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1 UVOD

Fotosyntéza je biochemicky proces, bez kterého by zivot na Zemi nemohl existovat, tak
jak ho zname. Je to velmi slozity proces, na kterém se podili mnoho ¢asti, které na sebe
navazuji a tim utvafi proces, ktery stoji za vétSinou zivota na Zemi. Jednou z téchto

casti je fotosystém II.

Fotosystém II je klicovou slozkou fotosyntézy a je umistén, v thylakoidnich
membranach. Je to supekomplex, ktery je slozen z jadra a z svétlosbérného komplexu,
ktery obklopuje jadro. Tento svétlosbérny komplex je slozen ze svétlosbérnych
proteint, které jsou schopné vazat chlorofyl a diky tomu jsou ziskavat energii ze

slune¢niho zafeni.

Mezi tyto proteiny patii také LHCBS protein, ktery byl pivodné nazvany LHCB4.3,
protoze byl predpoklad o jeho podobnosti s ostatnimi izoformami LHCB4 proteinu.
Toto bylo vSak postupné od jeho objeveni vyvraceno, a proto byl tento protein
pfejmenovan. Jeho funkce neni jesté zcela objasnéna, ale spojuje se s fotoinhibici,
protoze v krytosemennych rostlinach exprimovan vice pii pusobeni vysoce intenzivniho
zateni, zatimco v klidovém stavu je jeho mnozstvi zanedbatelné. Toto vSak neplati pro
vétsinu nahosemennych rostlin, protoze bylo objeveno ze u smrku ztepilého a u dalSich
nahosemennych rostlin je tento protein exprimovan bézné¢ (Grebe et al., 2019) a nejen

pfi pusobeni vysokeé intenzity svétla jako je tomu u krytosemennych rostlin.

Motivaci k této praci je 1épe prozkoumat protein LHCBS8 a jeho funkci v ramci
fotosystému II jak u krytosemennych, tak nahosemennych rostlin. ReSeni této
bakalarské prace bylo umoznéno diky grantu s ndzvem , Role proteinu LHCBS8 v
organizaci a funkci svétlosbémého komplexu fotosystému II, ktery nyni zkouma
protein LHCB8 a tato prace by meéla pfispét k objasnéni jeho funkce vytvorenim

homozygotnich linii A. thaliana s overexpresi LHCBS proteinu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Fotosyntéza

Fotosyntéza (FS) je biochemicky proces, pii kterém dochéazi k absorbaci energie
slune¢niho zafeni a jeho naslednou pfeménu na energii chemické vazby. Opacnym
procesem fotosyntézy je respirace. Tento =zakladni fyziologicky proces je
charakteristicky pro Sirokou S$kalu organismd, vcetné nékterych bakterii, sinic,

nezelenych a zelenych fas a vy3Sich rostlin.

Fotosyntéza se sklada ze dvou hlavnich fazi. Prvni faze, nazyvana svételnad nebo
primarni, je klicova pro absorpci svételné energie fotosyntetickymi pigmenty. Tato
energie je pak vyuzita k syntéze ATP a redukovanych forem prenasecu elektrond, jako
jsou ferredoxin a NADPH. Soucasti této faze je také uvolfiovani kysliku, ktery je
dulezity pro Zivotni prostiedi.

Produkty primarni faze, véetné ATP a redukovanych forem, jsou nasledné vyuzity
v druhé fazi fotosyntézy, znamé jako sekundarni, syntetickd nebo temna faze. V této
fazi dochazi k fixaci oxidu uhli¢itého (CO2) do organickych molekul prostfednictvim

Calvinova cyklu, coz umoziiuje tvorbu organickych sloucenin.

Je obecné pfijimano, ze tento proces se vyvinul pred vice nez 3,5 miliardami let.
Prvni fotosyntetizujici organismy byly pravdépodobné anoxygenni bakterie, které
vyuzivaly svétlo k produkci energie. Anoxygenni fotosyntéza, ktera probiha u neékterych
bakterii a archeobakterii, umoziuje vyrobu potravy (cukrd) pomoci svétla bez
pritomnosti kysliku. Postupné se vyvinula oxygenni fotosyntéza, ktera je efektivnéjsi
a produkuje vice energie. To umoznilo vyvoj vysSich organismi, které mohly

efektivné]i vyuzivat energii ze slunec¢niho svétla.

2.1.1 Oxygenni fotosyntéza

Oxygenni fotosyntéza je proces, ktery se vyskytuje u vétSiny rostlin, hub a nékterych
bakterii. Tento proces umoziiuje t€mto organismim vyrabét cukry za pomoci svétla,
pfiCemz kyslik se uvolriuje jako produkt a uhlik se dodava ve formé oxidu uhlicitého.
Tento typ fotosyntézy se vyvinul u piedki modernich cyanobakterii a je hlavnim
producentem kysliku a organické hmoty na Zemi. Probiha ve dvou fazich — syntéza

a oxidace. Syntéza vyuziva svételnou energii k rozkladu vody na kyslik a redukci oxidu



uhelnatého na uhlohydraty, jako je glukdza, ptficemz vznikaji ATP a NADPH. Oxidace
zahrnuje reakce k oxidaci NADPH na NADP* a tvorbu ATP. Timto procesem rostliny

produkuji energii za svétla a uvoliiuji kyslik nezbytny pro zivot zivocichi.

Oxygenni fotosyntéza zahrnuje reakce, které se vyskytuji hlavné, ale ne vyhradné,
v chloroplastech. Tyto organely jsou ohraniCeny dvojitou membranou a obsahuji
thylakoidni membrany, které tvoii sit’ zplostélych diskti nazyvanych thylakoidy. Tyto
membrany obsahuji proteinové komplexy zapojené do svételné faze fotosyntézy.
Thylakoidni membrany oxiduji vodu, redukuji NADP a syntetizuji ATP, coz je
umoznéno multijednotkovymi komplexy fotosystém I, fotosystém II, F ATPasa
a cytochrom b6f, které utvari elektronovy a protonovy transportni fetézec (Johnson,
2016). Usporadani téchto jednotlivych komplexti a jejich podil na reakcich

probihajicich v thylakoidni membrané je zaznaceno na Obr.1.
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Obrazek 1. Schéma jednotlivych superkomlexu podilejicich se na fotosyntéze v ramci
thylakoidové mebrany. Znazoréni autoprotolyzy vody pomoci fotosystému II. Znazornén
elektronovy a protonovy fetézec. Pfevzato z https://newunderthesunblog.wordpress.com/the-
basics/the-light-reactions/photosystem-ii/
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2.2 Fotosystém II

Fotosystém II (PSII) je klicovou soucasti fotosyntetického mechanismu nachazejici se v
thylakoidni membrané chloroplast. Jeho slozita struktura zahrnuje nékolik klicovych

prvka.

Jadro PSII se prevazné sklada z proteini D1 a D2, které tvori reak¢ni centrum, kde
probihaji fotochemické reakce. Tyto proteiny jsou podporovany dalSimi podjednotkami,
jako jsou CP47 a CP43, spolu s kofaktory, vCetné chlorofylu a karotenoidu, které
zachycuji a prenaseji svételnou energii do reak¢niho centra. V jadre je zasazen komplex
kyslikového vyvoje, ktery je zodpovédny za katalyzu §t€peni molekul vody na kyslik,
protony a elektrony, proces nezbytny pro udrzeni aerobniho zivota na Zemi. Pfesna
usporadani a interakce téchto slozek uvniti jadra PSII umoziiuji efektivni pfenos energie
a prenos elektront, coz vede k produkci molekularniho kysliku a usnadriuje tok
elektrona skrze fotosynteticky fetézec. Okolo reak¢niho centra se nachazeji anténové
komplexy, které obsahuji molekuly chlorofylu a karotenoida. Tyto anténové pigmenty
zachytavaji fotony svételné energie a smeéruji je do reakcniho centra, coz zvySuje

ucinnost absorpce svétla.



2.3 LHC rodina proteinu

Fotosyntetické organismy se spoléhaji na rizné zpusoby sbéru svétla, proto se béhem
evoluce fotosyntetickych organismt vyvinulo mnoho druhti svétlosbérnych komplexu,
které maji riznou strukturu. LHC (light-harvesting complex) rodina proteind patfi
do suver-rodiny LHC proteinti, kde se mimo jiné také nachazi LIL (light-harvesting

PsbS (photosystem II sub-unit S) a FCII (ferrochelatase) rodiny (Lan et. al. 2023).
LHC proteiny se nachazeji u témér vSech fotosyntetickych eukaryotnich organismu a je
dokazana jejich funkce pii sbéru svételné energie pro primarni fotochemické reakce

fotosyntézy a také pti fotoprotekci fotosyntetického aparatu.

LHC proteiny jsou typicky tvofeny tfemi transmembranovymi helixy, které je
ukotvuji v thylakoidni membrané chloroplasti (Biichel, 2015, Rochaix a Bassi, 2019).
Transmembranové helixy jsou uspofadané v konfiguraci, které jim umoziuje navazat
pigmentové molekuly, jako jsou chlorofyly a karotenoidy. Vazebné domény LHC
proteinti pro pfislusné pigmenty obsahuji specifické aminokyselinové zbytky, které
interaguji s kovovymi ionty chlorofylovych molekul a zajistuji jejich spravnou orientaci

a stabilitu v rdmci proteinového komplexu.

Primarni funkci téchto proteinl je zachycovani svételné energie v ramci anténovych
komplexi a prenos této energie do reakcnich center PSI a PSII. Kromé role pfi

ziskavani svételné energie se také LHC proteiny ucastni fotoprotekénich mechanisma.

Nejvyznamnéjsi skupiny proteinu patfici do této rodiny jsou LHCA a LHCB
proteiny. Proteiny patfici do téchto dvou skupinky jsou zaznacCeny v kladogramu, ktery
je znazornén na Obr. 2, kdy tento kladogram byl vytvofen a znazorfiuje sekvencni

podobnosti mezi jednotlivymi proteiny vyskytujici se v Arabidopsis thaliana, topolu a

ryi.
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Obrazek 2 Rodina proteinit LHC v Arabidopsis thaliana (ara), topolu (pop) a ryzi (ory) a jejich
vzajemna podobnost v ramci sekvence zaznaCena v kladogramu. Jednotlivé proteiny LHCA
oznaCeny al — a6 a jednotlivé proteiny LHCB oznaceny bl-b7. Pievzato z Klimmek et. al.
(2006) a upraveno.

2.2.1 LHCB proteiny

LHCB (light-harvesting chlorophyll a/b binding) proteiny jsou apoproteiny, tvorici
svétlosbérny komplex u PSII. Tyto proteiny se podileji na procesech ziskavani energie
ze svétla a jejim prenosu u mnoho fotosyntetizujich organismu, vcetné rostlin, fas a
sinic. V rostlinach jsou proteiny LHCB zakladni soucasti anténovych komplexi PSII,
kde absorbuji svételné zareni, diky tomu ziskaji excitani energii a poté tuto energii
prevadéji do reakcniho centra PSIL Tvori anténové komplexy, které absorbuji svételné
zafeni a diky tomu ziskaji excitacni energii, kdy poté tuto energii prevadéji na jaderny
komplex PSII. LHCB proteiny jsou dulezité pro rast a vyvoj rostliny a také pii odpovedi

vyS$sich rostlin na abioticky stres.



V ramci PSII superkomplexu tyto proteiny tvori vngjsi svétlosbérné antény. Presnéji
homo/heterotrimery LHCB1, LHCB2 a LHCB3 tvofi hlavni svétlosbérny komplex
(LHCII) superkomplexu PSII-LHCII, zatimco monomery LHCB4, LHCBS a LHCB6
tvoti minoritni (vedlejsi) antény superkomplexu PSII-LHCII — CP29, CP26 a CP24
(Jansson, 1994). Nejvétsi vycistény superkomplex PSII (C2S2M?2), jeho struktura je
zaznacena na Obr 3., se sklad4a z dimeru jadra PSII na néjz jsou navazany dvé kopie
CP29, CP26 a CP24. Na jadro je silné navazany LHCII trimer ozna¢ovan jako S trimer.
Tento trimer se sklada z LHCB1 a LHCB2 proteind. Pomoci CP29 je s jadrem spojeny
dalsi trimer LHCII oznacovan jako M trimer, ktery se sklada z LHCB1 a LHCB3
proteinu (Xu et. al., 2017).

Rozdily v pfitomnosti a mnozstvi jednotlivych LHCB proteini mezi ruznymi
fotosyntetizujicimi organismy odrazeji evolu¢ni adaptace na rozmanité podminky

prostiedi a selektivni tlaky. Studium téchto rozdild muze poskytnout vhled do

molekularnich mechanismi, které jsou zakladem adaptace v ramci rostlinné fise.

