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CiLE PRACE

Teoreticka ¢ast
e Zpracovani prehledu o problematice funkce a struktury fotosystému II a jeho
svétlosbérného komplexu, véetné proteinu LHCB4, u fotosyntetickych organisma
Experimentalni ¢ast
e Selekce homozygotnich transgennich rostlin Arabidopsis thaliana pomoci
metody Droplet Digital PCR
e Provedeni zakladni charakterizace fotosyntetické funkce ziskanych rostlin
e Vyhodnoceni vlivu modifikovaného proteinu LHCB4 na funkci a strukturu

fotosystému II a diskutovani obdrzenych vysledku



1 UVOD

Fotosystém II (PSII) je klicovy clanek fotosyntetického aparatu. Jako jediny v pfirodé
katalyzuje fotolyzu vody vedouci k produkci kysliku a zapojeni elektrond do
elektronového transportniho fetézce. Tim je podminén chod fotosyntézy, déje, ktery je

nezbytny k preziti nejen fotoautotrofnich organismd, ale i nas, lidi.

Znalosti o struktufe a funkci tohoto fotosystému jsou primarné€ zalozeny na studiich
rostlin péstovanych v optimalnim prostfedi. Fotosystém II je tak slozen z dimerniho jadra,
kde dochazi k nabojové separaci, a z komplexniho systému perifernich svétlosbérnych
antén, které prenasi zachycenou energii slunecniho zafeni do jadra PSII. Stresové
podminky ale mohou u rostlin indukovat zménu této struktury ztratou nékterych
svétlosbérnych antén nebo tvorbou jejich jinych forem. Prikladem je protein LHCBS (tj.
jedna zizoforem LHCB4), malo prozkoumana svétlosbérna anténa PSIT s
predpokladanou fotoprotektivni funkci (Klimmek et al., 2006; de Bianchi et al., 2011;
Koufil et al., 2016)

U krytosemennych rostlin, které jsou vystaveny vysoké intenzité zafeni, tento protein
nahrazuje své dvé bézne se vyskytujici izoformy (Klimmek et al., 2006). To vede ke ztrate
charakteristického vazebného mista pro dalsi protein a k odtrzeni dalSich antén (Albanese
et al., 2016). Mensi mnozstvi antén potom znamend mensi prisun energie do jadra PSII,

respektive jde o fotoprotektivni reakci rostliny na stres.

K dalsimu studiu LHCBS8 pobizi také nedavny objev tohoto proteinu v PSII smrku
ztepilého (a dalSich pfibuznych nahosemennych rostlin). Na rozdil od krytosemennych je
u téchto rostlin LHCB8 exprimovan bézné, ne jen za stresovych podminek (Grebe et al.,

2019).

Studiu LHCBS se nyni vénuje projekt GACR 21-05497S s nazvem ,,Role proteinu
LHCBS v organizaci a funkci svétlosbérného komplexu fotosystému II°. Motivaci této
bakalafské prace je, v ramci tohoto projektu, pfispét k objasnéni ulohy LHCBS ve funkci
a strukturni organizaci PSII. K tomu je vyuzito nékolika riiznych postupt, mezi které patii
pfiprava transgennich rostlin Arabidopsis thaliana vlozenim transgenu pro smrkovy
protein LHCBS, selekce homozygotnich linii téchto transgennich rostlin a nasledna

fyziologicka charakterizace.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Zakladni koncept fotosyntézy

Fotosyntéza (FS) je proces kliCovy pro prakticky veskery zivot na Zemi. Probiha
v rostlinach a ostatnich fotoautotrofnich organismech a je zalozena na komplexni sérii
reakci, které zahrnuji absorpci svétla, jeho pfeménu na energii chemickych vazeb,
elektronovy a protonovy transport a enzymatickou drahu. U rostlin a vétSiny tas, tedy
béhem oxygenni FS, dochazi k,preméné” vzdusného oxidu uhlicitého a vody na

organické molekuly a kyslik.

Fotosyntézu lze rozdélit na dvé faze podle pozadavku na svétlo. Svételné reakce
probihaji v tylakoidnich membranach (TM) chloroplasti a zahrnuji $t€peni vody na
kyslik, protony a elektrony. Protony a elektrony jsou nasledné transportovany pres TM
za vzniku adenosin trifosfatu (ATP) a nikotinamid-adenin dinukleotid fosfatu (NADPH).
ATP a NADPH jsou poté vyuzity v temnostnich reakcich probihajicich ve stromatu
chloroplasti  k zabudovani oxidu uhlic¢itétho do organickych molekul, zejména

monosacharidu, prostfednictvim Calvin-Bensonova cyklu (Johnson, 2016).

Fotosyntéza ma klicovy vyznam i pro organismy heterotrofni, které vyuzivaji produkty
fotosyntézy, tj. kyslik pro respiraci a sacharidy jako zdroj energie a uhliku. Energie
sluneCniho zafeni pro pohon fotosyntézy je tak nezbytnym zdrojem veskeré biologické

energie.

