieSanim agar6zy v 0,5x TBE (Tris/borate/EDTA) pufre a nechal sa
rozpustit' v mikrovlnnej rire. Po schladeni asi na teplotu 60°C sa tekuty gél vylial
na elektroforetickt vanicku s elektroforetickymi hrebefimi a ponechal stuhntit. Na gél

sa naniesli vzorky spolocne s vel'kostnym markerom (100 bp ladder). Elektroforéza
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Tab. 6 PCR protokol vyuzivany v priebehu genotypizacie rastlinnych vzoriek.

Cyklicky krok Teplota Cas Cykly
Inicialna denaturacia 98 °C 5 min 1
Denaturacia 98 °C 5s
Nasadenie primerov 63 °C 5s 39
Elongacia 72 °C 25s
72 °C 1 min
Finalne ukondenie 1
4°C 00

prebiehala 60 minut pri 4 V-cm™. Po ukonéeni elektroforézy sa gél vyfarbil v EtBr

v priebehu 15 — 20 min a vyfotografoval v UV transilluminatore (600 ms).

3.2.2 Fyziologicka charakterizacia rastlin

3.2.2.1 Rastlinny material a podmienky pestovania
Semena Arabidopsis (WT, koPsbS, ko3+6 a koLhcb3koLhcb6koPsbS), boli
stratifikované a vysadené do zeminy (viz. tieZ 3.2.1.1). Rastliny uréené pre fyziologicku
charakterizaciu boli pestované vo fytotrone pri podmienkach: deii — 8 h, 21 °C, intenzita
svetla 100 pmol-m™'s”, 65% vlhkost’; noc — 16 h, 21 °C, 65% vlhkost’. Rastliny pre
experimenty boli odobrané v priebehu 7 tyzdna ontogenézy.
3.2.2.2 Stanovenie obsahu chlorofylu v listoch
Mnozstvo chlorofylu v listoch sa stanovovalo nedeStruktivnou metodou —
chlorofylmetrom (SPAD-502DL, Japonsko), ktory pracuje na zéklade merania
priepustnosti listu pre dve rézne vlnové dizky — 650 nm (vel’ka absorbancia chlorofylu)
a 940 nm (minimélna absorbancia chlorofylu). Ziskané hodnoty z pristroja su
v jednotkach SPAD (soil-plant analysis developmnet), o st relativne jednotky podla
nazvu pristroja chlorofylmetra SPAD-502DL.

Merané listy sa ponechali na pdvodnej rastline, vysunuli sa do meracieho klipu, ktory
sa po vlozeni listu uzavrel a vysledny obsah chlorofylu sa stanovil ako priemer 5 hodnot

z viacerych listov na rastline.
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3.2.2.3 Vyhodnotenie hmotnosti cerstvej biomasy nadzemnej Ccasti

rastliny

Cerstvd hmotnost nadzemnej &asti rastliny (rastlina bola odstrihnuta tesne pod
prizemnou  ruzicou)  jednotlivych  genotypov ~ (WT,  koPsbS,  ko3+6,
koLhcb3koLhcb6koPsbS) bola stanovend ako priemer hmotnosti, ktoré sa zistili

pomocou analytickych vah.
3.2.2.4 Meranie fotosyntetickych parametrov

3.2.2.4.1 Dual-PAM
Aktivita PSI a PSII bola merand pomocou pristroja Dual-PAM-100 (Walz, Nemecko),

ktory umozniuje simultinne meranie pomalého fluorescenéného indukéného javu
a zmien absorbancie P700. Pre meranie sa vyuzival nasledujuci protokol: meracie svetlo
bolo 24 uE (LE = pmol fotonov m™s™), aktinické svetlo — 800 uE a saturaéné pulzy —
10000 pE po dobu 300 ms; aktinické svetlo bolo zapnuté v prvej polovici merania
(po 900 s) a tma bola v druhej polovici merania (od 900 s po 1800 s) a saturacné pulzy
sa aplikovali 10 s, 30 s a 60 s po zapnuti aktinického svetla a nasledne v 60s intervaloch
az do ukoncenia merania (1800 s). V pripade, Ze rastliny boli odoberané zo svetelnej
fazy, boli pred meranim adaptované 30 min na tmu.

Na testovanie sa vyuzival odstrihnuty list, ktory bol umiestneny medzi meracie

hlavice pristroja a stopka listu zostala ponorend v stojane s vodou pocas celého merania.
3.2.2.4.2 PEA meter (Plant Efficiency Analyzer)

Maximalny kvantovy vytazok fotochémie PSII (Fv/Fm) pocas 24 h bol merany
pomocou pristroja PEA meter (Hansatech, Velka Britania) a na zdklade protokolu v Tab.
7). Na meranie sa vyuZzivalo svetlo o intenzite 4000 pmol fotonov m™s™ po dobu 5 s.

U testovanych rastlin sa odstrihol list, ktory bol vloZeny do klipu a klip sa upevnil do
meracej hlavice pristroja. Ak boli rastliny odobraté v priebehu svetelnej faze dna (viz.
Tab. 7), tak sa ponechali v tme 30 min pred meranim.
3.2.2.5 Statistické vyhodnotenie
Statistické vyhodnotenie vhodnych vzoriek sa vykonavalo pomocou t-testu v programe

Microsoft Excel a signifikantny rozdiel sa stanovoval ako p < 0,05.
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Tab. 7 Prehl'ad merani Fv/Fm v priebehu 24 h — zobrazuje ¢as odobratia rastlin na testovanie
s blizSou charakterizaciou svetelnych podmienok a poctu hodin vo svetelnych podmienkach
v momente odobratia vzorky a pripadna adaptacia na tmu pred zacatim merania.

Hodina Svetelné podmienky dia Pocet hodin v danych ~ Adapticia na tmu
merania cleine podmienky podmienkach pred meranim (min)
10:00 4 30
svetlo
14:00 8 30
15:00 1 0
16:00 2 0
17:00 tma 3 0
18:00 4 0
6:00 16 0
7:00 svetlo 1 30
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA
Podnetom pripravy knockout mutanta 4. thaliana v génoch Lhcb3, Lhcb6 a PsbS boli

nedavno potvrdené informdcie o absencii svetlozbernych antén Lhcb3 a Lhcb6
u P. abies (Koutil et al., 2016), ¢o viedlo k vytvoreniu dvojitétho mutanta Arabidopsis
ko3+6 ako hrubej analdgie P. abies. Pretoze P. abies rastie typicky na slne¢nom
stanovisku — vysvitla otdzka ¢i nepritomnost’ proteinov Lhcb3 a Lhcb6 mé nejaky vplyv
na spdsob hospodarenia s nadbyto¢nym slne¢nym Ziarenim.