Obrazek 3. Struktura PSII-LHCIil superkomplexu se zaznacenim pozice LHCII antén, CP29,
CP26 a CP24. Dimerni jadro PSII je zobrazeno Cervené, vedlejsi antény modrfe, trimery S a M
fialov¢ a tyrkysové, chlorofyly jsou zobrazeny zelené. Prevzato z Xu et. al. (2017)



2.3.2 LHCB4 protein

LHCB4 protein tvoifi minoritni anténu oznacCenou jako LHCB4 nebo CP29, ktera
v ramci PSII-LHCII superkomplexu spojuje LHCII M-trimer a jadro PSII (zobrazeno na
Obr.3). V PSII hraje protein LHCB4 kli¢ovou roli pii optimalizaci procesu sbéru svétla
a prenosu energie. Podili se na rozSifeni absorpéniho spektra PSII, coz umoziiuje

efektivni zachyceni svételné energie napfic Sirokym spektrem vinovych délek.

Déle je LHCB4 nezbytny pro mechanismy fotoprotekce uvniti PSII. Pfispiva k
regulaci nadbytku excitované energie, coz predchazi poskozeni zptsobené reaktivnimi
formami kysliku za podminek vysokého osvétleni. Prostfednictvim rozptylovani
nadbytkové energie jako tepla pomoci nefotochemického zhaseni LHCB4 poméaha
chranit PSII pred fotoinhibici a oxida¢nim stresem (Chen et. al., 2018, de Bianchi et.

al.2011)

Pivodné byly popsany tfi isomery tohoto proteinu, a to LHCB4.1, LHCB4.2 a
LHCB4.3 v Arabidopsis thaliana (Jansson, 1999) kodovany geny LHCB4.1
(AT5G01530), LHCB4.2 (AT3G08940) a LHCB4.3 (AT2G40100) (de Bianchi et. al.,
2011). Jednotlivé isoformy proteinu LHCB4 jsou zastoupeny u rostlinnych druht rizng,
nékteré mohou u riznych rostlinnych druhti zcela schazet. V ramci A. thaliana bylo
zastoupeni i1soforem LHCB4.1 a LHCB4.2 popsano jako vzajemné rovné pii
normalnich podminkach a predpokladem je, ze jejich funkce je navzajem natolik

podobna, ze jsou funkéné zameénitelné (Ilikova et. al., 2021)

Protein LHCB4.3 byl od svého prvni popsani piejmenovan na LHCBS8 protein,

vzhledem k jeho strukturni odliSnost od dalSich isoforem proteinu LHCB4.



2.4 LHCBS protein

Lhcb8 protein byl dfive oznaCovan jako LHCB4.3 protein (Jansson, 1994), coz
naznacovalo jeho uzkou spojitost s proteinem LHCB4 a s jeho isoformami LHCB4.1 a
LHCB4.2. S dalsim zkoumanim tohoto proteinu vsak byly objeveny jeho odliSnosti od
ostatnich proteini LHCBA4, a proto byl pro tento protein navrzen nazev LHCBS, ktery
by odrazel jeho jedinecnost (Klimmek et. al., 2006).

Pti studiu proteinu LHCBS8 bylo prokéazano, ze tento protein postrada velkou cast C-
terminalni domény (Albanese et. al., 2019). Pivodné byl tento protein povazovan za
specificky protein pro krytosemenné rostliny, protoze byla jeho pfitomnost prokazana
jen u rostlinnych druht patfici do fadu Eurosidy I a II (Klimek et. al., 2006), avSak pfi
analyze dalSich rostlinych druhd byla prokazana pfitomnost tohoto proteinu u fadu
hvézdnikotvaré z oddéleni krytosemenné, ale také u oddéleni nahosemenné, s vyjimkou

zastupcu fadu cykasotvaré (Grebe et. al.,2019).

Za normalnich podminek je LHCBS8 protein u krytosemennych rostlin pifiomen
v minimalnim mnozstvi, jeho mnozstvi se ovSem zvySuje pii stresovych podminkéch,
presnéji pii pusobeni vysoké intenzity zafeni (Klimmek et. al.,2006). Dale byla popsana
mozny vliv LHCBS proteinu na odpoveéd’ rostliny na osmoticky stres a stres ze sucha

(Zhao et. al., 2020). namisto LHCB4

Pti analyze PSII u smrku bylo objeveno, Ze tento se v jeho strukture nachazi LHCBS
namisto LHCB4, a také ze postrada tento superkomplex minoritni antény LHCB6 a

LHCBS3, coz se stalo pfedmétem dal§iho zkoumani LHCBS proteinu.



2.5 Gateway klonovani

Gateway klonovani, vyrazné zjednodusila proces pfenosu DNA fragmenti mezi vektory
ve srovnani s tradiénimi metodami zalozenymi na restrikénich enzymech. Sestava ze
dvou hlavnich reakci: BP (nebo BP klonasa) reakce a LR (nebo LR klonasa) reakce,
pficemz kazda ma v klonovacim procesu své specifické ucely (Reece-Hoyes a Walhout,

2018a).

BP reakce slouzi jako pocatecni krok v procesu klonovani Gateway a ma za cil
prenést DNA fragment z4jmu z darcovského vektoru do vstupniho vektoru. Tato reakce
je klicova pro vytvoreni vstupniho klonu obsahujiciho DNA fragment ohrani¢eny
specifickymi rekombina¢nimi misty znamymi jako attL mista. K rekombinaci dochazi
mezi attB misty v darcovském vektoru a attP misty v vstupnim vektoru, katalyzované
enzymem BP klonasa. Tato enzymaticka vyména umoziiuje piesnou integraci DNA
fragmentu do vstupniho vektoru, ¢imz se zajisti vytvoreni standardizovaného vstupniho

klonu pfipraveného k dal§i manipulaci. (Obr. 4.1)

Nasledujici LR reakce dokoncuje prenos DNA fragmentu do destinacniho vektoru,
generuje rekombinantni plazmid vhodny pro nasledné aplikace. V LR reakci je vstupni
klon obsahujici DNA fragment ohraniCeny attL misty smichan s destinatnim vektorem
obsahujicim attR mista. Enzym LR klonasa usnadfiuje rekombinaci mezi attL. misty ve
vstupnim klonu a attR misty v cilovém vektoru. Tato enzymaticka rekombinace vede k
pfenosu DNA fragmentu z vstupniho klonu do destinacniho vektoru, ¢imz vytvari
rekombinantni plazmid. LR reakce zajisti presnou integraci DNA fragmentu do

destina¢niho vektoru (Obr. 4.2).

Gateway klonovani je Siroce vyuzivano v ruznych oblastech molekularni
biologie diky své efektivité, vSestrannosti a Skalovatelnosti. Vyzkumnici vyuzivaji tuto
techniku pro analyzu exprese gend, studium exprese proteint, analyzu promotort a
generaci fuznich proteina. Jeho schopnost zjednodusit konstrukei expresnich vektort a
rekombinantnich DNA molekul ho ¢ini zvlasté cennym pro experimenty ve vysokém
prutoku a analyzy vice genu. S pomoci Gateway klonovani mohou vyzkumnici
manipulovat s DNA fragmenty s pfesnosti a snadnosti, coz vyrazné posiluje jejich

poznani genetickych procest a biologickych systému.
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(1) BP reaction

Byproduct
I
ccdB attR1 ccdB attR2 Gene
Gene — > ez a1 4 ® an2
— 4 Donor Entry
Vector » Vector
atts1 attB2 BP reaction
(2 LP reaction cedB
attP1 IRy, attP2
Toxic
Byproduct
Gene Gene
arg1 ttB2
attL.1 ‘ - attL2 / A a
Entry . Expression
Vector + > v

Vector

LR reaction

Obrazek 4. Schéma Gateway klonovani
1- BP reakce — zakomponovani amplifikovan¢ho fragmentu do donorového vektoru za vzniku

vstupniho vektoru
2 — LR rekace - kombinace vstupniho vektoru a destinaéniho vektoru za vzniku toxického

meziproduktu a expresniho vektoru
Prevzato z https://blog.addgene.org/plasmids-101-gateway-cloning
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy

3.1.1

Biologicky material

Rostliny:

- Arabidopsis thaliana (A. thaliana), divoky typ (wild type, WT, ekotyp Col-
0)

- Mutant A. thaliana kolhcb8, dodany Skolitelem

Bakterie:

- Escherischia coli (E.coli) NEB Salpha

- Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) GV3101

Geneticky material:
- pDONRP4-P1 — dodano skolitelem
- pH7m246W-FAST — dodany skolitelem (podle Shimada et. al. 2010)
- pDONR207::AtLHCB - dodany Sokolitelem
- promotor CaMV35s

3.1.2 Chemikalie

Agarosa (Sigma-Aldrich)

BigDye (Thermo Fisher Scientific) « Primery (Eurofins Scientific)
CutSmart pufr (New England Biolabs)

ddNTPs (Sigma-Aldrich)

ddPCR supermix (Bio-Rad)

DMSO (Duchefa)

DNA Ladder 100-5000 bp (Thermo Fisher Scientific)

DNA Loading Dye, Blue (6X) (Thermo Fisher Scientific)

dNTPs (New England Biolabs)

Ethanol (Merck)

Ethanol (Merck)

Ethidium bromid (NeoLab)

Gentamycin (Merck)

LB médium

Mfel restrikéni enzym (New England Biolabs)

Olej pro generovani droplet (Bio-Rad)

Primery (Eurofins Scientific)

Primery (Eurofins Scientific) — jednotlivé primery i jejich sekvence uvedeny u
metod

Proby (Thermo Fisher Scientific)

Pufr EB (Qiagen)

Pufr PE (Qiagen)

Pufry PB (Qiagen)

Pufry pro izolaci rostlinné DNA (PL1, PC, PW1, PW2, PE) (Macherey-Nagel)
Q5 DNA polymeraza (New England Biolabs)

Q5 reakeni pufr (New England Biolabs)
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e Rifampicin (Merck)

e RNasa A (Macherey-Nagel)

e Sacharosa (Lachner)

e Sekvenacni pufr (5X) (Thermo Fisher Scientific)
e Silwet L-77 (ClonTech)

e Spectinomycin (Merck)

e TAE pufr (10X) (Thermo Fisher Scientific)

e TE pufr (Thermo Fisher Scientific)

YEB medium (Thermo Fisher Scientific)

3.1.3 Pristrojové a ostatni vybaveni
e (Centrifuga (Labnet International)
e Digitalni pfedvazky (Scaltec instruments GmbH)
e Fluorescen¢ni mikroskop (Olympus)
e Homogenizator (Qiagen)
e Chlorofylmetr SPAD 502 Plus DL (Konica Minolta)
e Inkubator (Novus Ferro)
e Kapilarni sekvenator (Thermo Fisher Scientific)
e Lyofilizator (LabGene)
e NanoDrop® ND 1000 spektrofotometr (Thermo Fisher Scientific)
e PCR cycler (Bio-Rad)
e Plate Sealer (Bio-Rad)
e (X200 ddPCR systém (Bio-Rad)
e Spektrofotometr (Thermo Fisher Scientific)
e Systém pro horizontalni elektroforézu (Thermo Fisher Scientific)
e Termoblok (Thermo Fisher Scientific)
e Tiepacka (Eppendorf)
e UV transiluminator (Syngene International Limited)
e Vodni lazen (Grant Instruments)

3.1.4 Kity a navody
e PCR Using Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs)
e Floral dip protokol (upraveno podle Clough a Bent (1998))
e NucleoSpin® Plant II kit (Mecherey-Nagel)
e Qiaquick PCR purification kit (New England Biolabs)
e Manual pro Digital Droplet PCR (Bio-Rad)
e Plasmid DNA Purification using the QIAprep Spin Miniprep Kit and a
Microcentrifuge
e Phire Plant Direct PCR Kit od Thermo Scientifi
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3.1.5 software
e Microsoft Excel
e Microsoft PowerPoint (Dotmatics)
e SnapGene
e Software QuantaSoftTM (Bio-Rad)
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3.2 Metody

3.2.1 Péstovani rostlinného materialu

Rostliny A. thaliana WT pro transformaci a nasledné transformované rostliny pro zisk
homozygotni linie byly péstovany ve fytotronu pifi podminkach 16 h den, kdy teplota
byla udrzovana na 19 °C a intenzita svétla byla 130 umol-m?s' a 8 h noc, kdy teplota
byla udrzovana na 18 °C, relativni vlhkost vzduchu byla po celou dobu 65%. Seminka

A. thaliana byla pted samotnym zasazenim minimalné 24 hod. namoceny ve vodé.

Rostliny A. thaliana s fenotypem — WT, kolhcbS8, overexpresni linie oelhch8 C a R,
pouzité pro experiment na pozorovani vlivu vysoké intenzity osvétleni na jednotlivé
fenotypy A. thaliana byly péstovany pfi podminkach 8 h den (22 °C, 100 umol'm™ 's—1)
a 16 h noc (20 °C). Pro experimenty byly pak pouzity Sesti tydenni rostliny.