2.1.1 Svételné reakce fotosyntézy

D¢gjistém fotosyntézy (FS) u rostlin jsou chloroplasty. Tyto organely maji komplexni
vnitini strukturu tvofenou membranovymi strukturami nazyvanymi tylakoidy, které
oddéluji vnitini (lumen) a vnéjsi (stroma) prostor chloroplastu. RozliSujeme granalni a
stromalni tylakoidy. Granalni tylakoidy jsou sefazeny na sebe a tvofi grana. Stromalni
tylakoidy jsou naopak samostatné a tvoii lamely propojujici jednotlivd grana. V

tylakoidech jsou umistény vSechny proteinové komplexy podilejici se na svételné fazi FS.

Podstatnou Casti fotosyntetického aparatu vétSiny fotoautotrofnich organismi jsou
v tylakoidech zabudované proteinové komplexy fotosystém I (PSI) a fotosystém II (PSII).
Spolecné se svétlosbérnymi komplexy (LHCs) a cytochromem bef (Cyt bef)
zprostredkovavaji fotosystémy linearni elektronovy transport pies tylakoidni membrany.

Kromé¢ uvedenych komplext obsahuji tylakoidni membrany také zabudované komplexy



regulace protonového gradientu (PRGS, PGRLI1), komplex NAD(P)H dehydrogenasu
(NDH) a ATP synthasu (Kouril et al., 2018).

2.1.1.1 Linearni elektronovy transport

Energie absorbovaného zafeni je v PSII vyuzita k nabojové separaci, kdy dojde k odtrzeni
elektronu ze specialniho paru chlorofyli v reakénim centru PSII. Zatimco je tento
elektron pres ne€kolik redoxnich kofaktorti v ramci PSII pfenesen na plastochinon (PQ),
chybéjici elektron v reak¢nim centru je doplnén prostrednictvim §tépeni vody, pfi kterém
se jako vedlejsi produkt uvoliiuje kyslik a protony do lumenu. Plastochinol (redukovany
plastochinon, PQH>) je reoxidovan zpét na plastochinon cytochrom bsf komplexem za
soucasného preneseni protond ze stromatu do lumenu. Elektrony z cytochrom bef
komplexu redukuji dalsi elektronovy pienase¢, plastocyanin, ktery slouzi jako donor
elektrond do PSI. V PSI musi opét probéhnout nabojova separace s vyuzitim svételné
energie a elektron je pfenesen az na elektronovy akceptor ferredoxin. Ten je vyuzit
enzymem ferredoxin-NADP* reduktasou pro tvorbu NADPH. Pfi pfenosu elektront
vznikd na TM zaroven protonovy gradient (protony se akumuluji v lumenu), ktery je

vyuzit pro pohon enzymu ATP-synthasy a tim pro tvorbu ATP (Obr. 1, Johnson, 2016).

NADP+ | + H*
\/
o
-------------- +» Proton transfer %& 7

— Electron transfer

stroma

thylakoid

lumen

Obr. 1: Elektronovy a protonovy transport fotosyntézy. Linearni elektronovy transport zacinajici
Stépenim vody ve fotosystému II, nasledovany prenosem elektronti mezi volnymi a v tylakoidech
zabudovanymi pfenaSeci, vedouci ke tvorbé NADPH. SpraZenym procesem je ustaveni
protonového gradientu na membrané tylakoidu, ¢ehoz je vyuzito k tvorbé ATP. Pievzato
z Johnson (2016).



Kromé uvedenych drah vyuzivaji rostliny také elektronovy transport cyklicky, kdy
dochazi k tvorbé protonového gradientu bez redukce NADP*. Aktivaci cyklického
transportu jsou tedy rostliny schopny kontrolovat pomér NADPH/ATP (Johnson, 2016).

2.1.2 Fotosystémy I a 11

Zaklad fotosyntetického aparatu v tylakoidech tvoti fotosystém I (PSI) a fotosystém II
(PSII), multiproteinové komplexy, které se spolecné s dal§imi proteinovymi komplexy
ucastni svételné faze FS. U vySSich rostlin jsou fotosystémy lokalizovany v odli§nych
castech TM. PSII komplexy jsou zabudovany hlavné v granélnich tylakoidech, Cast se
muize nachazet ale i tylakoidech stromalnich, kde se jako monomery ucastni PSII
opravného cyklu. Komplexy PSI jsou vyhradné ve stromalnich tylakoidech a na okrajich

gran (Kouril et al., 2018).

Oba typy fotosystémi maji stejnou obecnou strukturu, jsou slozeny z jaderného
komplexu a svétlosbérnych antén. Jadro fotosystémi obsahuje reak¢ni centrum se v§emi
kofaktory nezbytnymi pro fotochemické reakce, zatimco systém perifernich
svétlosbérnych antén zajistuje piisun excitani energie pro dany fotosystém. Funkce
téchto svétlosbérnych antén spociva v zachyceni fotontl a jejich pfenosu s co nejvetsi
ucinnosti do reakénich center fotosystému, kde je jejich energie vyuzita pro nabojovou
separaci (Koufil et al., 2018). Obecné je jadro konzervované napfi¢ vSemi
fotosyntetickymi organismy, avSak systém svétlosbérnych antén vykazuje velkou

variabilitu (Koufil et al., 2018).