Rastliny st vybavené sofistikovanymi mechanizmami, ktoré im umoziuju prezit
v prostredi s dynamicky sa meniacimi svetelnymi podmienkami. Jednym z klIticovych
procesov je NPQ, ktoré zaist'uje bezpe¢nu disipaciu nadbytocnej svetelnej energie, ktora
by inak mohla viest’ k poskodeniu fotosyntetického aparatu (viz. 2.4.2). Bolo zistené, zZe
NPQ je silno zavislé na pritomnosti proteinu PsbS i1 ked’ presny mechanizmus funkcie
tohto proteinu v indukcii a regulacii NPQ je stdle predmetom debat (Ruban, 2016).
Z vysledkov niektorych §tudii vyplyva, Ze prave protein Lhcb6 by mohol byt délezitym
interakénym partnerom proteinu PsbS (Kovacs et al., 2006). Na druhu stranu je zndme,
7e Pabies je schopny indukovat NPQ i bez pritomnosti proteinu Lheb6 (Stroch et al.,
2008; Stroch, nepublikované vysledky).

Ciel'om tejto prace bolo zistit, akym spdsobom ovplyviiuje absencia proteinu PsbS
NPQ u mutantov A4. thaliana bez proteinov Lhcb3 a Lheb6. Praca zahfiiala vytvorenie
trojittho mutanta Arabidopsis koLhcb3koLhcb6koPsbS (ko3+6+S) a jeho naslednu
fyziologicku charakterizaciu predovSetkym z pohladu nefotochemického zhéasania
a funkcie fotosyntetického aparatu.

4.1 KriZenie rastlin

Na pripravu trojit¢tho mutanta ko3+6+S sme zvolili metddu postupného kriZenia
mutantnych inzerénych linii koPsbS a ko3+6 (viz. Obr. 7). Dvojity mutant ko3+6 bol
pripraveny v priebehu iného projektu skrizenim rastlin koLhcb3 a koLhcb6 (Ilikova,
nepublikované). Vsetky tri linie maju inzerciu v kodujucej oblasti génu a absencie
proteinov v tychto jednotlivych linidch boli overené biochemicky — u koLhch3 v stadii
Adamiec et al. (2015), u koLhcb6 v publikacii Kovéacs et al. (2006) a u koPsbS v stadii
Dong et al. (2015).
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P: ko3+6 x koPsbS
Fl: ko3+6+SHZ) x ko3+6

F2: ko3+6(HM)+S(HZ) x ko3+6(HM)+S(HZ)
F3: ko3+6+S

Obr. 7 Ilustrativny postup pri kriZeni.

Dovodom volby postupného krizenia je rozmiestnenie génov na chromozomoch.
Gén Lhcb3 sa nachaddza samostatne na piatom chromozome, ale gény Lhcb6 a PsbS st
lokalizované spolocne na prvom chromozome (viz. Obr. 8). U génov Lhch6 a PsbS
dochadza ku vzniku génovej vizby, vd’aka Comu sa prestava uplatiiovat’ jednoduchost’
krizenia podl'a Mendelovych zakonov (viz. 2.2.2.3). Toto rozmiestnenie génov pomerne
komplikuje jednoduchost’ kriZenia, ale pretoze vzdialenost’ medzi génmi je dostatocne
velka (nachadzaju sa na rozdielnych chromatidach) je mozné uskutocnit’ uspesné

kriZenie, pri ktorom prebehne crossing-over medzi génmi.

3 5
Lhcb6 | ‘

PsbS

Lhch3

Obr. 8 Rozlozenie sledovanych génov (Lhch3, Lhchb6 a PsbS) na chromozoémoch Arabidopsis
thaliana — chromozomovd mapa pripravend pomocou Arabidopsis Home Page
(https://www.arabidopsis.org/).

32



Ak by sa sledované gény nenachéadzali vo védzbe bolo by teoreticky mozné izolovat
mutanta s tromi HM mutaciami uz v F2 generacii a to s pravdepodobnostou 1 : 63
(vypocet pomeru pomocou Punettovho Stvorca (SciencePrimer Home Page,
https://scienceprimer.com/punnett-square-calculator). Pomer 1 : 63 je velmi nizky
na dspesnu izolaciu a kedZe sa eSte u tychto génov nachadza spominana vdzba génov,
ich pravdepodobnost’ selekcie by bola vyrazne nizSia, a tak sa pristipilo k metdde
postupného kriZenia (viz. Obr. 7).

Ako parentalnu (P) generaciu sme pouzili homozygotnych mutantov ko3+6 a koPsbS,
ktorych sme navzajom skrizili za ucelom pripravy F1 generacie, ktora obsahovala
rastliny so vSetkymi tromi mutaciami v HZ stave. Rastliny z F1 generacie boli skrizené
s HM mutantom ko3+6, za ucelom pripravy F2 generdcie. Medzi rastlinami z F2
generacie sme selektovali mutanta, ktory bol HM v mutécidch génov Lhcb3 a Lhcb6 a
HZ v mutécii génu PsbS (ko3+6(HM)+S(HZ)). V pripade, ze by gény neboli vo vézbe,
podl'a Mendelovych zédkonov bola frekvencia takéhoto mutanta 1 : 7. V naSom pripade
sa sme mutanta ko3+6(HM)+S(HZ) vyselektovali s pribliznou pravdepodobnost'ou
1 : 40. Vyselektovany mutant z F2 generacie sa ponechal samoopelit’ a v F3 generacii sa
homozygotny mutant ko3+6+S hl'adal s pomerom 1 : 3.

Takto zvolenou stratégiou sa nam podarilo znizit pocet rastlin potrebnych
na genotypizaciu, ¢o nam usetrilo ¢as v priebehu genotypizacie v laboratdriu. Na druhej
strane celkovy proces pripravy finilneho mutanta sa prediZil o jednii genericiou
potomkov. Rastliny z F4 generacie, ktoré vznikli samoopelenim mutanta
identifikovaného v F3 generacii sa pouzili na fyziologicku charakterizaciu zameran
na nefotochemické zhasanie.