Rostliny A. thaliana s fenotypem — WT, oelhcb8, byly prvni tii tydny péstovany pii
podminkach 8 h den (22 °C, 100 umol'm™ s™') a 16 h noc (20 °C). Po tiech tydnech
byly rozdéleny do skupin, kdy jedna skupina zustavala u pavodnich podminek
(normalni podminky NL), druha skupina byla vystavena vysokému osvétleni 700
-1

umol'm-2 ‘s—1 a posledni byla vystavena vysokému osvétleni 700 pmol'm? s

a suchu. Po nasledujicih tfech tydnech byly rostliny analyzovany.

3.2.2 PCR s QS polymerazou

Reakce PCR (Polymerase chain reaction) s QS5 polymerazou byla vyuzita pro
amplifikaci promotoru CaMV35s. K provedeni byl pouzit protokol pro PCR s Q5
polymerazou — PCR Using Q5® High-Fidelity DNA Polymerase. Pro reakci byly
vyuzity dva primery Forward Primer (FP) a Reverse Primer (RP) (Tab. 1), kdy kazdy
m¢él zasobni koncentraci 100 uM, byl z nich utvoren roztok, ktery obsahoval 1 dil FP, 1
dil RP a 2 dily destilované vody, o vysledné koncentraci 25 uM, ktera byl pfidan do
reakce. Jako templat byla vyuzita pPDNA. Reakce probihala v objemu 25 pl a jednotlivé
slozky této reakce jsou uvedeny v Tab. 2. Podminky pro prubéh PCR, kdy teploty
a délka jednotlivych krokt, byly uzptsobeny vybranym primerim pro reakci a délce

templatu, jsou uvedeny v Tab. 3.
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Tabulka 1. Primery pouZzité k PCR s Q5 polymerdzou

Primer Sekvence
attB_CaMV35s_RP GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTAGTCCC
CCGTGTTCTCTCC

attB_CaMV35s_FP GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTACATG
GAGTCAAAGATTCAAATAGAGGACC

Tabulka 2. Slozky reakce PCR s Q5 polymerazou a jejich objem v reakci (pfevzato a upraveno
dle pouzitého protokolu)

Slozka reakce Objem slozek [ul]
5x QS5 reakéniho pufru 5

QS Hot Start High-Fidelity DNA polymerasa 0,25
dNTPs (10 mM) 0,5
Templatova DNA 1

Smés primeri (25 pM) 0,5
Destilovana voda 17,75

Tabulka 3. Jednotlivé kroky PCR s Q5 polymerazou, jejich délka trvani a pocet opakovani
(pfevzato a upraveno dle pouzitého protokolu)

Teplota Doba Opakovani
98 °C 30s 1x
98 °C 10s
72 °C 30s 34x
72 °C 1 min
72 °C 2 min 1x
4°C o0 Ix
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3.2.3 Elektroforeticka separace DNA v agarosovém gelu

Agarosovy gel o koncentraci agarosy 1,2% byl pfipraven rozpusténim 0,6 g agarosy
v 50 ml 0,5x TBE pufru pomoci ptivedeni roztoku k bodu varu. Nasledné byl roztok
s agarosou, po kratkém zchlazeni, nalit do horizontalni elektroforetické vaniCky
a do roztoku byl umistén plastovy hiebinek k vytvoteni jamek pro naneseni vzorku. Po

ztuhnuti roztoku v gel byl plastovy hiebinek opatrné vytahnut.

Elektroforéza byla vyuzita pro vyhodnoceni uspésnosti PCR reakce a pro analyzu
vysledkid. Elektroforéza probihala po dobu 60 minut pii 90 V a 200 A. Pro urCeni
velikosti produktu byl pouzit GeneRuler™ Express DNA Ladder, ktery se déli na pasy
o definované velikosti. Po konci elektroforézy byl gel obarven v ethidium bromid po

dobu 15 minut. Po obarveni byl gel odfocen v UV transiluminatore (400 ms).

3.2.4 Purifikace vzorku s DNA

K purifikaci produktu PCR byl pouzit QiAquick PCR purification Kit Protocol.
Vsechny odstfed’ovaci kroky byly provedeny pii 17 900 xg (13000 rpm) ve stolni

centrifuze pii pokojové teplote.

K PCR vzorku byl pfidan fosfatovy pufr (PB pufr) v poméru 1:5 (1 dil vzorku
a 5 dild pufru) a roztok byl promichan. Do sbérné zkumavky byla umisténa spinkolona
QiAlquick (dale jiz jen kolona). Na kolonu byl napipetovan vzorek a kolona byla
centrifugovan po dobu 30-60 s.

Po centrifugaci byl supernatant znehodnocen a kolona byla vracena do stejné sbérné
zkumavky. Na kolonu bylo napipetovano 0,75 ml promyvaciho pufru (PE pufr)
a nasledné probéhla centrifugace 30-60 s. Supernatant byl znehodnocen, kolona byla

vracena do puvodni sbérné zkumavky a nasledovala centrifugace po dobu 60 s.

Spinkolona byla po centrifugaci pfemisténa do nové 1,5 ml sbérné zkumavky.
Na spinkolonu bylo napipetovano 50 pl pufr EB a nasledovala centrifugace po dobu

60 s.

U precistéené DNA byla zméfena jeji koncentrace pomoci NanoDrop

spektrofotometru.
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3.2.5 Gateway klonovani — BP reakce

BP reakce probéhla v objemu 10 pl. Pro probéhnuti BP reakce bylo potfeba do
mikrozkumavky namichat CaMV35s promotor s attB konci, aby jeho latkové mnozstvi
bylo 50 fmol (vzorec pro pfepocet fmol na ng uveden nize), 1 ul pDONR vektoru o
koncentraci 150 ng/l, tyto dvé slozky se nasledné doplnily do 8 pl TE pufrem (Tris-
EDTA pufr) o pH 8,0 a k vzniklému roztoku byly pfidany 2 pl BP klonasa enzymovy
mix. Vysledny reak¢ni roztok byl nasledné promichan pomoci vortexu po dobu 2x2s.

1
ng = (fmol)(N)(660 ]%)(W %

Roztok byl ponechan k inkubaci po dobu minimalné 1 hodiny pfi pokojové teploté
(25°C). Po uplynuti této doby byl k reakci pfidan 1 pl proteinasy K. Nasledné byla

reakce inkubovana po dobu 10 minut (min) pii 37°C pro zastaveni reakce.
3.2.6 Gateway klonovani — LR reakce

Do mikrozkumavky byly namichany donorové vektory pDONR::CaMV35s a
pDONR207::ATlhcb8 (10 fmol), destinani vektor pH7m246W-FAST o (20 fmol)
(vzorec pro prepocet fmolti na ng uveden nize), tento roztok byl doplnén do 8 ul TE
pufrem (pH 8,0) a nakonec byly pfidany 2 pl LR klonasy. Vznikly roztok byl néasledné

promichan pomoci vortexu po dobu 2x2s.

19 )(Lﬁ
fmol”10° fg

ng = (fmol)(N)(660

Nasledné byl roztok inkubovan ptes noc pii pokojové teploté (25°C). Po inkubaci byl
do roztoku pfidan 1 pl proteinkinasy a poté byl roztok inkubovan 10 min pti 37°C pro

zastaveni reakce.
3.2.7 Transformace E. coli

Transformace bakterii E. coli probéhla pomoci metody heatshock. Kompetentni bakterie
byly nechany k roztati na ledu po dobu 20-30 min. Poté k nim byla napipetovana
pfislusna DNA pro transformaci. Nasledné byla smés ponechdna k inkubaci na ledé
po dobu 20 min. Po uplynuti inkubace na ledé byla smés presunuta do termobloku
vyhratého na 42°C, kde byla ponechana po dobu 30 s. Poté byla prenesena zpét na led,
kde byla 2 minuty ponechana. Ke smési bylo pridano tekuté LB médium a poté byla

cela smés dana na tfepacku, kde byla ponechana 1 hod pii 37°C.
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Bakterie E. coli, pro dal8i experimenty, byly naockovany na pevné LB médium
s pridavkem antibiotika (spektinomycin), poté byly inkubovany ptes noc v inkubatoru
pii teplote 37 °C. Po inkubaci bylo zvyrostlych kolonii na médiu vybrano 10-20
izolovanych kolonii, které byly nasledné pfe¢arkovany na novou misku s LB médium.
A precarkované kolonie byly poté ponechany pfes noc na inkubaci v inkubatoru

pti teploté 37°C.
3.2.8 Izolace DNA z E. coli

Pro izolaci plazmida z E. coli byl vyuzit kit — Plasmid DNA Purification using the
QIAprep Spin Miniprep Kit and a Microcentrifuge, a k nému piislusny protokol. Tento
protokol je navrhnut pro izolaci az 20 pg ,high-copy“ plasmidové DNA z 1-5 ml
jednodeni kultury E. coli v LB mediu. VSechny kroky protokolu by mély byt provadény

za pokojové teploty. Protokol byl upraven pro mensi vstupni objem.

Pred samotnym zacatkem postupu z protokolu bylo potfeba piipraveni jednodenni
kulturu E. coli. Z Petriho misek s pfeCarkovanymi koloniemi E. coli byly kolonie
preneseny pomoci pipetové Spicky do zkumavky s5 ml tekutého LB média s 5 pl
spektinomycinu. Poté byla zkumavka nechana na tfepacce pii 37 °C k inkubaci pres
noc. Nasledujici den, bylo médium rozdéleno do mikrozkumavek po 2ml a pomoci
centrifugace ve stolni centrifuze po dobu 3 min za pokojové teploty pii >8000 rpm byly
z kazdé mikrozkumavky ziskané bakterie E. coli pro izolaci plazmida. Bunky E. coli

byly obsazeny v peletu, supernatant byl znehodnocen.

Bakterialni buiiky byly rozsuspendovany v 125 ul pufru P1 a byly pfeneseny do
mikrocentrifugacni zkumavky. Poté bylo pfidano 125 upl pufru P2 a smés byla
promichéana otoCenim zkumavky 4-6krat. Nasledné bylo pfidano 175 pl pufru N3, smés
byla nasledné okamzité promichana pomoci oto€eni zkumavky 4-6krat. Zkumavka byla
centrifugovana po dobu 5 min pfi 17 900 xg, po centrifugaci se utvofil bily pelet. 800 pl
supernatantu po centrifugaci bylo napipetovano na QIAprep 2.0 spinkolonu (dale jen
kolona), ta byla poté centrifugovana 30—60 s. Pritok byl poté odlit a kolona byla
promyta 0,5 ml pufru PB a centrifugovana po dobu 30-60 s. Pratok byl poté odlit.
Kolona byla promyta 0,75 ml PE pufru a centrifugovana po dobu 30-60 s. Prutok byl
odlit a kolona byla poté opét centrifugovana po dobu 1 min. Kolona byla pfenesena

do ¢isté 1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavky. Na kolonu byl napipetovano 50 pl pufr
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EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5). Zkumavka 1 se spinkolonou byla ponechana 1 min stat

a nasledné byla centrifugovana po dobu 1 min.
U ziskané DNA byla zméfena jeji koncentrace pomoci NanoDrop spektrofotometru.
3.2.9 Sangerovo sekvenovani

K ovéfeni spravnosti sekvence Casti konstrukti vlozenych do bakterii E. coli bylo
vyuzito automatického Sangerova sekvenovani sPCR. Automatické Sangerovo
sekvenovani s PCR, zefektiviiuje proces sekvenovani DNA kombinaci efektivity PCR
amplifikace a presnosti Sangerova sekvenovani. Nejprve se malé mnozstvi vzorku DNA
amplifikuje pomoci PCR k ziskani dostatecného mnozstvi materialu pro sekvenovani.
Po amplifikaci se k cilové DNA vazou sekvencni primery a provadi se reakce
cyklického sekvenovani. Tato reakce zahrnuje DNA polymerazu, standardni dNTPs
a fluorescencné znacené ddNTPs, coz vede k vzniku terminovanym DNA fragmentim
raznych délek. Tyto fragmenty jsou separovany podle velikosti pomoci kapilarni
elektroforézy, pficemz laserem indukovana fluorescence umozfiuje presné urceni
velikosti a identifikaci fragmentli. Vysledné elektroferogramy jsou analyzovany pomoci
bioinformatického softwaru k urceni sekvence DNA.Jedna sekvenaCni reakce vzdy

probéhla v objemu 10 pl. Sangerova sekvenace byla provedena dvakrat.

(1) Sangerova sekvenace byla pouzita k ovéfeni spravnosti donorového vektoru
pDONRP4-PIR s promotorem CaMV35s, ktery byl transformovan do bakterii E.coli.
Sekvenovany byly c¢tyfi plazmidy izolované z transformovanych bakterii E. coli.
K sekvenaci byly vyuzity ¢tyfi primery (Tab. 4), které byly zvoleny tak aby vznikl
dostatecny prekryv mezi jednotlivymi vytvofenymi fragmenty.