2.1.2.1 Obecny princip funkce svétlosbérnych antén

Kvanta svételné energie (fotony) jsou absorbovana molekulami fotosyntetickych
pigmentu, které jsou lokalizované v tylakoidnich membranach chloroplastd. U rostlin a
zelenych fas se jedna predevsim o pigmenty ze skupin chlorofylt a karotenoidd, které
jsou navazany na proteiny a tvoii svétlosbémé komplexy (light-harvesting complexes,

LHCs).

Absorpci specifickych vinovych délek zafeni, tedy fotoni o dané energii, pak 7-
elektrony konjugovaného systému dvojnych vazeb v molekule pigmentu prechazi ze
svého zakladniho do excitovaného stavu s vy§si energii. V tomto stavu jsou ale elektrony
nestabilni a dochézi proto k dal§imu prenosu energie. Ta je diky vysoké organizovanosti

tylakoidnich membran dale vyuzita pro pohon fotosyntézy.



Aby mohla byt energie fotonu pohlcena pigmentem efektivné pifenesena do reakénich
center PSII a PSI a vyuzita pro nabojovou separaci, zaujimaji vaci sob€ jednotlivé
molekuly pigmentd specifické umisténi, pravé diky vazbé na proteiny v tylakoidech.
Jedna molekula chlorofylu (Chl) v excitovaném stavu tak prostfednictvim resonan¢niho
prenosu poskytne téméf veskerou pohlcenou energii fotonu druhé molekule chlorofylu,
ktera je vaci té prvni ve vhodném umisténi a vhodném, tedy zakladnim, energetickém
stavu. Takto je energie fotonu postupné prenasena ze svétlosbérnych komplext (LHCs)
az do reakc¢nich center (RC) fotosystému, kde je specialni par fotochemicky aktivnich Chl

a kde je energie spotiebovana pro pohon endergonnich reakci FS (Obr. 2).

-~ ~ light harvesting reaction
/ } complexes centre

electron
transfer

energy transfer

chlorophylls

Obr. 2: Zakladni princip funkce fotosystémii a zpusob pfenosu energie zareni ze svétlosbérnych
komplext do reakcniho centra fotosystému. Prevzato od Johnson (2016).



LHCs jsou kli¢ové také pro regulaci a optimalizaci mnozstvi svételné energie, ktera se
dostava do RC fotosystému. To vychazi ze schopnosti rostlin vyuzit rizné mechanismy
adaptace na meénici se svételné podminky, pfipadné jinou stresovou zatéz. Jednou z
moznosti regulace je variabilita rozsahu LHCs, resp. antén, ktera umoziuje rostlindm
pfizptsobit se riznym svételnym podminkam. Rostliny obyvajici spise stinna stanoviste
maji tendenci akumulovat vétsi svétlosbérnou anténu, zatimco dlouhodobé vystaveni
vysokym intenzitam zareni vede k redukci velikosti antény. Roli zde hraje také obsah a
typ jednotlivych pigment a tim i adaptace LHCs na razné vinové délky. Tim jsou
rostliny, potazmo jejich LHCs, schopny regulovat pfenos a vstup excitacni energie do RC

(Ruban, 2014).

Rostliny jsou ale vybaveny také regulacnimi mechanismy, jejichz ucinnost lze
pozorovat uz v kratkém cCasovém rozmezi. Jedna se zejména o tzv. stavovy prechod a
nefotochemické zhaseni, které jsou taktéz zalozeny na Cinnosti LHCs. Stavovy prechod
se uplatriuje pfi nevyvazenosti ptisunu energie mezi PSI a PSIL Je to proces prerozdéleni
energie mezi fotosystémy vyvolany fosforylaci jedné =z podjednotek LHCIL
Fosforylovany LHCII po odtrzeni od PSII interaguje s PSI. Oba fotosystémy jsou timto
schopny piiblizné stejné absorpce zafeni. Druhym z uvedenych regulacnich mechanisma
je nefotochemické zhaSeni (non-photochemical chlorophyll fluorescence quenching,
NPQ). Na rozdil od stavového piechodu se NPQ odehrava za vysokych intenzit zafeni.
Jedna se o proces, ktery umoziiuje bezpecné uvolnit pfebyteCnou absorbovanou energii

ve formé tepla (Ruban, 2014).



2.2 PSII superkomplex

Fotosystém II (PSII) je jednim z klicovych komplext zapojenych do svételnych reakci
fotosyntézy. Jde o jediny enzym v piirod¢€, ktery je schopen §tépit vodu na protony,
elektrony a kyslik (Johnson, 2016).