4.2 Genotypizacia

Charakterizacia rastlin v jednotlivych generaciach prebiehala PCR metédou. Ziskané
PCR produkty sa vizualizovali po agardzovej elektroforéze zafarbenim v EtBr.
Na zaklade amplifikovanych produktov PCR reakcie sa vyhodnocovali alelové zloZzenia
génov u danych rastlin (WT, HZ, HM).

Vyuzivali sme génovo Specifické primery LP a RP (viz. 3.2.1.3.3) navrhnuté
na jednotlivé gény tak, aby T-DNA inzercia bola v oblasti medzi nimi a ako Specificky
primer na vlozeni T-DNA bol pouzity univerzalny primer LBbl. Velkost’ jednotlivych

amplikonov bola odhadnutd podla pozicie jednotlivych primerov na DNA (viz.
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3.2.1.3.3) anaziklade miesta vloZzenia T-DNA v jednotlivych inzerénych liniach
(Arabidopsis Home Page, https://www.arabidopsis.org/). Vzdialenost’ priemerov LBb1
od lavej hranice (LB — left border) vlozeného inzertu je v SALK linidch priemerne
110 bp (udaje z SIGnAL Salk Institute Genomic Analysis Laboratory Home Page,
http://signal.salk.edu/).

Principom genotypovania bolo vyuzitie kombinacie Siestich typov primerov. Primere
sa amplifikuju Specificky — WT primere exprimuju gén, iba ak sa v oblasti génu
nenachadza inzeréna T-DNA, tym padom nevznika MUT amplikon, pretoze LBbl nema
miesto, kde by sa mohol naviazat'.

Na druhej strane u HM mutanta v sledovanom géne nevznikd produkt WT primeru,
pretoze izner¢nd T-DNA brani k uspesnému dokonceniu replikacie, takze vznikaju iba
produkty MUT primerov.

Nakoniec u HZ mutantov dochddza ku vzniku amplikonov u WT aj MUT primerov,
pretoze jedno vlakno DNA neobsahuje inzercni T-DNA, a tym padom prebehne
uspesna replikacia s WT primerom. A druhé vldkno HZ mutanta obsahuje iznerént
T-DNA, vd’aka ¢omu je vhodné pre nasadnutie MUT primeru, dokonceniu replikacie
a vytvoreniu druhého amplikonu. Pre lepSie pochopenie a vyobrazenie genotypovania
rastlin bola vytvorend tabulka ¢. 8, ktord obsahuje amplikony primerov pouzitych
pri testovani réznych genotypov rastlin.

Na obrazku 9 su typické priklady amplikonov ziskanych pre rézne typy mutantnych
rastlin. Ako je tam mozné vidiet, u vzorky odobratej z WT rastliny dochadzalo
k amplifikacii iba predpokladanych produktov, ¢o ndm potvrdilo Specificitu pouzitych
primerov. TaktieZ boli testované aj rastliny, ktoré sa pouzivali na kriZenie, tj. HM ko3+6
a koPsbS (viz. Obr. 9). Na ilustraciu su na obrazku 9 uvedené vysledky amplifikacie
1 u homozygotnych mutantov koLhcb3 a koLhcbh6, ktoré boli pouzité na pripravu ko3+6.

V niektorych pripadoch pri PCR amplifikacii s primerom LBbl dochadzalo
ku vzniku artefaktov. NajcastejSie iSlo o produkty o velkosti zhruba 450 bp, ktoré boli
pozorované 1 inymi vedeckymi skupinami a o tomto produkte je diskutované aj
na webovych strankach laboratoria SALK Institute Genomic Analysis Laboratory Home
Page (http://signal.salk.edu/tdna FAQs.html). V niekol’kych dalSich pripadoch sme
pozorovali i iné artefakty (napr. u rastliny koPsbS u MUT 3 a MUT 6 primerov,
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Tab. 8 Ilustrativne zobrazenie amplikonov primerov pouzitych pri genotypovani pomocou
$pecifickych primerov na sledované gény aj s ocakavanou vel'kostou vzniknutého amplikonu
u testovanych mutantov; WT — kontrola; k03+6 a koPsbS — P generacia; ko3+6+S(HZ) — HZ
vo vSetkych génoch, F1 generacia; ko3+6+S — HM vo vSetkych génoch, F3 generacia;
+ — vznik amplikonu, — — nevznika amplikon.

Oznacenie Predpokladana
. velkost WT ko3+6 koPsbS  ko3+6+S(HZ) ko3+6+S

amplikonu .

amplikonu (bp)
WT 3 920 + - + + —
MUT 3 600 - + - + +
WT 6 730 + - + + -
MUT 6 300 - + - + +
WT_S 950 + + - + -
MUT _S 600 - - + + +

ko3+6 u WT 3 primeru), ktoré mohli byt spésobené pouzivanim cerstvého listu ako
vzorky urcenej na genotypizaciu, nakol’ko pri testovani sa osobitne neizolovala DNA.

Ako uz bolo vysSie spominané, vyselektovanie trojittho mutanta ko3+6+S
prestavovalo Casovo naroCny proces, priblizne 9 mesiacov, kedZze ontogenéza
Arabidopsis trva 8 — 10 tyzdiov v zavislosti na podmienkach. Jednotlivé generacie sa
postupne genotypovali na overenie alebo vyhladanie pozadovaného mutanta. V F1
generacii sme genotypovali najmenej rastlin (10), nakolko iSlo iba o overenie
uspesného skrizenia P generacie. F2 generacia predstavovala pre nas najnaroc¢nejSiu
genotypizaciu, pretoze sme genotypovali 75 rastlin a z toho sme vyselektovali len 2
pozadovanych mutantov. V nasSom pripade bol pomer uspesnej selekcie priblizne 1 : 40,
¢o je omnoho mensi, ako bol teoreticky pomer 1:7 pre gény bez vézby. Posledna
generacia F3 zamerana na selekciu mutanta ( ko3+6+S ) bola s tspeSnost'ou 8 mutantov
zo 40 testovany rastlin, ¢o predstavuje pomer 1 : 4, ktory je priblizne v zhode aj
s teoretickym pomerom 1 : 3 vypocitanym pomocou Punnettovho Stvorca.

V priebehu genotypizacie vzoriek sa nam podarilo vyselektovat' aj rastlinu HM
knockout v génoch /hcb6 a PsbS (ko6+S). Spominana rastlina nebola v ciel'och tejto
prace, ale nakol'ko dané gény lezia na rovnakom chromozéme (viz. Obr. 8), je ndro¢né
docielit’ vyselektovanie takejto rastliny, a preto sme sa rozhodli uviest’ aj tento vysledok

do prace (viz. Obr. 9).
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Obr. 9 Genotypizacia mutantnych rastlin Arabidopsis thaliana so zameranim na amplifikacné
produkty primerov W3 — WT 3; M3 — MUT 3; W6 — WT_6; M6 — MUT _6; WS — WT_S;
MS — MUT S, ¢ierna linka vyznacuje rozsah jamiek s primermi patriacimi ku testovanej vzorke.