Kazdy plazmid byl sekvenovan ze ¢tyfech plazmidd, proto bylo celkem provedeno
16 reakci. Kazda reakce probihala v objemu 10 pl. Slozky jedné reakce jsou uvedeny

v Tab. 5 a podminky PCR (tvorba fragmentt) jsou uvedeny v Tab. 6..

(2) Po druhé Dbylo Sangerovo sekvenovani vyuzito k ovéfeni
pH7m246W-FAST::CaMV35s::ATlhcb8 vlozeného do plasmidu E. coli. Tento finalni
konstrukt musel byt ovéren pred transformaci A. tumefaciens a naslednou transformaci
A. thaliana. Samotny postup se od postupu uvedeného vyse liSil pouze v pouzitych

primerech. Primery pouzité pro tyto sekvenacni reakce jsou uvedeny v Tab. 7.
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Tab. 4. Seznam primeru a jejich sekvence pouzité pro sekvenaci plazmidu izolovanych z E. coli

Primer Sekvence
M13fp GTAAAACGACGGCCAG
M13rp GGAAACAGCTATGACCAT

CaMV35s_seq_FP1 GACGTAAGGGATGACGCACA
CaMV35s_seq_RP1 GGGTCCATCTTTGGGACCAC

Tab. 5. Slozky pro jednu sekvenacni reakci a jejich pfislusny objem

Slozka reakce Objem slozek [ul]
Sekvenacni pufr 1,5

Big dye 0,5
Pi#isluSny primer (10 pM) 1
P¥islu$ny plasmid (60 ng-1") 1
Destilovana voda 5.5

Tab. 6. Paramentry PCR pouzité pro vytvoreni fragmenti pro sekvenaci

Teplota Doba Opakovani
98 °C 5 min 1x
96 °C 10s
50 °C 5s 59x
60 °C 4 min
4°C o0 1x
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Tab. 7 Seznam primert a jejich sekvence pouzité pro sekvenaci plazmidu izolovanych z E. coli

Primer Sekvence

Hyg FP1 TCCTACATCGAAGCTGAAAG
ATS8_seq _FP1 GTAAAACGACGGCCAG
ATS8_seq_FP2 CTGTAAGAGCCTCTACGGCG

CaMV35s_seq_FP1 GACGTAAGGGATGACGCACA
CaMV35s_seq_RP1 GGGTCCATCTTTGGGACCAC

ATS8_seq_RP1 TTGACACGTGGACAGTCTCG

ATS8_seq_RP2 TCGGTTGGATTCGTAAAATTGAGT

AT43seq_FP1 GGATCGATGATCGGAGACCG

Promd4.1_seq_RP1 AGGCATGCGAGAGCTTGAG
3.2.10 Colony PCR

Colony PCR je metoda, ktera se vétSinou pouziva k ovefeni transformace
organismu, protoze je to metoda rychlého zobrazeni pfitomnosti pozadovaného
konstruktu v transformovaném organismu. Pro provedeni colony PCR byl vyuzivan
Phire Plant Direct PCR Kit od Thermo Scientific a k nému pfislusny protokol.

Jednotlivé slozky reakce a jejich objem pro jednu reakci v 10 ul jsou uvedeny v Tab. 8.

Colony PCR probihd v nékolika krocich, jeichz paramentry jsou popsany
v Tab.9. Teplota u hybridizace neni urcena, protoze tato teplota se odviji od zvolenych
primert, proto se muze v jednotlivych postupech lisit, jednotlivé teploty pro primery je
mozné urcit pomoci The NEB Tm Calculator. Doba u extenze se odviji od délky
templatu, obecné je urCeno, ze pokud ma templat velikost pod 1kb (kilobaze) trva
extenze 20 s a poté se na kazdou dalsi kilobazi ptfidava 20 s.

Tab 8. Jednotlivé slozky pro reakci na PCR colony a jejich objem pfevzato z protokolu pro
Phire Plant Direct PCR Master Mix od Thermo Scientific

Slozka reakce Objem slozek [ul]
2x Phire Plant Direct PCR Master Mix 5

Smés primera (25 uM) 0,2
Zkoumany vzorek DNA 0,25
Destilovana voda 4,55
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Tab. 9. Jednotlivé kroky a jejich obecné parametry pro colony PCR pfevzato z protokolu pro
Phire Plant Direct PCR Master Mix od Thermo Scientific

Kroky PCR cyklu Teplota Doba Opakovani
Pocatecni denaturace 98 °C 5 min 1x
Denaturace 98 °C 5s
Hybridizace (dosednuti X°C 5s
primeri) 35-40x
Extenze 72 °C 20s<1kb
20 s/kb
Finalni extenze 72 °C 1 min 1x
Ukonceni reakce a 4°C 0 1x
uchovani

Tato metoda byla vyuzita v nékolika ptfipadech.

(1) Ovéfeni pritomnosti promotoru CaMV35s v plasmidu transformovanych bakterii
E.coli probéhlo pomoci primerd M13F a M13R uvedenych v Tab. 10. jejich teplota pro
hybridizaci byla 55 °C a doba extenze byla 30 s.

(2) Oveteni konstruktu pH7m246W-FAST::CaMV35s::ATlhcb8 transformovaného
do E. coli probéhlo pomoci primeri prom4.1seq RP1 a AT8 seq FP1 (Tab. 11.), jejich
teplota pro hybridizaci byla 65°C a délka extenze byla 40 s.

Tab. 10. Primery pouzity pro PCR colony pro ovéfeni piitomnosti promotoru CaMV35s v
plasmidu transformovanych bakterii E. coli obsahujici konstrukt pDONR::CaMV35s

Primer Sekvence
M13fp GTAAAACGACGGCCAG
M13rp GGAAACAGCTATGACCAT

Tab. 11.. Primery pouzity pro PCR colony pro konstruktu pH7m246W-
FAST::CaMV35s::ATlhcb8 transformovaného do E. coli

Primer Sekvence
promd.lseq_RP1 AGGCArGCGAGAGCTTGAG
ATS8_seq_FP1 TCCACCTAGGCGAACCAAAC
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(3) Overeni konstruktu pH7m246W-FAST::CaMV35s::ATlhcb8 transformovaného
do E. coli probéhlo pomoci primerd CaMV35s_seq_FP1 a AT8_seq_FP1 (Tab. 12.) ,
jejich teplota pro hybridizaci byla 65°C a délka extenze byla 40 s.

(4) Ovéteni transformace pH7m246W-FAST::CaMV35s::ATlhcb8 do A. tumefaciens
prom4.1seq RP1 a AT8 seq FP1 (Tab. 11), jejich teplota pro hybridizaci byla 65°C a
délka extenze byla 40 s.

(5) Ovéreni T-plasmidu u transformovanych rostlin probéhlo pomoci primert
prom4.1seq RP1 a AT8 seq FP1 (Tab. 11.), jejich teplota pro hybridizaci byla 65°C a
délka extenze byla 40 s. Jako vzorek byla pouzita mala ¢ast listu transformovanych
rostlin.

Tabulka 12. Primery pouzity pro PCR colony pro konstruktu pH7m246W-
FAST::CaMV35s::ATlhcb8 transformovaného do E. coli

Primer Sekvence
CaMV35s_seq_FP1 GACGTAAGGGATGACGCACA
ATS8_seq_FP1 TCCACCTAGGCGAACCAAAC
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3.2.11 Transformace Agrobacterium tumefaciens

Pred samotnou transformaci bylo nutné si piipravit do nadoby tekuty dusik, do dalsi
nadoby led a nechat rozehfat termoblok na 37°C pro transformaci A. tumefaciens
pomoci metody freeze-thaw. Také bylo nutné si pfipravit minimalné dv€ misky

s médiem YEB s obsahem antibiotik rifampicin, gentamycin, spektinomycin.

Kompetentni buniky A. tumefaciens GV3101 pro transformaci, skladovany pii teploté
-80°C, byly dany na led a na né bylo napipetovano 7,1 upl'1-1,5 pg-1 konstruktu
pH7m246W-FAST::CaMV35s::ATlhcb8. Poté byly buiiky nechany na ledu do skoro
uplného roztati. Buriky i s napipetovanym plazmidem byly ponotfeny na 30s do tekutého
dusiku, poté dany na led a co nejrychleji pfesunuty do termobloku (37°C), kde byly
ponechany po dobu 5 min. Po uplynuti této doby byly buiiky opét preneseny na led, kde
byly ne€kolik minut ponechany a néasledné k nim bylo pfipipetovano 900 ul YEB média.
Cela smés poté byla umisténa na 4 hod na tfepacku (28°C, 220-250 rpm). Celd smés
byla nasledné centrifugovana po dobu 2 min pfi 8000 xg. Nacez bylo odebrano 900 pl
supernatantu, a pelet byl rozsuspendovan ve zbytku supernatantu a nasledné byla smés
rozdelena v poméru 1:4 na dvé misky s pevaym médiem YEB s obsahem antibiotik —
gentamycin, rifampicin, spektinomycin. Misky byly nechany k inkubaci pfi teploté

28°C po dobu 2-3 dni.
3.2.12 Transformace Arabidopsis thaliana

Pro transformaci rostlin byla vyuzita metoda floral dip neboli metoda naméaceni
kvéta, provedena podle protokolu upraveného podle Clough a Bent (1998). Pro
transformaci  byly  pouzity Dbakterie A. tumefaciens nesouci konstrukt
pH7m246W-FAST::CaMV35s::ATlhcb8. Prvni den bylo do zkumavky pfipraveno 5 ml
tekutého YEB média s antibiotiky spectinomycin, gentamycin, rifampicin, do tohoto
média  byla naoCkovana  kultura A.  rumefaciens  nesouci  konstrukt
pH7m246W-FAST::CaMV35s::ATlhcb8. Kultura v médiu byla inkubovana na tfepacce
pfes noc pii 28 °C a 225 rpm.

Nasledujici den byla bakterialni suspenze nafedéna tak, Ze 1 ml pavodni bakterialni
suspenze byl pfenesen do 100 ml Cerstvého YEB média s antibiotiky spectinomycin,
gentamycin, rifampicin. Nafedéna bakterialni suspenze byla opét ponechana k inkubaci

ptes noc na tfepacce pii 28 °C a 225 rpm.
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V poradi tfeti den byly narostlé bakterie A. tumefaciens stoceny po dobu 20 min pfi
4°C a 4500 rpm. Supernatant byl znehodnocen a pelet byl rozsuspendovan v 5%
sacharoze, tak aby ODsoo (opticka hustota pfi vinové délce 600 nm) dosahovalo hodnoty
0,8. Nasledné byl ksuspenzi pfidan acetosyringon do vysledné koncentrace
200 pmol'l-1 pro urychleni pfenosu T-DNA a smacidlo Silwet L-77 do vysledné
koncentrace 0,05 %. Poté probéhlo samotné namaceni kvéti v pfipravené suspenzi,
které trvalo pfiblizné 3 s. Samotné rostliny A. thaliana byly piedpfipraveny tak, ze
z nich byly odstranény jiz vytvorené SeSule a star$i odkvétajici kvéty, aby se zlepsil
vysledek transformace. Po namaceni kvéta byly rostliny zabaleny do igelitovych sacka,
aby se udrzovala vlhkost. Do sackt byly poté udélany diry, aby se zajistila vyména
plynt, a takto zabalené rostliny byly ponechany ve tmé po dobu 24 hod. Poté z nich
byly sacky odstranény a rostliny byly dale péstovany ve fytotronu pii podminkéach
stejnych jako pred transformaci do doby, nez jim dozraly semena. Po dozrani byla

semena sklizena a pfipravena pro nasledujici selekci.

3.2.13 Selekce transformovanych semen

Semena byla selektovana pomoci fluorescenéni lupy. Selekce pomoci fluorescencni
lupy mohla probéhnout diky selekénimu markeru FAST (fluorescence accumulating

seed technology), ktery byl soucasti kazety T-DNA vlozené do rostlin.

Metoda FAST je metoda vyvinuta pro identifikaci transformovanych semen v jejich
fazi dormance. Je to nedestruktivni metoda. Marker FAST obsahoval v tomto ptipadé
gen kodujici GFP (green fluorescent protein) a je pod kontrolou pfirozeného promotoru
AtOLEIpro, tudiz byl pouzit konstrukt OLE1-GFP podle Shimada et al., 2010. Diky

tomu bylo mozné selektovat semena pod fluorescen¢ni lampou.

V pfipadé vybéru semen bylo pohlizeno na intenzitu fluorescencniho signalu, jejiz
mira indikovala pocet insertd v transgenni rostlin€. Vybrana semena byla dale zasazena

a péstovana ve fytotronu za stejnych podminek jako jeho rodic.