Rostlinny fotosystém II (PSII) je velky a vysoce variabilni proteinovy superkomplex
s velkym poctem podjednotek, jehoz variabilita vychazi ze schopnosti PSII jaderného
dimeru vazat rizny pocet LHCII trimerd (Koufil et al., 2018). Struktura tohoto
superkomplexu je studovana zejména pomoci rentgenové krystalografie v kombinaci
s elektronovou mikroskopii a jeji urCeni hraje zasadni roli v pochopeni procesu
fotosyntézy a jeji regulace. Tyto znalosti jsou pak klicové pro fadu odvétvi pres
zemédélstvi, biotechnologie, studium zivotniho prostfedi ¢i vyzkum obnovitelnych

zdroju energie.

2.2.1 Struktura PSII superkomplexu u krytosemennych rostlin
Pro studium obecné struktury PSII superkomplexu jsou vyuzivany kvetouci,
krytosemenné, rostliny. Jednim zhojné pouzivanych zastupci je huseniCek rolni

(Arabidopsis thaliana).

Jak jiz bylo uvedeno, rostlinny fotosystém II je slozen z nékolika podjednotek, které
se spolecné oznacuji jako PSII-LHCII superkomplex. Z oznafeni vyplyva i zakladni
struktura, a tedy PSII jadro a na ného navazany LHCII systém perifernich pigment-
proteinovych komplext, nalezicich do Lhc genové rodiny (Jansson, 1999; Koufil et al.,

2012).

Jadro PSII je dimerni (C»), kdy kazdy z monomert obsahuje reakéni centrum (RC) a
probiha zde tedy separace naboje. RC PSII sestava z D1/D2/cytochrom b559 komplexu
nesouciho kofaktory pro elektronovy transport. Tento komplex spolecné s podjednotkami
CP43 a CP47 tvoii jaderny komplex, tzn. zéklad jadra PSII (Ferreira et al., 2004; de
Bianchi et al., 2011).

Dimerni jadro C» je asociovano s perifernim systémem svétlosbérnych antén LHCII
(light-harvesting complexes of photosystem II) (Obr. 3). Jedna se o pigment-proteinové
komplexy, ozna¢ované LHCB1-6. Rozli§ujeme tzv. majoritni a minoritni LHCII anténni
proteiny. Majoritni  svétlosbérné antény jsou reprezentovany tfemi velmi

podobnymi proteiny LHCB1, LHCB2 a LHCB3, které tvofi trimery. Vz4jemny pomeér



LHCB1, LHCB2 a LHCB3 v TM je 8:3:1 (Jansson, 1994), z ¢ehoz plyne, Ze tvoti homo-
i heterotrimery. Minoritni anténni komplexy, ozna¢ované jako LHCB4 (CP29), LHCBS
(CP26) a LHCBG6 (CP24), jsou v superkomplexu pfitomny jako monomery (Obr. 3,
Kouril et al., 2012; Koufil et al., 2018).

Spojenim jadra a perifernich komplext je vyrazné zlepSena svétlosbérna kapacita PSII,

proteiny LHCII komplexu totiz zasobuji reakéni centrum PSII excitacni energii. Navic

maji také zasadni roli v ochrané PSII pted foto-oxidacnim poSkozeni nadmérnym zafenim

(Kouril et al., 2018).

Obr. 3: Projek¢éni mapa strukturniho modelu PSIT C.S,M» superkomplexu (typicky, nejvice
zastoupeny) Arabidopsis thaliana pfi pohledu shora. (A) Projekéni mapa C.S>,M, superkomplexu
ziskana single particle elektronovou mikroskopii. (B) Zobrazeni podjednotek superkomplexu
pomoci jednotlivych struktur o vysokém rozliSeni — PSII jadro (podjednotky D1, D2, CP43, CP47
a vn¢jsi podjednotka PsbO jsou zvyraznény modrou, tyrkysovou, lososovou, rizovou a zlutou) a
LHCB (trimemi LHCII a monomerni LHCB zvyraznény tmav¢ a svétle zeleng). Schematicky je
vyznacen PSII jaderny monomer ,,C*, LHCII trimery ,,S* a ,,M* a minoritni antény CP24, CP26
a CP29. Prevzato z Kouril et al. (2012).



Velikost PSII-LHCII superkomplexu je do znacné miry variabilni. U suchozemskych
rostlin je nejtypictéjsi forma PSII superkomplexu oznaCovana jako C2S:Mz (Obr. 3).
Obsahuje dva trimery S a dva trimery M navazané na dimerni jadro C> (Boekema et al,
1999). Znaceni trimera S (strongly-bound) a M (moderately-bound) vychazi z charakteru
vazby daného trimeru k jadru PSII (Dekker & Boekema, 2005; Koufil et al., 2012).
Zatimco S trimery jsou tvoreny kombinaci LHCB1 a LHCB2 proteint, u M trimeru je
typicky pfitomen i protein LHCB3. Samotnou vazbu trimerd na jadro PSII u
krytosemennych rostlin zprostfedkovavaji monomery LHCB4-6, kdy pfipojeni S-trimert
umoznuji proteiny LHCB4 a LHCBS5, zatimco M-trimery jsou navazany pomoci proteint
LHCB4 a LHCB6. Mensi formy PSII-LHCII superkomplexu, jez jsou v§ak obvykle méné

zastoupené, postradaji ve své struktufe jeden nebo oba M-trimery (Koufil et al., 2018).