Pre overenie genotypu mutantov ko3+6+S vyselektovanych pomocou priamej PCR
metody, sa tieto rastliny pouzili aj k izolacii Cistej DNA, ktora bola znovu overena
pomocou PCR. DNA bola z listov troch kandidatnych rastlin (¢. 3, 14 a 16) a jednej WT
rastliny izolovand pomocou kitu NucleoSpin® Plant II a koncentracia vyizolovanej
DNA bola stanovena spektrofotometricky (viz. Tab. 9). Nasledne PCR metdda
prebiehala identicky ako v pripade priamej metddy (viz 3.2.1.3.3). Testovana vzorka pre
PCR bola pouzita vyizolovana DNA — na jednl 20 ul reakénii zmes bolo pouZzitych
100 ng DNA a na obrazku 10 mézeme vidiet’ ako kontrolni vzorku WT a 2 mutantov
ko3+6+S.

Z neznameho dovodu sa v PCR reakcii u WT rastliny objavil pomerne intenzivny pas
zodpovedajuci vysSie diskutovanému 450 bp artefaktu (viz Obr. 10). Tento artefakt je
viditel'ny i u d’alSich dvoch vzoriek (ko3+6+S), viacmenej v tychto dvoch pripadoch je
vel'mi slaby.

PCR na izolovanej DNA teda potvrdila, Ze rastliny vyselektované pomocou priamej
PCR si HM mutanty vo vSetkych troch znakoch a moézu byt dalej pouzité

na testovanie.

Tab. 9 Koncentracia izolovanej DNA z rastlinnych vzoriek aj potrebnymi objemami pre 20 pl
reakénli zmes o DNA koncentrécii 10 ng-pl™.

Testovana . Pouzity objem (ul)
. Koncentracia (ng-pl™) .
rastlina s koncentraciou 10 ng-ul’!
WT 45,0 2,2
3 51,7 1,9
14 31,8 3,1
16 36,0 2,8
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Obr. 10 Genotypizacia rastlin 4. thaliana za pouZitia izolovanej DNA; kontrolna rastlina je WT
a vzorky €. 14 a 16 st ko3+6+S. Pouzité primere st W3 —WT _3; M3 - MUT 3; W6 - WT _6;
M6 - MUT_6; WS — WT_S; MS - MUT 8.
4.3 Fyziologicka charakterizacia rastlin
Fyziologickd charakterizdcia pripravenych mutantov bola zamerand hlavne
na charakterizaciu spdsobu hospodarenia so svetelnou energiou a vysvetlenie fenoménu
klesania NPQ v priebehu dlhodobej adapticie na tmu pozorovaného v pilotnych
Studiach u ko3+6.

Testovanie a charakterizdcia jednotlivych genotypov prebiehala na rastlindch
v siedmom tyzdni ontogenézy, ktoré boli pestované na fotoperidde 8/16 h (detailnejSie
informacie v metddach; viz. 3.2.1.1). Pre ilustraciu fyziologického stavu jednotlivych
genotypov rastlin v obdobi testovania sa vytvorila fotodokumentacia reprezentativnych
vzoriek (viz. Obr. 11). Ako je mozné vidiet’ 1 na snimkach, sledované gény Lhcbh3,
Lhcb6 a PsbS nemaji ziadne charakteristické fenotypové prejavy, ktoré by boli
pozorovatel'né vol'nym okom.

4.3.1 Stanovenie hmotnosti ¢erstvej biomasy nadzemnej Casti rastliny
Parameter hmotnost’ Cerstvej biomasy nadzemnej casti rastlin ndm napomaha
pri uréovani vyhovujuceho prostredia pre vyvoj rastliny. Cim kvalitnej$ie prostredie,
tym l'ahSie rastliny zvySuju svoju hmotnost’, pretoze maju dostatocné mnozstvo energie,
ktoré mozu pravidelne vyuzivat’ na vyzivovanie novovzniknutych pletiv.

Z predchadzajucich pilotnych Studii sa vychadzalo, ze WT je v porovnani s ko3+6
signifikantne t'azsi, ked’ze bol pozorovany ubytok hmotnosti u rastlin s absenciou génu
Lhcb6 (koLhcb6) (de Bianchi et al., 2008). AvSak v naSom pripade hmotnost’ ko3+6 je
signifikantne véc¢Sia ako hmotnost WT, ¢o nevieme vysvetlit. Jeden z mozZnych

dovodov moéze byt pomerne velkd heterogenita vypestovanych rastlin, ¢o viedlo
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Obr. 11 Fotodokumentécia reprezentativnych rastlin v siedmom tyzdni ontogenéze, ktoré boli
vyuzivané na fyziologickt charakterizaciu; A: WT; B: koPsbS; C: ko3+6; D: ko3+6+S. Snimky
boli vyhotovené fotoaparatom Nikon D5600. Mierka je 2,5 cm.

k relativne velkej smerodajnej odchylke (viz. Obr. 12). Napriek tomu, Ze testované
rastliny boli pestované pri rovnakych podmienkach, boli uz vol'nym okom viditeI'né
pomerne vyrazné¢ rozdiely vo velkosti rastlin. Z tohto dovodu by bolo vhodné
v budtcnosti tieto experimenty zopakovat.

Dalsi rozdiel v hmotnostiach sa vyskytol u koPsbS, ktory je signifikantne tazsi nez
WT. Takyto jav je v stlade s pracou Dall’Osto et al. (2005), kde sa tento vysledok bol
popisovany ako doésledok castejSej deexcitacie chlorofylu u WT, sposobenej

pritomnostou proteinu PsbS 1 za beZznych pestovatel'skych podmienok. U koPsbS
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Obr. 12 Hmotnosti nadzemne;j Casti rastliny v cerstvom stave. Hodnoty su vyjadrené ako priemer
+ SD, n =15. Skupiny dat so signifikantnym rozdielom vo¢i WT podla t-testu (p < 0,05) su
oznacené hviezdickou.

v dosledku absencie PsbS, nedochadza ku ,stratam* absorbovanej energie vplyvom
nefotochemického zhéaSania, ¢o moze byt za urcitych podmienok vyhodné (rast
v stabilnych svetelnych podmienkach za optimalnej intenzity svetla), tym padom viacej
energie moze byt vyuzitej na tvorbu biomasy.