3.2.14 1zolace DNA z rostlin A. thaliana

Izolace DNA z rostlin byla provedena pomoci NucleoSpin Plant II kitu. Pfed samotnym
pouzitim pfislusného kitu, byly listy (2 stfedné¢ velké listy) odebrany
z transformovanych rostlin a nasledné lyofilizovany. Samotny proces lyofilizace

probihal piiblizné¢ 12 hod. Nasledné byly k lyofilizovanym listim pfidany sklenéné

26



kulicky a listy byly pomoci nich homogenizovany na homogenizatoru a to pfi

4 otackach/min po dobu 4 minut.
Vsechny odstfed’ ovaci kroky byly provedeny pii 11.000 xg

Do mikrozkumavek s rozmélnénym rostlinnym materidlem bylo pfidano 400 pl
lyzacniho pufru PL1 a mikrozkumavky byly dikladné promichany na vortexu. Nasledné
bylo na dno kazdé zkumavky pifidano 10 pl Rnasy A a obsah byl opét promichan.
Vzorky byly nasledné vlozeny do vodni lazné zahtaté na 65°C, kde byly ponechany
20 min, kdy v poloviné této doby byly promichany. Spolu se vzorky byl do vodni 1azné

vlozen i elu¢ni pufr PE, aby se zahtal na 65 °C. Timto byla provedena lyze bun¢k.

V dalSim kroku byly fialové oznacené filtry zkitu vlozeny do mikrozkumavek o
objemu 2 ml bez vicek. Tyto filtry byly pouzity pro precisténi smeési ziskané
v predchozim kroku, kdy bylo 400 pul smési napipetovano na filtr, a nasledné probéhla
centrifugace podobu 2 min. V mikrozkumavce se po centrifugaci nachazel zeleny filtrat

a samotny fialovy filtr byl vyjmut.

Filtrat byl prelit do Cisté mikrozkumavky a bylo k nému ptidano 450 pl vazebného

pufru (PC), obsah mikrozkumavky byl nasledné€ promichan pomoci vortexu.

Do cistych mikrozkumavek bez vicka jsou byly kiemicitanové filtry se zelenym
oznaCenim. Na tyto kfemicitanové filtry se navaze DNA ze vzorkd pfipravenych
pomoci krokt vyse. Na zeleny filtr je napipetovano 700 pl vzorku a mikrozkumavky
s filtry a vzorky se nésledné nechaji stat po dobu 10 minut pfi pokojové teploté. Po
uplynuti této doby jsou mikrozkumavky centrifugovany po dobu 1 min. Filtrat je vylit a

filtr s navazanou DNA je poté navracen do ptiivodni mikrozkumavky.

Na filtr bylo poté naneseno pomoci pipety 400 ul promyvaciho pufru PW1 a poté je
mikrozkumavka s filtrem centrifugovana po dobu 1 min. Poté byl filtrat vylit a na filtr
bylo pipetovano 700 pl promyvaciho pufru PW2 a poté je mikrozkumavka s filtrem
centrifugovana po dobu 1 min. Filtrat byl opét vylit a na filtr bylo pipetovano 200 pl
promyvaciho pufru PW2, a nakonec byla mikrozkumavka s filtrem centrifugovana po

dobu 2 min.

Filtr byl pfesunut do 1,5 ml mikrozkumavky s ustfihlé vicko a na filtr bylo
napipetovano 50 ul pufru PE, ktery byl zahtaty na 65 °C a zkumavka s filrem byla
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nechana ve vodni 1azni (65°C) po dobu 5 minut. Nasledné je zkumavka centrifugovana

po dobu 1 min. A cely tento krok je zopakovan.

Po izolaci je koncentrace DNA stanovena pomoci NanoDrop a poté uchovavana pfi -

20°C.
3.2.15 ddPCR

Metoda ddPCR (Droplet digital polymerase chain reaction) byla pouzita pro zjisténi
poctu kopii T-DNA v jednotlivych generacich transformovanych, diky ¢emuz bylo
mozné ziskat homozygotni linii. Tato metoda se sklada z neékolika krokt. Nejdfive je
dulezita priprava vzorku, ktera se sestava z St€peni DNA pomoci Mfel a namichani
slozek vzorku, poté je nutna generace droplet, nasledné probiha PCR, a nakonec analyza

vzorku.
Priprava vzorku pro ddPCR

Stépeni DNA jednotlivych vzorkd probiha v jamkové desti¢ce v objemu 10 pl.
V jedné jamce je vzorek DNA nafedény vodou do objemu 8 pl, tak aby v reakci bylo
200 ng DNA. K takto nafedéné DNA se pfida 1 pl Cutsmart 10x a 1 ul Mfel o
koncentraci 2 U-ul'! (Mfel se fedi pomoci Cutsmart 1x). Vzorky jsou poté po dobu 60
min vystaveny teploté 37°C. Po uplynuti této doby je do kazdé jamky ptidano 90 pl
vody, ¢imz je DNA ve vzorku nafedéna na 2ng-ul™!. Pro piipravu vzorku pro ddPCR

jsou potieba 2 pl nastépené a nafedéné DNA.

Reakce probiha v 20 pl, je vSak potfeba namichat minimalné 21 pl, aby se pfi
prepipetovani nenabrali bublinky. Jednotlivé slozky jedné reakce jsou uvedeny
v Tab. 13. Primery pro referenci a primery pro target jsou uvedeny v Tab. 14. Reakce se
pipetuji do jamkové desticky pro PCR, kdy vSechny komponenty reakce se nejdiive

smichaji a DNA se pfidava nakonec.
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Tab. 13. Jednotlivé slozky reakce pro ddPCR a jejich objemy

Slozka reakce Objem slozek [ul]
ddPCR supermix 10
Primery pro referenci (kazdy 25uM) 0,36
Primery pro target (kazdy 25uM) 0,36
Probe REF 0,5

Probe TARGET 0,5
Destilovana voda 7,28

DNA 2

Generovani droplet

Generovani droplet probéhlo pomoci QX200 Generator droplet. Do prostredni
fady DG8™ kazety bylo napipetovano 20 ul piipravené reakce, kdy bylo nutné
zkontrolovat zda pfi prepipetovani nevznikly bubliny a pfipadné je odstranit, a do
spodni fady této kazety bylo napipetovano 60 pl oleje pro generovani droplet. Kazeta
byla nasledné zatahnuta gumickou a poté byla vlozena do QX200 Generatoru droplet.

Droplety jsou vygenerovany v horni fadé desticky (piiblizn€ 20000 droplet/vzorek).
PCR

Po vygenerovani droplet nasleduje PCR. Do jamkové desticky pro PCR bylo
napipetovano vzdy 40 ul vzorku s vygenerovanymi droplety. Pipetovani droplet musi
probihat velmi pomalu — nabirani 1 vypousténi, aby nedoslo k poruseni vygenerovanych
droplet. Desticka se vzorky je nasledné zatavena pomoci félie za pouziti Bio-Rad
PX1TM PCR Plate Sealer. Poté byla desticka dana do PCR thermocycleru. Parametry
PCR jsou uvedeny v Tab. 14.
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Tab. 14 Paramentry PCR pro amplifikaci vzorku droplet

Teplota * Doba Opakovani
98 °C 10 min 1x
94 °C 30s 39x
60 °C 1 min
4°C o0 Ix

*Ramp rate = 2°C/s
Vysledna analyza vzorku droplet

Analyza vzorku droplet probéhla pomoci pfistroje QX200 Droplet Reader a
nastaveni experimentu porbéhlo pomoci programu QuantaSoftTM. Pfed samotnym
pouzitim je pfistroj zkontrolovan, zda je pfipraven k pouziti. Po spusténi programu
QuantaSof je zvolen experiment CNV?2 (copy number variation se 2 probami), nasledné
byl zvolen supermix — ddPCR Supermix for Probes., poté target a refence. Target
sekvence byla méfena v prvnim kanalu, kde byla méfena fluorescence sondy FAM, jenz
je soucasti TAV prvnim kanalu byla méfena fluorescence sondy FAM, TagMan proby
na sekvenci genu pro hygromycinovou rezistenci, kterd je soucasti T-DNA, ktera je
obsazena v transformovanych rostlindch. Reference byla nasledné¢ meéfena v druhém
kanalu, kde byla méfena fluorescence sondy VIC, soucast proby pro referencni gen
AAPI1 (aminokyselinova permeaza 1). Pocet kopii reference na genom, viuci kterému je
sledovan target je nastaven pro AAPI1 na 2 kopie na diplodni genom. Po nastaveni
ptistroje do né& byla vlozena ddPCR desticka s amplifikovanymi vzorky droplet a

pristroj je poté spustén.
3.2.16 PEA meter (Plant efficiency analyzer)

Hodnota Fv/Fw, jakozto zakladni fluorescencni pomér definovan jako pomeér variabilni
(Fv) a maximalni (Fum) fluorescence, kdy variabilni fluorescence je urCena jako
okamzita hodnota fluorescence zmensenou o minimalni fluorescenci (Fo). Pro vypocet
Fv je pouzita hodnota maximalni fluorescence Fum, které bylo dosazeno kratce po
nahlém ozafeni rostliny, jez byla prfed ozafenim zatemnéna, dostate¢né silnym
svételnym pulzem, ktery zpusobi uzavieni vSech reakcnich PS II, zahlceni fotochemické
deexcitaCni cesty, a tudiz prudky nartst fluorescence. Proto plati Fv/Fm = (FM — FO) /

Fum. Tato hodnota je obecnym indikéatorem pro snizeni funkce nebo poskozeni RC PS II.
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Pro zjisténi hodnoty Fv/Fum byl vyuzit PEA meter. A toto méfeni bylo provedeno

ve dvou experimentech.

(1) Meéfeni bylo provedeno pii  ozafenim svétlem o  intenzité
2500 pmol fotonti'm-2 s-1 po dobu 5 s, pfi excitaci 40% u listd rostlin A. thaliana
s riznym fenotypem jez byly vystaveny vysoké intenzité svétla 2500 pmol fotont-m™
s~! ¢ase Omin, 1 hod, 2 hod a 4 hod po vystaveni rostlin svétlu. Listy byly vzdy pted

samotnym méfenim na 30 min zatemnény.

(2) Meéfeni bylo provedeno pii  ozafenim  svétlem o intenzité

2 5! po dobu 2 s, pii excitaci 40% u listd rostlin A. thaliana

2500 pmol fotond-m
s riznym fenotypem, kdy jednotlivé fenotypy byly pé€stovany pii riznych podminkach —
pii normalnim svétlé, pii zvySené intenzité svétla a pfi zvySené intenziteé svétla a suchu.

Listy byly vzdy pfed samotnym méfenim na 30 min zatemnény.
3.2.17 Méreni obsahu chlorofylu

Pro zjisténi obsahu chlorofylu v listech riznych fenotypt rostlin A. thaliana byl vyuzit
chlorofylmetr SPAD 502. Tento pfistroj méfi propustnost listu pfi dvou vlnovych
délkach — 650 nm a 940 nm, kdy pfi 650 nm je vysoka absorbance chlorofylu a u 940
nm je naopak nizkd absorbance chlorofylu. Na zaklad¢é téchto dvou hodnot pfistroj
vyhodnocuje obsah chlorofylu v listu. Tato metoda je nedestruktivni a neni nutnost

k extrakci pigmentu.

Metoda byla vyuzita pro zjisténi obsahu chlorofylu u listi rostlin A. thaliana
s riznym fenotypem jez byly vystaveny vysoké intenzité svétla 2500 pmol fotond-m™
s~! ¢ase Omin, 1 hod, 2 hod a 4 hod po vystaveni rostlin svétlu. Listy byly vzdy pred

samotnym méfenim na 30 min zatemnény.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE
4.1 Priprava rostlin A. thaliana s overexpresi proteinu LHCBS8
4.1.1. Priprava donorového vektoru pDONRP4-P1R s promotorem CaMVS5s

Pro pfipravu donorového vektoru s promotorem musel byt nejdiive amplifikovan
promotor CaMV35s. CaMV35s promotor pochazi z viru mozaiky kvétdku (anglicky
Cauliflower mozaic virus odtud zkratka CaMV). V dnesni dobé je CaMV35s promotor
jeden z nejkomplexnéji studovanych a experimentalné pouzivanym transkripénim
promotorem s aktivitou v rostlinach. Promotor ma délku 343 bp, obsahuje nékolik
regulacnich prvkl a ma modularni stavbu. Jednim z nejdulezitéjsich regulacnich prvku

je TATA-box (Amack et. al. 2020).

Amplifikace promotoru CaMV35s probéhla pomoci PCR s Q5 polymerazou. Pro
tuto metodu byly navrhnuty primery attB_CaMV35s_RP, attB_CaMV35s_FP. Jako
templat byla pouzita pPDNA. pDNA je plazmidova DNA, ktera se pouziva ve vakcinach
a vgenové terapii. pPDNA se obecné pripravuje zkultur E. coli pomoci protokolu
alkalické lyzy vyvinutého Birnboimem a Dolyem (Birnboim & Doly, 1979) (Smrekar
et. al., 2010). Po provedené amplifikaci byla provedena analyza produktu PCR reakce
pomoci horizontalni elektroforézy na 1,2 % agarosovém gelu (parametry pro
elektroforézu 60 min, 90 V, 400 A). Po ukonceni elektroforézy byl gel ponotfen na 15
minut do ethidium bromidu pro obarveni produkti PCR. Nasledné byl gel vystaven UV

svétlu pro zobrazeni vysledku.