2.2.2 Struktura PSII superkomplexu u nahosemennych rostlin

Dlouho se predpokladalo, ze struktura nejbéznéjsi formy superkomplexu fotosystému II
— C2S:2M2 — je stejna napfic vSemi druhy suchozemskych rostlin. Tato jednotna struktura
u evoluc¢né nejmladsich a nejstarSich druhti suchozemskych rostlin. Studie Koutila et al.
(2016) ,,Evolutionary loss of light-harvesting proteins Lhcb6 and Lhcb3 in major land
plant groups — break-up of current dogma* ale odhalila ztratu funkénich gend LHCB3 a
LHCB6 u nékterych rostlin ze skupiny nahosemennych (rody Picea a Pinus (rodina
Pinaceae) a Gnerum (Gnetales)) a s tim souvisejici strukturni a funkcéni zmény PSII-
LHCII superkomplexu. Tim byl vyvracen do té doby obecné piijimany fakt o uniformni
struktufe superkomplexu PSII u suchozemskych rostlin. Poprvé byla nova struktura
C2SoM; superkomplexu pozorovana u smrku ztepilého, lat. Picea abies, angl. Norway
spruce (Obr. 4, Kouril et al., 2016). Kvuli absenci proteint LHCB3 (soucast M trimeru)
a LHCB6 se M trimer vaze k PSII komplexu jinym zpusobem (Obr. 4), coz do té doby
nebylo pozorovano u jinych suchozemskych rostlin. Obdobna struktura byla ovsem
pozorovana u zelené tasy Chlamydomonas reinhardtii, ktera - stejné jako vétSina

ostatnich zelenych fas - také postradd LHCBG6 protein (Obr. 4, Koufil et al., 2016).

Jaka je tedy evolucni vyhoda ztraty LHCB3 a LHCBO, kdyz byly tyto proteiny jesté
donedéavna povazovany za jednu ze zakladnich charakteristik suchozemskych rostlin? Je
znamo, ze vétSina kvetoucich rostlin reaguje pii aklimaci na vysokou intenzitu svétla
snizenim mnozstvi LHCB3 a LHCB6 proteini. To pak vede k pfechodu forem

superkomplexti z C2S2M2 na CS» (Koufil et al., 2013). Je tedy mozné, Ze vysoka intenzita
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zafeni béhem evolucniho vyvoje spolecného predka rodin Pinaceae a Gnetales stoji za
zménou struktury C2S2M> u téchto druhti rostlin (Koufil et al., 2016). Nedavna studie také
ukazala, Ze ztrata funk¢nich proteini LHCB3 a LHCB6 vyrazné ovliviiuje zpusob, jakym
se fotosynteticky aparat smrku vyrovnava s aklimaci na nizkou a vysokou intenzitu svétla

(Stroch et al., 2022).

P. abies C. reinhardtii

Lheb1/2/3
Lheb1/2 S

Lheb1/2
P. abies A. thaliana

Obr. 4: Strukturni pfifazeni proteinovych podjednotek PSII superkomplexu. PSII superkomplex
z Picea abies (A), Arabidopsis thaliana (B) a Chlamydomonas reinhardtii (C). Zachyceny jsou
projekéni mapy C,S:M, superkomplext z P. abies a A. thaliana a C:S:MaN, z C. reinhardtii s
nafitovanymi strukturami PSII jaderného komplexu (C,, svétle fialova) a trimemich (S, M a N
trimery v modr¢, ¢ervené a zluté) a monomernich (LHCB4/LHCB8 a LHCBS zelené, LHCB6
tyrkysové) LHCB proteint. Strukturni organizace C,S:M, superkomplexu u P. abies (D) a A.
thaliana (E). Sa M trimery jsou specificky vazany kjadernému dimeru (C,) pomoci
svétlosbérnych proteini (LHCB4-6, 8). Vazba M trimeru k C; je zprostfedkovana pomoci
LHCB3, LHCB6 a LHCB4 u A. thaliana a pomoci LHCB8 u P. abies. Pfevzato a upraveno
z Kouril et al. (2016) a van Bezouwen et al. (2017).

10



2.3 Minoritni anténa LHCB4

2.3.1 Zakladni popis minoritni antény LHCB4

LHCB4 zayjima vramci PSII-LHCII superkomplexu dualezité postaveni.
Zprostifedkovava vazbu LHCII S a M trimert k PSII jadru a ma dalezitou roli v pfenosu
energie a fotoprotekci (de Bianchi et al., 2011). LHCB4 protein je u rostlin obvykle
ptitomen ve vice izoformach. U A. thaliana se konkrétné jedna o tii rozdilné izoformy
(LHCB4.1, LHCB4.2 a LHCB4.3), které jsou kodovany tfemi samostatnymi geny:
LHCB4.1 (AT5G01530), LHCB4.2 (AT3G08940) a LHCB4.3 (AT2G40100) (de Bianchi
etal., 2011, Koufil et al., 2016).