4.3.2 Obsah chlorofylu

Obsah chlorofylu v listoch rastlin ako jeden z parametrov rastlinnej fyzioldgie nam vie
napovedat’ o fyziologickom stave rastlin. Za stresovych podmienok alebo v pripadne
podmienok, ktoré nie su pre rastlinu uplne optimalne, obvykle dochadza k poklesu
obsahu chlorofylu v listoch.

Mnozstvo chlorofylu v rastlinich sa meralo nedestruktivnou metédou pomocou
chlorofylmetra (SPAD-502DL), ktory vyhodnocuje obsah chlorofylu na zaklade
priepustnosti listu — list je oziareny dvoma LED osvetl'ujacimi systémami, ktoré emituju
ziarenie o vinovych dizkach 650 nm (velka absorbancia chlorofylu) a 940 nm
(minimalna absorbancia).

Dovodom uprednostnenia tejto nedestruktivnej metédy pred spektrofotometrickou
bolo hlavne vyuZzitie rastlin na nadvizujuce testovania. Taktiez aj d’alSim dévodom bola

minimalizdcia chyby spdsobenej lTudskym faktorom, ktord sa vyskytuje
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Obr. 13 Obsah chlorofylu v listoch rastlin testovanych chlorofylmetrom. Hodnoty st vyjadrené
ako priemer £ SD, n = 15. Skupiny dat so signifikantnym rozdielom vo¢i WT podl'a t-testu
p < 0,05 st oznacené hviezdickou.

u spektrofotometrického stanovenia chlorofylu, v dosledku prace s rychlo sa
odparujicim aceténom.

Vysledny priemerny obsah chlorofylu u WT a koPsbS je v porovnatelnych
hodnotach, tak ako sa predpokladali. Opa¢ny pripad je u ko3+6 a ko3+6+S, kde sa
objavil obsah chlorofylu zhruba o 10 % niZz8i nez v porovnani s WT. Niz§i obsah
chlorofylu mo6ze byt spdsobeny absenciou proteinov Lhcb3 a Lhceb6, ktoré vo
svetlozbernych anténach navédzuji molekuly chlorofylu (viz. Obr. 13).

Do buducna by bolo vhodné analyzovat’ tieto genotypy vypestované pri vysokej
intenzite svetla, ktord by mala stimulovat degradaciu chlorofylu v doésledku
fotooxida¢ného stresu. Velky efekt je mozné ocakavat’ u rastlin bez PsbS, ktoré maju
problémy pri vysporiadani sa so svetelnou energiou pri vysokej intenzite svetla (Ware et
al., 2015). Otazkou je, Ci by sucasny stav absencie Lhcb3, Lheb6 a PsbS mohol byt pre
rastlinu menej zat'azujuci nez samotna absencia PsbS, pretoZe prave redukcia mnoZstva
proteinov Lhcb3 a Lhceb6 je typickou odozvou rastlin na vysoka intenzitu svetla

(Ballottari et al., 2007).
4.3.3 Maximalny kvantovy vytazok fotochémie fotosystému I1

Ako uz bolo spominané, parameter Fv/Fm sa v rastlinnej fyzioldgii vyuZiva ako

parameter bezne detekujuci stres rastlin. Za fyziologické hodnoty st povazované
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hodnoty okolo 0,8, ktoré rastlina nadobida za optimalnych vonkajSich podmienok.
Hodnoty nizsie ako 0,8 uz signalizuju, Ze rastlina je vystavena urcitej forme stresu .

Parameter Fv/Fm bol testovany u rastlin odobratych v priebehu svetelnej fazy (LA)
a temnostnej fazy (DA) denného cyklu, aby sa preskimal fenomén pozorovany
v priebehu pilotného projektu — vznikajici pokles Fv/Fm u ko3+6 pocas dlhodobe;j
temnostnej adaptacie.

Zo ziskanych vysledkov vieme stanovit’, Ze parameter Fv/Fm u WT a koPsbS je vyssi
nez 0,8 a prakticky nezavisly na svetelnych podmienkach — rastliny merané v priebehu
oboch casti denné¢ho cyklu maji hodnoty Fv/Fm prakticky totozné (viz. Obr. 14).
U ko3+6 a ko3+6+S sme zaznamenali signifikantne nizs§i Fv/Fm nez u WT (viz. Obr.
14), ¢o je v sulade s predchadzajiicimi $tudiami, v nich bol pokles Fv/Fm zaznamenany
u koLhcb6 (Kovacs et al., 2006). Pokles Fv/Fm bol esSte vyraznejsi u rastlin
analyzovanych na konci nocnej fazy (tj. dlhodobej adaptacie na tmu). Tento fakt
potvrdil predbezné vysledky z pilotnych merani na mutantnych rastlinach ko3+6,
u ktorych bol pozorovany pokles Fv/Fm v priebehu temnostnej adaptacie.

Na objasnenie ¢asového priebehu tohto fenoménu sa vytvoril 24 h protokol, ktory
mal zhodnotit’ priebeh klesania Fv/Fm v tme a hlavne casovy interval potrebny
na stabilizaciu Fv/Fm. Pre toto meranie bol vyuzity iny pristroj ako na merania
prezentované na obrazkoch €. 14, 16 a 17, ¢o viedlo k mierne odliSnym absolutnym
hodnotam parametru Fv/Fm.

Prvé meranie parametru Fv/Fm prebehlo po 4 hodinach od zaciatku svetelnej fazy
s rastlinami adaptovanymi 30 min na tmu. Vo vysledkoch tohto testovania mdzeme
pozorovat’ u WT aj koPsbS stabilny charakter Fv/Fm po prechode do temnostnej fazy,
ale aj po opdtovnom navrate do svetelnej fazy (viz. Obr. 15).

RadikalnejSie rozdiely st u ko3+6 a ko3+6+S, u ktorych je vidiet’ postupné klesanie
Fv/Fm s rastiicou dobou adaptacie na tmu. Nase vysledky ukazuja, ze tento pokles sa
zastavil priblizne po 4 hodindch temnostnej adaptacie a nasledne sa parameter Fv/Fm
vratil priblizne na povodné hodnoty po zhruba 30 min aklimacii na svetlo. Trend
1 vel'kost” poklesu Fv/Fm su priblizne rovnaké u ko3+6 a ko3+6+S, ¢o naznacuje, Ze
protein PsbS tento pokles vyrazne neovplyviiuje.