Vysledna analyza agarosového gelu po elektroforéze potvrdila amplifikaci
promotoru CaMV35s, protoze produkt PCR reakce mél predpokladanou velikost a to
pfiblizn€ 593 bp (Obrazek 5.). Velikost produktu byla porovnana s ladderem
GeneRulerTM Expres DNA Ladder, ktery mél definovanou velikost bandu.
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Obrazek 5.Vysledek amplifikace promotoru CaMV35s pomoci PCR s Q5 polymerazou. L
oznacuje pouzity ladder GeneRuler Express DNA Ladder. Predpokladana velikost produktu
PCR s Q5 polymerazou, ktery je oznacen ¢islem 1 je 593 bp

Po potvrzeni amplifikace promotoru CaMV35s byl produkt PCR reakce
precistén pomoci QIAquick PCR purifikacniho kitu. Po precisténi produktu byla
pomoci NanoDrop spektrofotometru ur€ena koncentrace 158 ng/ul DNA ve vzorku.
Koncentrace byla urcena na zékladé poméru zméfené absorbance vzorku pii vinovych
délkach 260 nm (pfi této vinové délce je stanoveno absorpcni maximum DNA)
a absorbance pii 280 nm (absorpéni maximum stanoveno pro proteiny), kdy pomér

téchto dvou absorbanci pro Cistou DNA je pfiblizné ur¢en na hodnotu 1,8.

Samotna pfiprava donorového vektoru pPDONRP4-PIR s promotorem CaMV35s
probé&hla pomoci Gateway klonovani — BP reakce. CaMV35s promotor s attB konci, byl
v reakci potfebny v latkovém mnozstvi 50 fmol, k pfepoCtu na ng byl pouzit vzorec

uvedeny nize, kde N je délka DNA v bp.

ng = (fmol)(N)(660 )(106 fg

ng = (50)(593)(660)(106 )
ng = 19,569 = 19,6
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Pro BP reakci bylo zapotiebi 19,6 ng DNA (CaMV35s), zasobni DNA méla
koncentraci 15 ng pl-1. Po prepoctu (uveden nize) bylo zji§téno ze do reakce se musi
pridat 1,31 ul DNA (CaMV35s). Dale do reakce mél byt pfidan 1 ul 150ng ul-1
pDONR vektoru, zasobni koncentrace byla 117 ng/ ul, tudiz po pfepoctu bylo urceno,
ze do reakce ma byt dano 0,78 ul zadsobniho pDONR vektoru. Nasledné byly do BP

rekce pfidany dalsi definované slozky.

CaMV35s: X = 1960 [l DONR: y = adrt 1[ul
a s.x—Tﬁ_lg]* [m] p 'y_ﬁ[ﬁ—f]* [ul]
x=131ul y =0,78 ul

Po provedeni BP reakce, schéma jejiho pribéhu je zaznamenano na Obr 6., byly
vzniklym konstruktem pDONR::CaMV35s transformovany bakterie E. coli metodu heat
shock.

Transformované bakterie byly nasledné rozpéstovany na LB médiu. Nasledné
bylo vybrano 20 izolovanych kolonii, které byly preCarkovany na novou misku s LB
médiem a prisluSnymi antibiotiky. U téchto precarkovanych kolonii byla nasledné

provedena colony PCR s primery M13rp a M13{p, pro potvrzeni ptfitomnosti CaMV35s.

pDONR_CAMV35S
3184 bp

Insert
attB4 — attBl

Replace

GATEWAY,
[BP CLONING|;itps — attP1

.( CaMV355 '
attB4

attB1

attB Fragment
593 bp

PDONR™ P4-P1r
4777 bp

Obrazek 6 Schéma prubchu BP reakce — vlozeni amplifikovaného CaMV35s do
vektoru pDONrP4-Plr. Vytvoreno pomoci SnapGene
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Pro analyzu produkti colony PCR byla vyuzita elektroforéza na agarosovém
gelu. Predpokladana velikost produktu colony PCR odpovidala pfiblizné 930 bp,
porovnanim této informace a vysledka vizualizovanych na agarosovém gelu bylo mozné
potvrdit pfitomnost promotoru CaMV35s u vSech vybranych kolonii mimo kolonie

oznacené Cislem 14 (Obr. 7).

Po uspésném potvrzeni pritomnosti CaMV35s promotoru u vétSiny vybranych
transformovanych kolonii E. coli, byly vybrany ¢tyii kolonie (na Obr. 7 vybrané kolonie
zaznaeny Cervenym ohranienim) pro izolaci jejich DNA, ktera byla provedena
pomoci kitu — Plasmid DNA Purification using the QIAprep Spin Miniprep Kit
and a Microcentrifuge. Tyto kolonie byly oznaCeny Ccislicemi 1-4. Koncentrace

izolované DNA z jednotlivych kolonii jsou zapsany v Tab. 15.

23 4|5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Obrazek 7. Ovéfeni pritomnosti CaMV35s promotoru u transformovanych kolonii bakterii E.
coli pomoci colony PCR a prislusnych primera. Jednotlivé kolonie jsou oznaceny ¢islicemi 1-
20, L oznaCuje pouzity ladder GeneRuler Express DNA Ladder. Predpokladana velikost
produkti colony PCR je 930 bp.

Tab. 15, Koncentrace izolované DNA z jednotlivych kolonii transformovanych bakterii E. coli

Kolonie E. coli Koncentrace izolované DNA [ng-pl-1]
1 269,2
2 231,9
3 320,8
4 3219
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Izolovana DNA byla nasledné pouzita pro Sangerovu sekvenaci, ktera byla
provedena pro ovéreni spravnosti sekvence vlozeného promotoru CaMV35s. Ziskané
sekvenogramy — piekryvajici se sekvenované fragmenty ziskané amplifikaci z DNA
kolonii transformovanych E. coli, po porovnani s ocekavanou sekvenci (Obr. 8.)
potvrdily spravnost sekvence u vSech vybranych kolonii. Po potvrzeni sekvence byla

izolovana DNA nasledné pouzita pro LR reakci — druhy krok Gateway klonovani.

A

soe
500! 750! 1000/ 12501 1500

[ atiia | CaMv35s B ot S

M13 fwd M13 rev

I

attR4

Sekvenace CaMV35s v pDONrP1-P4
3184 bp

. ——
500! 7501 1000! 12501 1500

| Cativass B v S

M13 fwd M13 rev

attR4

Sekvenace CaMV35s v pDONrP1-P4
3184 bp

soo! 750! 10007 12501 15007

= camvss ot 2

M13 fwd M13 rev

attR4

Sekvenace CaMV35s v pDONrP1-P4
3184 bp

. — —
500! 750! 10001 12501 1500!
CaMV355
M13 fwd M13 rev

attR4

Sekvenace CaMV35s v pDONrP1-P4
3184 bp

Obrazek 8. Ovéfeni spravnosti sekvence CaMV35s promotoru v pDONrP4-P1. Obrazek je
rozdélen do casti A-D, kdy kazda c¢ast odpovida vysledku sekvenovani kolonii 1-4
transformovanych E. coli. U vSech ¢asti jsou porovnavany sekvencované fragmenty (vyznaceny
cervenou barvou) a kontrolni o¢ekavanou sekvenci — ktera obsahuje amplifikovany promotor
CaMV35s a primery M13rp a M13fp. Vytvofeno pomoci programu SnapGene.
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4.1.2 Priprava konstruktu pro transformaci A. thaliana

Pro pfipravu konstruktu pH7m246W-FAST::CaMV35s::ATlhcb8 byla vyuzita LR
reakce — Gateway klonovani. Byly vyuzity donorové vektory pDONr207::ATlhcb8
(dodany skolitelem) a pDONrP4-P1::CaMV35s (ptipraveny pomoci BP reakce, Obr. 4),
jako destinacni vektor byl pouzit pH7m24G-FAST (dodany skolitelem, viz, Shimada et.
al.,2010).

Kazdy zuvedenych donorovych vektorti byl potieba v latkovém mnozstvi 10 fmol
a destinani vektor byl zapotiebi v latkové mnozstvi 20fmol. Vypocet provedeny
pro ziskani mnozstvi jednotlivych vektord pro LR reakci je uveden nize (Obr. 9), kde N

v vzorci je délka DNA v bp.
Bylo zjisténo, ze pro LR reakci je zapottebi 21,01 ng pDONrP4-P1::CaMV35s,
30,89 ng pDONr207::ATlhcb8 a 183,97 ng pH7m24G-FAST.

B fg L ng
ng = (f’nOlJ(N)(ﬁﬁﬂ _f'n'uJI)(lo6 fg)

PDONrP4-PI::CaMV35s PDONr207::ATThcb8 pH7m24G-FAST
ng = (10)(3184)(600)(1-107%) ng = (10)(4680)(600)(1107°) ng = (10)(13937)(600)(1-107%)
ng = 21,01 ng = 30.89 ng = 18397

Obrazek 9. Prepocet fmoli na ng pro LR reakci
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Po provedeni LR reakce vznikl konstrukt pH7m246W-FAST::CaMV35s::ATlhcb8,
struktura tohoto konstruktu je zobrazena na Obr. 10. Tento konstrukt byl nasledné

transformovan do bakterii E.coli metodou heat-shock.

(14 144 .. 8) Prom4.1_seq_RP1

AT8_seq _FP1 (1574 .. 1593)

pPH7m24GW-FAST_CaMV35s_ATlhcb8
14 154 bp

Obrazek 10. Sekvence a ¢asti konstruktu pH7m246W-FAST::CaMV35s::ATlhcb8 pripraveného
k transformaci A. thaliana
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Transformované bakterie byly nasledné rozpéstovany na LB médiu. Nasledné bylo
vybrano 10 izolovanych kolonii, které byly precarkovany na novou misku s LB médiem
a pfisluSnymi antibiotiky. U té€chto precarkovanych kolonii byla nasledné provedena
colony PCR s primery prom4.lseq_RP1 a ATS8_seq_FP1 (Tab. 11), pro potvrzeni
ptitomnosti konstruktu v koloniich transformovanych bakterii E. coli a tim 1 potvrzeni

probéhnuti LR reakce.

Produkty colony PCR byly analyzovany pomoci elektroforézy na 1.2% agarosovém
gelu. Predpokladana velikost produktu colony PCR byla 1600 bp, po aplikaci tohoto
predpokladu pfi analyze vysledného gelu, bylo mozné potvrdit pfitomnost konstruktu

zajmu u vSech kolonii transformovanych bakterii E. coli (Obr. 11).

Po potvrzeni uspésnosti LR reakce byly puvodné transformované bakterie E. coli
opét rozpestovany na tuhém LB médiu s pfidavkem spektinomycinu. Nasledné byla
vybrano 10 izolovanych kolonii, které byly pfecarkovany na novou misky s pevnym
LB médiem s obsahem spektinomycinu. U téchto koloniich byla nasledné provedena
colony PCR ve dvou provedenich, jedenkrat sprimery prom4.l1seq_RP1
a AT8 seq FP1 (Tab. 11) a po druhé s primery CaMV35s_seq_FP1 a AT8_seq_FP1
(Tab. 12.). Colony PCR byla provedena pro potvrzeni piitomnosti vysledného

konstruktu LR reakce u kolonii transformovanych bakterii E: coli.

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5000 bp—,

3000 bp~
2000 bp~_ oy
1500bp\-|..ilh-~ﬁﬂhuﬂu

Obrazek 11. Ovéfeni pritomnosti  konstruktu pH7m246W-FAST::CaMV35s::ATlhcb8 u
transformovanych kolonii bakterii E. coli pomoci colony PCR a pfislusnych primert. Jednotlivé
kolonie jsou oznaeny cislicemi 1-10, L oznacuje pouzity ladder GeneRuler Express DNA
Ladder. Predpokladana velikost produktu byla 1600 bp.