Proteiny LHCB4.1 a LHCB4.2 maji velmi podobnou sekvenci (Obr. 5) a tim 1
podobnou strukturu, funkci a regulaci. Za bé&znych podminek jsou v TM piitomny
v poméru zhruba 1:1 (Ilikova et al., 2021) a ptedpoklada se, ze jsou funkéné zamenitelné.
Delece jedné z téchto izoforem je pak kompenzovana tvorbou druhé izoformy, coz neplati
pro protein kédovany LHCB4.3 (de Bianchi et al., 2011). Ten neni za normalnich
podminek u vétSiny krytosemennych prakticky pfitomen, ale jeho mnozstvi se vyrazné
zvySuje pii vystaveni vysokym intenzitdm zafeni (Klimmek et al., 2006). Sekvence
proteinu LHCB4.3 postrada na rozdil od LHCB4.1 a LHCB4.2 relativné velkou ¢ast C-
terminalni domény (Obr. 5, Klimmek et al., 2000), ktera je klicova pro vazbu minoritni
antény LHCBG6 (Albanese et al., 2016). Rozdily v sekvenci mezi LHCB4.1/4.2 a
LHCBA4.3 jsou dokonce vyraznéjsi nez naptiklad mezi proteiny LHCB1 a LHCB2, a proto
doslo ke zmén€ oznaCeni LHCB4.3 na LHCBS, respektive LHCBS pro jeho gen
(Klimmek et al., 2006).
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CLUSTAL 2(1.2.4) multiple sequence alignment

=p|QB7473 | CB4A_ARATH AAAAAASSTMGTRVAPGIHPGSGRFTAVFGFGKKKA - - - ~APKKSAKKTWTTDRP 56
sp|QUXFS88 | CB4B_ARATH ASSIMGTRVYSDISSHNSSRETARFGFGTKKA - - - -SPKKA--KTVISDRP 53
sp|Q9S7WL | CB4C_ARATH 57

sp|QB7473 | CB4A_ ARATH
sp|QOXFS88 | CB4B_ARATH
=p|Q9S7WL | CBAC_ARATH

sp|QB7473 | CB4A_ARATH
sp|QOXFS88 | CB4B_ARATH
=p|Q9S7WL | CBAC_ARATH

GIFGIRIQ-DPRPGTGRVQARFGFSFGKKKPAPPPKKSROVQDDGDRL

LWYPGAISPDWLDGS LVGDYGFDPFGLGHKPAEY LQFDIDS LDONLAKNLAGDVIGTRTEA
LWFPGAKSPEYLDGS LVGDYGFDPFGLGKPAEY LQFDLDSLDOQNLAKNLYGEVIGTRTEA
Wl FPG NPPE _DGSuIGDRGFDPFG GKPAEYL QYDFDG DONL, JuGDIIGIIQES

=

ADAKSTPFQPYSEVFGIQRFRECELTHGRWAMLAT LGALSVEWLTGY TWODAGHKVELVDG
VDPESTPFQPYSEVFGLORFRECEL IHGRA“‘_“T GAITVEWLTGYTWODAGKVELVDG
SEIkPTPFQPYTEJFGIQRFRECE THGRW. GT G I JES TGIu WJODAGHENWEL JEG

sp| Q87473 | CBE4A_ARATH SSYLGOPLPFSISTLIWIEVLVIGYIEFQRNAELDSEKRLYPGGKFFDPLGLAADPEKTA 236
sp|QOXFES | CB4E_ARATH SSYLGQPLPFSISTLIWIEVLVIGYIEFQRNAELDSEKRLYPGGKFFDPLGLASDPVIKA 233
sp|Q9S7WL | CB4C_ARATH SSYLGQPLPFSLTTLIWIEVLVVGYIEFQRNSELDPEKRIYPGG-YFDPLGLAADPEKLD 236
sp|QB7473 | CE4A_ARATH QLOQLAEIKHARLAMVAF LGFAVOAAATGKGPLNNWATHLSDPLHTTIIDTFSSS 298
sp|QUXFES | CB4E_ARATH QLQLAEIKHARLAMVGF LGFAVQAAATGKGP LNNWATHLSDPLHTTIIDTFSSS 287
sp|Q9S7WL | CE4C_ARATH 276

Obr. 5: Porovnani sekvenci LHCB4 izoforem A. thaliana. Sekvence pochazi z UniProt databaze.
Plati UniProt oznaceni Q07473, Q99XF88 a Q9S7W1 pro proteiny A. thaliana LHCB4.1,
LHCB4.2 a LHCBS. K porovnani byl pouzit program ClustalW Multiple Sequence Alignment

(Madeira et al., 2022).