Dévodov vysvetlujicich znizenie parametru Fv/Fm v priebehu DA moéze byt

viacero. Podrobnej$ia analyza ukazuje, Ze zatial' o hodnota maximalnej fluorescencie
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Fm sa u LA a DA rastlin vyrazne nemeni (viz. Obr. 17), minimalna fluorescencia Fo sa
pri dlhodobej adaptacii na tmu u genotypov ko3+6 a ko3+6+S zvySuje (viz. Obr. 16).
Medzi mozné pric¢iny narastu Fo patri odpojenie svetlozbernych antén od RC, cize
antény prijimaju svetelni energiu, ale nedokazu ju odovzdat do RC, tym padom
nefunguju ako kolektor pre RC. Takto odpojené antény pasivne svietia a dochadza ku
vzniku zvySenej fluorescencie (Ruban, 2012), co spdsobuje vyrazny ndrast Fo
u mutantov ko3+6 a ko3+6+S (viz. Obr. 16), zatial ¢o Fm zostava prakticky

nezmenené, ako je potvrdené i v nasich vysledkoch (viz. Obr. 17).
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Obr. 14 Maximalny kvantovy vytazok fotochémie PSII (Fv/Fm) s porovnanim zmien
nastavajucich pocas LA a DA denného cyklu. Hodnoty st vyjadrené ako priemer + SD, n = 4.
Skupiny dat so signifikantnym rozdielom, medzi DA a LA v ramci genotypu, podla t-testu
(p < 0,05) st oznacené hviezdickou.
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Obr. 15 Vyvoj maximalneho kvantového vytazku fotochémie PSII (Fv/Fm) v priebehu 24 h.
Hodnoty su vyjadrené ako priemer £ SD, n = 4 — 6; svetelnéd faza je naznacena zltou farbou,
Seda reprezentuje temnostnu fazu.
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Obr. 16 Minimalna fluorescencia (Fo) s porovnanim zmien nastavajicich u jednotlivych
genotypoch rastlin pocas LA a DA denného cyklu. Hodnoty st vyjadrené ako priemer + SD,
n = 4. Skupiny dat so signifikantnym rozdielom, medzi LA a DA v ramci genotypu, podla
t-testu (p < 0,05) st oznacené hviezdi¢kou.
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Obr. 17 Maximalna fluorescencia PSII (Fm) s porovnanim zmien nastavajucich v genotypoch
testovanych rastlin pocas LA a DA denného cyklu. Hodnoty st vyjadrené ako priemer + SD,
n=4.

4.3.4 Nefotochemické zhaSanie

NPQ je jeden zo spdsobov ochrany rastlin pred nadbytocnym slne¢nym Ziarenim, ktoré
nie su schopné efektivne vyuzit' vo fotosyntéze. Ak u rastlin funguje qE zlozka NPQ, jej
nastup sa uskutocni rychlym znizenim maximalnej fluorescencie (v sekundach az
minutach) po nastoleni podmienok so zvySenou intenzitou svetla. V nasom pripade sme
upriamovali pozornost’ predovSetkym na NPQ u mutantov bez proteinu PsbS,
v porovnani s rastlinami obsahujiicim PsbS protein, na ktorom je qE priamo zavisle a
hlavne na odliSnosti nastavajice poas LA a DA. A druht ddéleziti rolu pre nés
zohravali rastliny bez proteinu Lhcb6, pretoze podl'a Kovacs ef al. (2006) by minoritna
anténa Lhcb6 mala priamo interagovat s proteinom PsbS.

U WT rastlin sme pozorovali NPQ krivku s typickym priebehom (viz. Obr. 18 a Obr.
20), danu predovsetkym aktivaciou qE zhaSania, ktoré vel'mi rychlo relaxuje po vypnuti
svetla. U mutantov koPsbS je NPQ vyrazne zniZené, aktivacia zhdSania je velmi pomala
a taktiez dochadza k vel'mi pomalej relaxacii zhdSania po vypnuti svetla (viz. Obr. 18
a Obr. 20). Tento typ chovania je v sulade s predchadzajucimi Studiami (Li et al., 2000;
Dall’Osto et al., 2005).
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U mutantov ko3+6 je vidiet, ze aktivacia NPQ prebieha vo dvoch fazach (viz. Obr.
18 a Obr. 20). Toto chovanie je pozorované predovsetkym u rastlin po dlhodobe;j
adaptacii na tmu (po 16 — 20 hodinach) (viz. Obr. 20). Tento dvojfazovy narast NPQ bol
uz pozorovany na mutantoch Arabidopsis bez vsetkych troch minoritnych antén (Lhcb4,
Lhcb5 a Lheb6) (NoM mutanty) (Dall’Osto et al., 2017). U tohto mutanta, ale nebola
potrebna dlhodoba temnostna adaptacia. Podl'a hypotézy prezentovanej Townsend et al.
(2018) je prva rychla faza narastu NPQ u NoM zavisla na pritomnosti protonovaného
PsbS, zatial ¢o druhd pomalSia faza nérastu pravdepodobne suvisi s tvorbou
proténového gradientu a aktivaciou tzv. xantofylového cyklu. V porovnani s WT u NoM
dochadza ku tvorbe gradientu pomalSie v dosledku pomalSieho elektronového
transportu, tj. dochddza ku spomaleniu tvorby zeaxantinu. Podobny efekt teda
predpokladdme i u ko3+6 po dlhej adaptacii na tmu.

Pociatocny narast NPQ u ko3+6 je skutocne zavisly na pritomnosti PsbS, pretoze
u ko3+6+S sa tento strmy narast nevyskytuje (viz. Obr. 19 a Obr. 21). Je teda zrejme, Ze
1 u mutantov bez Lhc6 hra PsbS doélezitu Ulohu v indukcii NPQ. Zo ziskanych
vysledkov mdézeme povedat’, ze hypotéza, ktora bola polozena v ¢lanku Kovacs et al.
(2006) ohl'adom priamej zavislosti qE na pritomnosti Lhcb6 proteinu, nie je v korelécii
s nasimi ziskanymi vysledkami. Zaroven nase vysledky ukazuja, ze nefotochemickeé
zhéaSanie u smreka a jeho pribuznych rastlin, ktorym chybaji proteiny Lhcb3 a Lhcb6,
pravdepodobne je taktiez vyrazne zavislé na PsbS rovnako, ako je NPQ u inych vyssich
rastlin.