39



Produkty obou provedenych colony PCR byly analyzovany pomoci elektroforézy
na 1.2% agarosovém gelu. Pfedpokladana velikost produktu colony PCR s primery
prom4.1seq RP1 a AT8 seq FP1 byla 1600 bp, po aplikaci tohoto predpokladu
pfi analyze vysledného gelu, bylo mozné potvrdit pfitomnost konstruktu zajmu u vSech
kolonii transformovanych bakterii E. coli, kromé kolonii oznacenych cislem 4 a 5, kde
oCekavany pasy o velikosti piiblizné 1600 bp nebyly pfitomny (Obr. 12A).
Predpokladana velikost produktu colony PCR s primery CaMV35s_seq_FP1
a AT8 seq FP1 byla 1100 bp, po aplikaci tohoto predpokladu pii analyze vysledného
gelu, bylo mozné potvrdit ptitomnost konstruktu u vsech kolonii transformovanych
bakterii E. coli, kromé kolonie oznacené Cislem 9, kde oCekavany pas nebyl pfitomen

(Obr. 12B).
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5000 bp ——
3000 bp——"
2000 bp—"
1500 bp~”"~

1000 bp—"
750 bp~"
500 bp~"
300 bp—"

100 bp —

Ve

B L

5000 bp —

3000 bp ~

2000 bp~

1500 bp

1000 bp~_
750 bpa_
500 bp~_*
300 bp ~
100 bp —

Obrazek 12. Ovéfeni pritomnosti  konstruktu pH7m246W-FAST::CaMV35s::ATlhcb8 u

1 2|3 45 6 7
- .- - -
T 213 4 5 6 7

-
(- G v e e D -

transformovanych kolonii bakterii E. coli pomoci colony PCR.

A — Produkty colony PCR provedené s primery prom4.1seq_RP1 a AT8_seq_FP1. Jednotlivé
kolonie jsou oznaceny cislicemi 1-10, L oznacuje pouzity ladder GeneRuler Express DNA

Ladder. Predpokladana velikost produktu ptiblizné 1600 bp.

B — Produkty colony PCR provedené s primery CaMV35s_seq FP1 a AT8 seq FP1. Jednotlivé
kolonie jsou oznaceny cislicemi 1-10, L oznacuje pouzity ladder GeneRuler Express DNA

Ladder. Predpokladana velikost produktu pfiblizné 1100 bp
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Po potvrzeni pritomnosti pH7m246W-FAST::CaMV35s::ATlhcb8 u  kolonii
transformovanych bakterii E. coli, byly vybrany dvé kolonie (na Obr. 9A a 9B.
zaznaceny ¢ervenym ohraniCenim) pro izolaci DNA. U izolované DNA byla urcena jeji
koncentrace pomoci NanoDrop spektrofotometru, koncentrace izolované DNA jsou
zaznaceny v Tab. 16, kolonie, ze kterych byla izolovana DNA, byly oznaceny jako BD1
a BD2.

Pro ovéteni spravnosti Casti sekvence pH7m246W-FAST::CaMV35s::ATlhcbS byla
pouzita Sangerova sekvenace. K Sangerové sekvenaci byla pouzita izolovanda DNA
z kolonii BD1 a BD2. Pro vvytvofeni fragmenti sekvence byly vyuZzity primery

uvedené v Tab 7.

Po porovnani sekvenogrami (zikanych pomoci programu SnapGene) s oekavanou
sekvenci potvrdily spravnost sekvence u kolonie BD1, jednotlivé sekven¢ni fragmenty
se dostatecné shodovali s pfedpokladanou sekvenci (Obr. 13A). U kolonie BD2
spravnost sekvence potvrzena nebyla (Obr. 13B), ziskané sekvence fragmentl se
neshodovali se sekvenci predpokladanou, dva sekvencni fragmenty nemohly byt kvili
své nizké kvalit¢ zafazeny do sekvenogramu. Proto byla pro dal§i experimenty

pouzivana DNA izolovana z kolonii BDI.

Tabulka 16. Koncentrace DNA izolované z kolonii E. coli — BD1 a BD2

Kolonie E. coli Koncentrace DNA [ng-pl-1]
BD1 210,3
BD2 2343
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I 5007 1000 15007

¥ ) T T TR 4

attB4 attB2
attB1
attR4 attR2

Sekvenace v kolonii BD1
14 154 bp

. .e
I 5001 1000] 15007
W CaMV35S 8]  EBou 2 Intron . Bonz ]
attB4 attB2
attB1
attR4 attR2

Sekvenace v kolonii BD2
14 154 bp

Obrazek 13. Ovéreni sekvence casti konstruktu pH7m246W-FAST::CaMV35s::ATlhcb8
transformovaného do E. coli Obrazek je rozdélen do casti A a B. Oc¢ekavana sekvence obsahuje

promotor CaMV35s a exony a intron genu AtLHCBS

A — Sekvenace v kolonii BD1. Porovnavany sekvenované fragmenty (vyznaceny cervenou
barvou) a kontrolni o¢ekavanou sekvenci

B - Sekvenace v kolonii BD2. Porovnavany sekvenované fragmenty (vyznaceny cervenou
barvou) a kontrolni o¢ekavanou sekvenci
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4.1.3 Transformace rostlin A. thaliana

Pred samotnou transformaci rostlin A. thaliana musely byt nejprve transformovany
bakterie A. tumefaciens kmen GV3101, které zprostredkuji pfenos T-DNA do rostliny.

A. tumefaciens byly transformovany pomoci metody freeze-thaw.

Transformované bakterie A. tumefaciens byly nasledné rozpéstovany na pevném
médiu YEB sobsahem antibiotik — gentamycin, rifampicin, spektinomycin. Po
rozpéstovani bylo vybrano 15 kolonii, které nasledné podrobeny colony PCR s primery
prom4.1seq_RP1 a AT8_seq_FP1 pro ovéfeni pfitomnosti konstruktu pH7m246W-
FAST::CaMV35s::ATlhchS.

Produkty colony PCR byly analyzovany pomoci elektroforézy na 1.2% agarosovém
gelu. Predpokladand velikost produktu colony PCR s primery prom4.lseq_RP1 a
ATS8_seq_FP1 byla 1600 bp, Po porovnani predpokladané velikosti s velikosti pasu
zobrazenych na gelu (Obr. 14), byla prokazana pfitomnost pozadovaného konstruktu u

vSech 15 kolonii transformovanych A. tumefaciens.

Nasledné byla provedena transformace A. thaliana (WT, ekotyp Col-0). Pro
transformaci A. thaliana byla vyuzita kolonie oznacena ¢islem 1 (na Obr. 11 zaznacena
v Cerveném ramecku). Transformovano bylo 6 rostlin, jejichz semena po dozrani byla

sklizena a vyuzita pro selekci homozygotni linie ATlhcbS.

CL|1]2 3456 7.8 9101112131415

SOOObp—.-Q- i )
3000bp/= l ] ' ‘
%2885{;/ o o 0 0 0 o O

4
1000 bpe”,
750 bp””
/
/
-

O

500 bp
300 bp
100 bp

o o}
Obrazek 14. Ovéfeni pritomnosti  konstruktu pH7m246W-FAST::CaMV35s::ATlhcb8 u
transformovanych kolonii bakterii A. fumefaciens pomoci colony PCR a pfislusnych primert.
Jednotlivé kolonie jsou oznaeny Cislicemi 1-15, L oznacuje pouzity ladder GeneRuler Express
DNA
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4.2 Selekce homozygotnich linii A. thaliana se zvySenou expresi LHCBS

4.2.1 Selekce transformovanych semen
Diky pfitomnosti konstruktu OLE1-GFP (podle Shimada et. al. 2010) v T-DNA kazeté

vlozené do transformovanych rostlin, mohla byt transformovana semena selektovana na
zakladé jejich fluorescence. Semena ziskana z transformovanych rostlin bylo proto
pozorovana pod fluorescencni lampou a fluoreskujici semena (Obr. 15) byla poté
vybrana a nasledné pfipravena pro zasazeni. Nasledné bylo 25 ze vybranych semen,

které byly namocCeny na 48 h a poté zasazeny.

U vyrostlych rostlin byla nasledné provedena colony PCR pro potvrzeni pfitomnosti
T-DNA: U jednotlivych rostlin, které byly staré zhruba dva tydny, byl odebran vzorek
z listu. Pro PCR colony stacil vzorek o velikosti 5 mm, proto mohly byt pouzité i velmi
mladé rostliny. PCR colony s pouzitim Phire Plant Direct PCR Kit byla provedena
s primery prom4.1seq_RP1 a AT8_seq_FP1 (viz. kapitola 3.2.10).

Predpokladana velikost produktu colony PCR byla 1600 bp, po porovnani této
velikosti s pasy zobrazenymi na gelu (Obr.16 ), byla prokazana pfitomnost T-DNA u 10
z22 testovanych rostlin. Kvali nizkému poctu rostlin, u nichz byla potvrzena
ptfitomnost T-DNA, byly zasazeny dalsi vyselektovana semena a u vyrostlych rostlin
byla opét provedena colony PCR. Kdy po analyze gelu (Obr.17 ) byla prokazana
ptitomnost T-DNA u 7 z 15 testovanych rostlin.

Obrazek 15. Selekce semen na zaklad¢é fluorescenéniho signalu. Nalevo nafocena selektované
seminka a napravo jsou jiz zobrazeny fluoreskujici semena pro selekci
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L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

5000 b
3000 bp
2000 bp
1500 b
1000 bp
750 bp
500 bp
300 bp

100 bp

Obrazek 16. Ovéieni pfitomnosti T-DNA u transformovanych rostlin A. thaliana. Jednotlivé
zkoumané rostliny jsou znaceny cisly 1-22. L oznacuje pouzity ladder GeneRuler Express
DNA. Predpokladana velikost produktu je 1600 bp.

L 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

Obrazek 17. Ovéfeni pritomnosti T-DNA u transformovanych rostlin A. thaliana. Jednotlivé
zkoumané rostliny jsou znaceny Cisly 23-37 v navaznosti na predchozi vzorky. L oznacuje
pouzity ladder GeneRuler Express DNA. Predpokladana velikost produktu je 1600 bp.

Rostliny, u nichz byla prokazana ptitomnost T-DNA insertu, byly déale podrobeny
metod€ ddPCR, diky niz bylo mozné urcit pocet kopii T-DNA v ramci rostliny.
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4.2.2 Urceni poctu kopii T-DNA u T1 generace linie Atlhcb8 a vybér
heterozygotu

Pro urceni poctu T-DNA v jednotlivych rostlinaich T1 generace linie Atlhcb8 byla
pouzita ddPCR. Pfed samotnym provedenim ddPCR byla nejdiive ze zkoumanych
rostlin izolovana DNA pomoci NucleoSpin Plant II kitu. Ziskand DNA byla poté
nafedéna a naStépena restrikénim enzymem Mfei. A takto pfipravend DNA byla

nasledné pouzita pro ddPCR.

Cilem stanoveni poctu kopii T-DNA bylo ziskani heterozygotnich jedinci v ramci
T1 generace linie ATlhcb8, ktefi by mély nejlépe jednu maximalné dveé kopie T-DNA.
Informaci o poctu kopii udava hodnota CNV (copy variation number), presnéji tato
hodnota udava pocet vyskytu sekvence pro hygromycinovou rezistenci, ktera je soucasti

T-DNA, v ramci genomu dané rostliny.

Po provedeni ddPCR byly na zakladé vysledki CNV vybrany dvé rostliny oznaCené
jako C (CNV = 0,81) a G (CNV = 1,37), které obsahovaly pravdépodobné jen jednu
kopii T-DNA a dvé rostliny oznacené jako I (CNV = 2,52) a R (CNV = 2,34), které
obsahovaly pravdépodobné dvé kopie T-DNA. Vysledky ddPCR u vSech vybranych
rostlin jsou zaneseny v grafu (Obr.), ¢erné jsou vyznacCeny vysledky CNV u rostlin,

které byly vybrané pro dal$i zkoumani. Jednotlivé rostliny jsou pojmenovany pismeny.

U vybranych rostlin C, G, I a R bylo ddPCR provedeno znovu pro potvrzeni
vysledki. Vysledky tohoto opakovani jsou zaznamenany na Obr. 18. kdy u jednotlivych
rostlin probéhlo méteni dvakrat. Na zakladé téchto vysledki byly pro dalsi pokracovani
vybrany praveé tyto rostliny, jejichz semena byly po dozrani opét selektovana na zakladé
jejich fluorescencniho signélu a poté vybrana semena byla zasazena pro vypéstovani T2

generace, ze které byly nasledné selektovani homozygotni jedinci.
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T1 generace linic ATlheb8 - Stanoveni poétu kopii T-DNA
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Obrazek 18. Stanoveni poctu kopii T-DNA T1 generace u linie AtlhchbS. Rostliny oznaceny
pismeny a Cislicemi (urCuji prvni nebo druhé mefeni). Chybové usecky odpovidaji 95%
Poissonovu rozmezi. Cerné sloupce oznacuji rostliny odpovidajici pozadavkim

T1 generace linie At/hch8 - Stanoveni poctu kopii
T-DNA (opakovani s rostlinami zajmu)

3 2,72
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2,5 221 2,29
2
1,47
% 15 1,38
O 0,95 1,06
1
0,5
0
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Analyzovang rostliny
Obrazek 19. Ovéreni poétu kopii T-DNA T1 generace v linii AtlhcbS. Rostliny oznadeny

pismeny a ¢islicemi (uruji prvni nebo druhé meérfeni). Chybové tusecky odpovidaji 95%
Poissonovu rozmezi
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4.2.3 Urceni homozygotu v T2 generaci

Pfi analyze T2 generace linie Atlhcb8 byly analyzovani 3 potomci C rostliny z T1
generace, 4 potomci G rostliny z T1 generace, 9 potomku I rostliny z T1 generace

a 6 potomkt R rostliny z T1 generace.