2.3.2 Zastoupeni LHCB4/LHCBS v ramci fylogenetického stromu

Dlouho se ptedpokladalo, ze na rozdil od genu/gentt LHCB4, které se vyskytuji viceméné
univerzalné napfic rostlinnou fisi, je gen LHCBS omezen pouze na krytosemenné rostliny
skupiny Eurosids (Klimmek et al., 2000). Nov¢jsi studie ale popsaly vyskyt genu LHCBS
nejen u krytosemennych skupin Eurosids a Caryophylles, ale také u nahosemennych

s vyjimkou skupin Cyadaceae a Cycadales (Obr. 6, Grebe et al., 2019).
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Obr. 6: Pichled vyskytu LHCB proteinti u vybranych skupin rostlin. Cervené vyznadeny jsou
LHCB3, LHCB4, LHCBS8 a LHCB6. Prevzato z Grebe et al. (2019), upraveno.
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Prakticky u vSech rostlin, u kterych byla zjisténa pfitomnost genu LHCBS, existuje
paraleln¢ alespon jeden gen pro LHCB4 (Obr. 6). Jedinou vyjimku predstavuji skupiny
nahosemennych Pinaceae a Gnetales, u kterych chybi geny pro LHCB4 a které tedy
obsahuji pouze jedinou izoformu LHCB4, a to LHCBS (Grebe et al., 2019). Tato evolu¢ni
zmeéna pravdépodobné souvisi s tim, Ze u téchto rostlin zaroven chybi minoritni anténa
LHCB6 (kap. 2.2.2). LHCBA4 protein s del§im C-terminalnim fetézcem, ktery je nutny pro
vazbu LHCBO, byl tedy evolu¢né nahrazen proteinem LHCBS, kde tato konzervativni
doména na C-konci chybi. Zda je tato unikatni zména spojena s néjakou evolucni
vyhodou a jaké dusledky pfinesla pro funkci fotosytému II a aklimacni strategii rostlin

neni zatim znamé, coz Cini téma mé bakalarské prace velmi aktualni.

2.3.3 Role proteinu LHCBS ve strukture a funkci PSII

Arabidopsis thaliana, modelova krytosemenna rostlina, obsahuje, jak jiz bylo uvedeno,
tfi LHCB4 izoformy. [zoforma LHCB8 je vSak u Arabidopsis a ostatnich krytosemennych
exprimovana jen ziidka (Sawchuk et al., 2008). Podminkou exprese je vystaveni
stresovym podminkam, zejména zvySené intenzité zareni (high light intensity, HL).
Tvorba proteinu LHCBS je pravdépodobné spojena s fotoprotekcei a ochranou pred dalsim
stresem (Albanese et al., 2016; Grinzato et al., 2020). Schopnost fotoprotekce spociva ve
strategickém umisténi LHCB8 v ramci PSII-LHCII superkomplexu a v odliS§nosti
sekvence tohoto proteinu od LHCB4. Proteiny LHCB4 tvoii za norméalnich podminek
,most* mezi vnitini anténou CP47 jaderného komplexu PSII a perifernimi trimery LHCIL.
Postaveni LHCB4 tak zaji§t'uje interakci RC s M trimery skrze LHCBG, a to diky své
charakteristické doméné na C-konci, ktera zprostfedkovava vazbu LHCB6. Pokud jsou
ale bézné LHCB4 nahrazeny proteinem LHCB8 bez tohoto C-konce, nemize
pravdépodobné dojit k vazbé LHCB6, coz mé za nasledek odpojeni M trimeru z PSII
superkomplexu. Tato hypotéza je podpofena jiz vice studiemi, kdy vystaveni rostliny HL
vedlo ke zvySeni tvorby LHCB8 a soucasné k poklesu zastoupeni LHCB6 a redukci PSII-
LHCII superkomplexu ztratou M trimerd (Albanese et al., 2016; Albanese et al., 2019).
Zménou ve velikosti svétlosbérnych antén tak dochazi k regulaci pfisunu excitacni

energie z LHCII do RC fotosystému.
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U Picea abies (smrk ztepily) je ovS§em LHCBS, jakozto jedind forma LHCBA4,
exprimovan dominantné i za beznych podminek. Tento protein se v ramci smrkového
PSII fotosystému nachazi na vazebném misté, které je za normalnich podminek u
krytosemennych obsazeno proteinem LHCB4 (Grebe et al., 2019). Otazkou bylo, jakou
roli pfi vzniku unikéatni struktury PSII superkomplexu u smrku (Obr. 4) hraje ztrata
proteinit LHCB3 a LHCBG6 (viz kap. 2.2.2) a zda ma pripadné vliv i pfitomnost LHCBS.
Vzhledem k tomu, ze v soucasné dob¢ nelze geneticky upravovat smrk (ani by to nebylo
vhledem kjeho vlastnostem vyhodné), je geneticky vyzkum provadén na
modifikovanych rostlinach  A. thaliana. Zémérem je docilit smrkového PSII u
modifikové A. thaliana vyvolanim raznych zmén v PSII, které mohou potencialnimi
faktory pro vznik charakteristické struktury tohoto superkomplexu u smrku. Bylo
zjisténo, ze ztrata proteini LHCB3 a LHCB6 sama o sobé nevede u A. thaliana
k vytvoreni PSII superkomplexu smrkového typu (Ilikova et al., 2021). Na rozdil od
smrku, u A. thaliana vSechny dosavadni studie ukazuji, ze pfipojeni M trimeru neni
mozné bez soucCasné pfitomnosti minoritni antény LHCB6 (Ilikova et al., 2021; Kovacs
et al., 2006). Otazkou tedy je, zda zaména LHCB4 a LHCB8 u smrku neni pravé onim
klicovym faktorem, ktery umoziiuje vazbu M trimeru bez pfitomnosti LHCB6 (Obr. 4) a
vede k struktufe PSII superkomplexu typické pro smrk. Moje bakalarska prace se prave

timto tématem zabyva.