Z porovnani krivieck NPQ u mutantov bez PsbS vyplyva, ze aktivacia u ko3+6+S je
pomalSia neZ u mutantov koPsbS. Pokial prijmeme vysSie zmienent hypotézu
Townsend et al (2018), Ze tato faza narastu NPQ suvisi s aktivaciu xantofylového cyklu
prostrednictvom tvorby protonového gradientu, je mozné pomalSiu aktivaciu zhaSania
u ko3+6+S pravdepodobne pripisat spomalenému elektronovému transportu,
tj. spomaleniu tvorby proténového gradientu. Tento jav je opédt vyraznejsi u rastlin
po dlhodobej adaptacii na tmu a dé sa teda vyslovit hypotéza, ze pri dlhodobej adaptacii
na tmu dochéadza u ko3+6 ku zniZeniu rychlosti elektronového transportu.

Zaujimavym javom je taktiez skorSi narast NPQ u ko3+6 v porovnani s WT, ktory
bol pozorovany (u LA aj DA rastlin). Tento efekt by mohol byt vysvetleny ,,lepSou

pripravenost'ou® PSII pre indukciu zhaSania vd’aka ,,slabSej vézbe* majoritnych LHC
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v dosledku chybajucich proteinov Lhcb3 a Lhcb6 (viz. Obr. 19 a Obr. 21). To, ze
u ko3+6 by mohlo dochadzat’ k ¢iastocnému odpojeniu LHC, je v sulade so zvySenou
minimalnou fluorescenciou Fo (viz. vysSie). Predpokladéd sa, ze aby mohla prebehntt
indukcia NPQ, je potrebné najskor odpojit’ majoritné LHC, ¢o je spustané acidifikaciou
lumenu po osvieteni lumenu intenzivhym svetlom (Ruban, 2016). V pripade, Ze su
u ko3+6 LHC trimery naviazané slabsie nez u WT alebo pokial’ sii ¢iasto¢ne odpojené,
moze to viest’ k rychlejSiemu narastu NPQ. Tento jav je v korelécii aj s predchadzajiicou

studiou (Townsend et al., 2018), v ktorej nastala rychlejsia indukcia NPQ u NoM.
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Obr. 18 Nefotochemické zhaSanie nastavajice u rastlin vo svetelnej faze dia po 30 min adaptacii
na tmu. Hodnoty su vyjadrené ako priemer + SD, n = 4.
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Obr. 19 Zaostrenie Obr. 18 na pociatoént fazu NPQ v priebehu 200 s. Hodnoty st vyjadrené
ako priemer + SD, n = 4.
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Obr. 20 Priemerné NPQ u testovanych rastlin odobratych z temnostnej fazy, ktora bola nésledne
v rozmedzi 16 — 20 h. Hodnoty st vyjadrené ako priemer + SD, n = 4.
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Obr. 21 Zaostrenie Obr. 20 na pociatocntl fazu NPQ v priebehu 200 s. Hodnoty st vyjadrené
ako priemer £ SD, n =4.

4.3.5 Reoxidacia P700

P700 je dimérické RC s naviazanym chl a, ktoré je asociované s PSI a ma rovnaku
funkciu ako P680 u PSII. Redoxny stav P700 je mozné sledovat’ spolocne s meranim
fluorescencie na zéklade merania absorpénych zmien v oblasti 700 nm. Odozva P700
na zapnutie aktinického svetla ma typicky trojfazovy priebeh (viz. Obr. 22).

U rastlin adaptovanych na tmu je RC P700 naplno redukované (bod 1, viz. Obr. 22).
Po osvetleni nastava rychla oxidéacia P700 (prechod zo zékladnej formy do oxidovanej;
P700") v dosledku odtoku elektronov na akceptor (ferredoxin) (faza 2, viz. Obr. 22).
Snahou P700" je vratenie sa do zakladnej formy a to pomocou redukcie P700" — prijatia
elektronov od PSII. Akonahle elektrony dorazia z PSII, dochadza opitovne k docasnej
redukcii (faza 3, viz. Obr. 22). Aktivacia odtoku elektronov z PSI na NADP' potom
postupne vedie k opédtovnej oxidacii (reoxidécii) (faza 4, viz. Obr. 22). Rychlost
reoxidacie P700 teda odrdza rovnovdhu medzi pritokom elektrénov z PSII do PSI
a odtokom elektronov z PSI na konecné akceptory.

Na obrazku ¢. 23 su typické priebehy absorpénych zmien P700 po zapnuti
aktinického svetla. Aktinické svetlo (800 pE) bolo zapnuté v ¢ase 0 s. V ¢asoch 10 s,

30s, 60 s a v dalsich 60s intervaloch boli aplikované saturacné pulzy nasledované
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Obr. 22 Ilustrativny priebeh reoxidacie P700. Bod 1 — zakladna hladina odpovedajica 30 min
adaptacii na tmu; faza 2 — oxidacia P700 nastavajiica po spusteni aktinického svetla; faza 3 —
redukcia P700; faza 4 — reoxidacia P700; P700" — oxidovany stav , P700 — redukovany stav.

kratkymi vypnutiami aktinického svetla. Tieto pulzy boli vyuzit¢ pre vypocet
parametrov chlorofylovej fluorescencie, ktord bola merand paralelne s meranim P700.
Vo vysledkoch, ktoré boli namerané na testovanych genotypoch mézeme pozorovat’
uWT aj koPsbS omnoho dlhs§i Casovy interval potrebny na dosiahnutie tUplnej
reoxidacie P700 voci ko3+6 a ko3+6+S. U WT aj koPsbS je potrebnych priblizne 120 s
na dosiahnutie reoxidacie, zatial’ o ko3+6 a ko3+6+S je reoxidacia podstatne rychlejsia
(cca 40 s). Absencia PsbS teda nemd na priebeh P700 vyraznejsi efekt. RychlejSia
reoxiddcia PSI u mutantov ko3+6 a ko3+6+P moze byt vysvetlend spomalenim
linearneho elektronového transportu z PSII, napriklad v désledku zhorSenej diftizie
plastochinonovych prenaSacov (PQ) v tylakoidnych membranach (de Bianchi et al.,
2008), ktory moze byt sposobeny tvorbou semikrystalov PSII v granach (Kovécs et al.,
2006) (viz. Obr. 23). Porovnanie LA a DA rastlin u ko3+6 a ko3+6+S taktiez naznacuje,
7ze dlhodoba adaptiacia na tmu eSte rychlost reoxidacie mierne zvySuje. Toto
pozorovanie je v sulade s vysledkami analyzy fluorescencie chlorofylu diskutovane;j
vyssie, tj. ze dlhodobd adapticia na tmu pravdepodobne vedie ku spomaleniu

fotosyntetického elektronového transportu z PSII na PSI.
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Obr. 23 Priebeh reprezentativnych kriviek reoxidacie P700 pocas zhasacej analyzy u vSetkych
testovanych genotypov rastlin (WT, koPsbS, ko3+6 a ko3+6+S) po odobrati zo LA a DA
denného cyklu. Rastliny z LA boli 30 min pred analyzou adaptované na tmu.
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5 ZAVER