Na zakladé provedené ddPCR byly potomci rostliny C oznaceni jako homozygoti,
protoze CNV potomka odpovidalo dvojnasobku CNV rodi¢e (Obr. 20.). Takto byly
oznaceni 1 potomci rostliny R jako homozygoti (Obr. 20.).

Takto byly vyselektovany dvé homozygotni linie oelhcb8 oznalené jako C a R.

Pro fyziologickou charakterizaci byly nasledné zvoleni potomci rostliny C1 a potomci

rostliny R3.
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Analyzované rostliny
Obrazek 20. Uréeni poctu kopii T-DNA u T2 generace Atlhch8 linie a uréeni homozygotnich

jedinca v T2 generaci. Svétle oznacené sloupce oznacuji jedince, u kterych byla potvrzena
homozygotnost. Chybové usecky odpovidaji 95% Poissonovu rozmezi.
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4.3 Charakterizace fenotypu

Pro charakterizaci fenotypu byly porovnany potomci rostliny C1 a potomci rostliny R3
s WT A. thaliana a s kolhcb8 A. thaliana — linie s vyfazenym genem LHCBS. Pii
porovnani téchto riznych fenotypu se fenotypy od sebe navzajem nelisi. Maji podobné
stejné velké listy, pocet listd je také vzajemné podobny. Proto se da konstatovat, ze

vytvoreny overexpresni mutant se fenotypové nelisi od WT a ani od jedinct z linie
kolhcb8 (Obr. 21).

C1 oelhcbh8

" AP
i3

Kolhcb8 8 T R3 oelhch8

Obrazek 21. Porovnani fenotypu WT, kolhcbS, C1 oelhcb8 a R3 oelhcb8 A. thaliana
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4.4 Charakterizace overexpresnich linii za normalnich a stresovych
podminek

Rostliny typu WT a oelhcb8 byly nejdiive tfi tydny peéstovany za normalnich podminek.
Po uplynuti 3 tydnt byly rozdé€leny do tiech skupin, ve kterych byly zastoupeny vzdy
vSechny typy. Prvni skupina byla dale péstovana za stejnych podminek, druha skupina
byla vystavena vysokému osvétleni a tfeti skupina byla vystavena vysokému osvétleni
a suchu (parametry pro péstovani jsou uvedeny v kapitole 3.2.1). Po dalSich tfech
tydnech rustu pfi jinych podminkach byly rostliny analyzovany pomoci PEA metru.
Byla zméfena jejich hodnota Fv/Fm, ¢imz je uréen maximalni kvantovy vytézek, diky
kterému je mozné charakterizovat snizeni funk¢nosti ¢i poskozeni fotosystému II. Dale

byly porovnany hodnoty FO a Fm.

Meéteni Fv/Fm na listech rostlin, které rostly za normalniho svétla probéhlo v deseti
opakovanich, byla urena smérodatna odchylka a data byla zprimérovana. U rostlin,
které rostly pfi vysokém osvétleni bylo méteni také provedeno v deseti opakovanich,
data byla zprimérovana a byla urCena jejich smérodatna odchylka. U rostlin, co rostly
pfi vysokém osvétleni a za sucha, bylo méfeni provedeno ve Ctyfech opakovanich,
mensi mnozstvi opakovani bylo zptisobeno nedostatkem kvalitnich listd. Méfeni bylo
vzdy provadéno na listech, které byly 30 min zatemnény a probihalo pii osvétleni

zelenym svétlem.

Po analyze dat je mozné pozorovat, ze vSechny pozorované hodnoty Fv/Fm, FO a Fm
byly vétsi u WT nez u rostlin oelhcb8 pfi vSech podminkach Obr.22.. Z vysledki 1ze
vyvodit zavér ze v porovnani oelhcb8 s WT, jsou oba fenotypy na tom velmi podobné
v ramci kvantového vytézku fotochemie PSIL, oelhcb8 nabyvaly spise mensi hodnoty,

avsak k presnéj$im zavérum by musela byt udélana hlubsi analyza.
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Obrazek 22. Porovnani hodnot F./Fn, Fo a Fn, naméfenych u genotypu WT a oelhcbS za
podminek normalniho osvétleni (NL), vysokého osvétleni (HL) a vysokého osvétleni a sucha
(H1 + sucho). Vysledky uvadény jako praméma hodnota a chybova usecka jako smérodatna
odchylka, pro NL a HL. n=10, pro HL+sucho n=4
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4.5 Porovnani genotypu pri pusobeni vysoké intenzity zareni

Tento experiment byl proveden na rostlinach o genotypech WT, kolhcb8 a oelhcbS.
Mgeteni bylo provedeno u listd rostlin A. thaliana sriznym genotypem jez byly
vystaveny vysoké intenzité€ svétla 2500 umol fotoni-m-2 s—1 ¢ase Omin (na 5 listech), 1
hod (na 3 listech), 2 hod (na 3 listech) a 4 hod (na 3 listech) po vystaveni rostlin svétlu.
Listy byly vzdy pfed samotnym méfenim na 30 min zatemnény. Pfi druhém opakovani
probéhlo méteni v Case 1 hod (na 1 listu), 2 hod (na dvou listech) a 4 hod (na tfech

listech).

Bylo méfena hodnota Fv/Fm pomoci PEA metru a mnozstvi chlorofylu v listech
pomoci chlorofylmetru SPAD 502. Po vyhodnoceni vysledku obsahu chlorofylu
v jednotlivych genotypech pii stresu z vysokého osvétleni, byl zjistén lehky pokles
v obsahu chlorofylu a/b v listech (Tab. 17 a Tab. 18) v prabéhu cCasu, avSak zadné
prukazné rozdily mezi jednotlivymi genotypy, objeveny nebyly. Pro zjisténi presnéjsich
dat by bylo potieba rostliny vystavit vysoké intenzité zafeni na delsi dobu v fadu dnda.
Tabulka 17. Mnozstvi chlorofylu v listech genotypt A. thaliana (WT, kolhcb8, oelhcb8 C1 a
R3) v ¢asech 0 min (n=25), 1h (n=15), 2h (n=15) a 4 h (n=15) od ozafeni. Hodnoty relativniho

obsahu chlorofylu jsou uvadéné jako prumémé hodnoty se smérodatnou odchylkou SD
(jednotlivé n uvedeny u intervalu métenti)

Relativni obsah Chl*

0 min 1h 2h 4h
WT 23,108 1,210  18,748+1,112  19,120+0,873 19,360 + 0,879
kolhcb8 22,480 +1,406  20,926+0,835  18,100+1,838 16,493 + 3,109
C1 oelhch8 20,568 +2,380  19,700+1,500  19,660+1,188 19,680 + 1,903
R3 oelhch8 22376 £1296  18,586+2,664  19,660+1,899 19,820 + 3,072
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Tabulka 18 Opakovani méfeni mnozstvi chlorofylu v listech genotypu A. thaliana (WT,
kolhcb8, oelhcb8 C1 a R3) v casech 1h (n=5), 2h (n=10) a 4 h (n=15) od ozareni. Hodnoty
relativniho obsahu chlorofylu jsou uvadéné jako primémé hodnoty se smérodatnou odchylkou
SD (jednotlivé n uvedeny u intervalu méfeni)

Relativni obsah Chl*

lh 2h 4h

WT 19,020£0,641 21,140,561 21,86+ 2,234

kolhcb8 19,740+0,820 21,580,948 20,947 + 1,161

Cloelhcb8  21,38+0,683 184342313 22,173+ 1,112

22,8260 +
R3 oelhchb8  19,140£0313  20,95+2,066 1,226

Dale byly métfeny hodnoty Fv/Fm pomoci PEA metru. Méfeni probihalo ve dvou
dnech, hodnoty z prvniho dne vypovidaji, ze mezi jednotlivymi genotypy neni vyrazny
rozdil v jejich hodnoté Fv/Fm, jediny vyrazny propad vici ostatnim genotypum byl

zaznamenan u kolhcb8 pi1 méteni po 4h (Obr 23.).

Méteni druhy den mélo velmi podobné vysledky jako meéfeni prvni den, kdy
jednotlivé genotypy na tom byly téméf totozn€, jedina vyjimka byla u C1 oelhch8, ktery
pii méfeni po 1 hodiné vykazoval vyssi hodnoty Fv/Fm, nez ostatni genotypy (Obr 24.),
avSak vzhledem ze toto méfeni bylo provedeno pouze v jednom opakovani neni tato

hodnota moc prikazna.
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Obrazek 23. 1. Méfeni Fv/Fm u genotypu WT, kolhcb8 (ko8), oelhcb8 Cl1 a R3, béhem
intervalti Omin (n=5 ), 1 hod (n =3 ), 2 hod (n=3) a 4 hod (n=3), kdy byly jednotlivé genotypy
osviceny svétlem o intenzité 2500 pmol fotonti-m-2 s—1. Hodnoty jsou primémé a chybové
usecky odpovidaji SD (kdy n je uvedeno u jednotlivych intervalti méreni)
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Obrazek 24. 2. M¢éfeni Fv/Fm u genotypu WT, kolhcb8 (ko8), oelhcb8 Cl1 a R3, béhem
intervalii 1 hod (n = 1), 2 hod (n=2) a 4 hod (n=3), kdy byly jednotlivé genotypy osviceny
svétlem o intenzit€¢ 2500 pmol fotoni'm-2 s—1. Hodnoty jsou primémé a chybové tusecky
nejsou uvedeny, protoze opakovani nebylo dostate¢né
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5 ZAVER
V teoretickém uvodu byla objasnéna funkce svétlosbémych proteint, hlavné tedy
proteinu LHCBS, na ktery je tato prace zaméfena. Také byl vice vysvétlen pribéh

Gateway klonovani, ktery byl stézejni metodou pfi ziskani mutantt A. thaliana.

Cilem této prace byla pfiprava overexpresni A. thaliana se zvySenou expresi LHCB8
proteinu a jeji nasledna charakteristika. V ramci metodologie bylo vyuzitych spoustu
novodobych modernich metod, které zjednodusuji praci védcim v jejich badani. Diky
metodam jako jsou ddPCR a selek¢ni metoda FAST pro selekci semen je mozné
urychlit zdlouhavy proces transformace organismt a nasledné ziskani homozygotni
linie.

V ramci experimentalni ¢asti byla pfipravena overexpresni linie A. thaliana, ktera by
meéla vykazovat zvySenou expresy LHCB8 proteinu. A diky tomu mohl byt lépe
pochopena funk¢nost tohoto svétlosbérného proteinu pii dalsim zkoumani. V této praci
byla provedena jen zakladni charakterizace této overexpresni linie, a proto jako takova
nepiinesla mnoho novych informaci o funkci proteinu LHCBS. Hlavnim uspéchem této

prace bylo vytvoreni a zisk homozygotni linie oelhcbS.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

At
Atlhcb8
C2
C2S52M2

CNV
ddNTPs
ddPCR
DMSO
dNTPs
EB

FO
FAST
Fm

FS

Fv/Fm

GFP

HL

Chl

LB médium
LHC
LHCII
LHCs
oelhcb8
OLE1

PB pufr

PC

PCR

PE pufr
PL1

PSI

PSII
PSII-LHCII
PW1, PW2
TAE
T-DNA

TE pufr
WT

YEB médium

Arabidopsis thaliana (husenicek rolni)

linie s transformovanym AtLHCBS

dimerni jadro PSII

forma superkomplexu PSII obsahujici dimerni jadro, dva S a dva
M trimery

variabilita poc¢tu kopii CP24 LHCB6 CP26 LHCBS5 CP29 LHCB4
dideoxyribonukleotidy

digitalni dropletova PCR

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleotidy

elucni pufr

minimalni fluorescence chlorofylu

technologie pro selekci semen zalozena na jejich fluorescenci
maximalni fluorescence chlorofylu

fotosyntéza

maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII
zeleny fluorescencni protein

zareni o vysokych intenzitach

chlorofyl

lysogenni bujon, médium vyuzité pro péstovani E. coli
svétlosbérny komplex

svétlosbérny komplex II

svétlosbérné komplexy

homozygotni overexpresni linie

protein oleosin 1

fosfatovy pufr

vazebny pufr pro navazani DNA na membranu (izolace DNA)
polymerizacni fetézova reakce

promyvaci pufr

lyzaéni pufr (izolace DNA)

fotosystém I

fotosystém 11

superkomplex fotosystému II

promyvaci pufry
tris-acetat-ethylendiamintetraoctova kyselina
transferova DNA

Tris-EDTA pufr

divoky typ

médium pro rist A. tumefaciens
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