V tejto bakalarskej prace sme v teoretickej Casti postupne rozoberali dve hlavné témy
ato Arabidopsis thaliana ako modelovy organizmus a jeho rdzne vyuzitie pocas
vyskumnych projektov. A druhd Cast’ opisovala oxygénnu fotosyntézu so zameranim
na svetlozberné antény a ochranu voci svetlu s vysokou intenzitou.

Experimentalna Cast’ bola taktieZ rozdelena na dva celky, ulohou prvého celku bola
priprava mutanta koLhcb3koLhcb6koPsbS pomocou postupného krizenia mutantov
koLhcb3koLhcb6 a koPsbS s priebeznou selekciou pomocou PCR podla predpripravenej
stratégie. Vysledného homozygotného mutanta sme vyselektovali v F3 generécii a jeho
semiaCka sa vyuZili na pestovanie rastlin pre druhti Cast' experimentalnej prace.
V druhej casti sa uskutocnila u rastlin fyziologickd charakterizdcia na zaklade
parametrov  chlorofylovej fluorescencie so sustredenim sa na qE zlozku
nefotochemického zhaSania.

Tato praca naviazala na vysledky pilotného projektu, pri ktorom bol
charakterizovany mutant Arabidopsis thaliana koLhcb3koLhcb6, ktory bol pripraveny
ako ,,hruba*“ analdgia fotosyntetického aparatu u P. abies. Na zéklade experimentov
snovo pripravenym mutantom sa da konStatovat, Zze prva ,rychla® faza
nefotochemického zhéasSania u koLhcb3koLhcb6 je zéavisla na proteine PsbS. Tento
vysledok spochybiiuje hypotézu publikovanu v clanku Kovasc et al.(2006), ze Lhcb6 je
jednym z hlavnych interakénych partnerov PsbS. Da sa teda predpokladat’, ze protein
PsbS je klI'icovy 1 pre indukciu nefotochemického zhéasania u P. abies, napriek tomu, ze
proteinové zloZenie PSII je u neho odliSné od ostatnych vyssich rastlin (Koufil et al,
2016).

Vysledky fyziologickej analyzy koLhcb3koLhcb6 a koLhcb3koLhcb6koPsbS taktiez
ukazali, ze u tychto mutantov dochadza pravdepodobne k rozvolneniu / ¢iastocnému
odpojeniu svetlozbernych antén, ¢o mé& za nasledok netypicky dvojfdzovy priebeh
krivky nefotochemického zhaSania, zvySenie minimalnej fluorescencie Fo a spomalenie
elektronového transportu z PSII. Potvrdil sa taktiez netypicky jav, a to ze tieto efekty s
vyraznejSie u rastlin dlhodobo (viacej nez 4 h) adaptovanych na tmu. Presny
mechanizmus ani pripadny fyziologicky vyznam tychto zmien zatial’ nie je znamy, ale

bude predmetom d’alSich analyz.
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Do budicna by bolo zaujimavé zistit, akd bude fyziologickd odozva mutantov
koLhcb3koLhcb6koPsbS na akliméciu na vysoku intenzitu svetla. Je zname, Ze koPsbS
je citlivy na vysoku intenzitu svetla a zarovenl vieme, ze u rastlin pestovanych
pri vysokej intenzite svetla dochadza ku znizeniu mnozstva proteinov Lhcb3 a Lhcb6.
Ponuka sa otazka, ¢i by absencia Lhcb3 a Lhcb6 mohla napriklad zniZit' senzitivitu
koPsbS voci vysokej intenzite svetla. V plane je taktiez d’alej pokracovat’ v projekte
zameranom na vytvorenie ,,modelu” PSII z P. abies pomocou muticii A. thaliana.
Nedavne prace ukazuju, ze pre vysvetlenie rozdielov v Struktire a chovani PSII u P,
abies a d’alSich vysSich rastlin by mohla byt kI'aCova minoritna anténa Lhcb4 a tymto

smerom budil zamerané d’alSie Stadie.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

CTAB
EtBr

F generacia
Fm

Fm’

Fo

FP
Fv/Fm
GP

HM

HZ

Chl

ko

ko3+6
ko3+6+S
LHC
LHCI
NoM
NPQ

P generacia
P700"
PCR

PQ

PSI

PSII

QA

qE

ql

qP

qT

RC
RC PSII

cetyltrimetylamonium bromid

etidium bromid — 2,7-diamino- 10-etyl-9-fenylfenanthridiniumbromid
filidlna generacia

maximalna fluorescencia chlorofylu

maximalna fluorescencia chlorofylu na svetle

minimalna fluorescencia chlorofylu

fenotypovy pomer

maximalny kvantovy vytazok fotochémie fotosystému 11
genotypovy pomer

homozygot

heterozygot

chlorofyl

knockout

koLhcb3koLhcb6

koLhcb3koLhcb6koPsbS

svetlozberny komplex

svetlozberny komplex fotosystému I1

mutanty Arabidopsis thaliana bez minoritnych svetlozbernych antén
nefotochemické zhésanie

parentalna generacia

oxidovany stav P700

polymerazova retazova reakcia

plastochinon

fotosystém I

fotosystém II

plastochinon A

zhéasanie zavislé na energii

fotoinhibicné zhésanie

fotochémické zhasanie

zhaSanie zavislé na stavovych prechodoch spojenych s presunom
svetlozbernych antén z medzi PSII a PSI

reak¢éné centrum

reakéné centrum fotosystému II
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ROS
T-DNA
TAE

TBE
Ti-plazmid
nE

reaktivne formy kyslika
transferovda DNA
Tris/Acetate/EDTA
Tris/Borate/EDTA
tumor-indikujuci plazmid

pmol fotonov ms™
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