Zde je na mist® uvést projekt Grantové agentury CR 21-05497S, jehoz hlavnim
resitelem je RNDr. R Koufil, Ph.D. z PiF UP v Olomouci a jehoz c¢ast se tyka 1 mé
zavérecné prace. Projekt nese nazev ,,Role proteinu LHCBS v organizaci a funkci
svétlosbérného komplexu fotosystému I1“. Projekt je zaméfen na analyzu vlivu
ptitomnosti proteinu LHCBS8 na strukturu a fotosyntetickou funkci PSII superkomplexu
u P. abies a A. thaliana a zaroven se snazi poskytnout pfimy dikaz toho, ze LHCBS je

zodpovédny za jedinecnou organizaci PSII superkomplexu u smrku.
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2.4 Transgenni rostliny A. thaliana

A. thaliana neboli husenicek rolni je bézné se vyskytujici plevel z Celedi brukvovitych,
ktery nalezl uplatnéni jako modelovy organismus diky své nenarocnosti, malému vzristu,
schopnosti samoopyleni a kratké generacni dobé (6-8 tydni od vyseti), kdy pfi
optimalnim rastu ziskame z jedné rostliny az nékolik tisic semen. Navic ma tato rostlina
jeden z nejmensich genomu v rostlinné isi, jenz se v roce 2000 podaiilo pln€ sekvenovat
(“Analysis of the genome sequence of the flowering plant Arabidopsis thaliana”, 2000).
V jadie ma pét pari chromozomu a haploidni genom obsahuje 125 Mb. A prave velikost
genomu byla rozhodujici pfi vybéru A. thaliana jako prvni rostliny pro kompletni

sekvenaci DNA (Repkova, 2007).

Po r. 2000 a zdarné sekvenaci genomu A. thaliana nasledovaly dalsi projekty s cilem
ptifadit funkce jednotlivym geniim pomoci mutacni analyzy. Jednou z moznosti studia
funkce gent a nasledného vlivu exprimovanych proteinti na fenotyp organismu je u
rostlin inzer¢ni mutageneze. Jedna se o metodu funkéniho ovlivnéni gent prostednictvim
cizorodé DNA, pii¢emz pro vkladani cizorodé DNA do rostlinného genomu se bézné
vyuziva T-DNA ¢i transpozonu. Jejich zaclenénim do rostlinné DNA dochazi k inaktivaci
nebo aktivaci gend. To nam umoziuje piimé pozorovani vztahu mezi genem a fenotypem,
z ¢ehoz také plyne moznost vyuzit A. thaliana jako model pro fyziologické studie

(Repkova, 2007; Alker et al., 2008).

Na inaktivaci genu je zaloZena pfiprava tzv. knockout mutantt. Priprava takovychto
mutantnich rostlin je ale zdlouhava, pracna a nakladna. V pfipadé modelové rostliny A.
thaliana jsou tyto problémy prekonany diky dostupnosti nékolika databazi a kolekei T-
DNA inser¢nich linii a také tomu pfispiva fakt, ze pro témét kazdy jeji gen jiz existuje
knockout mutace. Tyto databaze 1ze snadno prohledavat na zakladé€ znalosti sekvence a
snadno tak lze také urcit, zda jsou pro pozadovany gen k dispozici insercni linie T-DNA.
Mezi Ctyfi nejvyuzivangjsi T-DNA inser¢ni linie patii GABI-Kat linie, SAIL, FLAGdb a
SALK. Dostupnost téchto kolekci tak vyrazné usnadiuje dalsi vyzkumnou cinnost a

ptipadnou produkei dalgich transgennich rostlin. (Alker et al., 2008)

2.4.1 Princip vlozeni T-DNA do rostlinného genomu
Jednim z klasickych pfistupti transformace rostlin je vlozeni cizorodé DNA pomoci
vektoru zalozeného na pfirozené se vyskytujicim plazmidu bakterie Agrobacterium

tumefaciens. Tato bakterie vyvolava u rostlin tvorbu nadord, pficemz jeji patologické
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ucinky souvisi s pfitomnosti tzv. Ti plazmidu (Tumor-inducing plasmid). Jeho cast,
oznacovana jako T-DNA (15-30 kb), je schopna se zaClenit do nadhodnych mist
rostlinného genomu. Této vlastnosti je vyuzito pii pfiprave transgennich rostlin, kdy je
do T-DNA za¢len&na pozadovana nukleotidova sekvence. Casto se vyuziva tzv. binarni
vektorovy systém, ktery vyuziva dvou plazmidi. Tim lze obejit problém s velikosti Ti
plazmidu (okolo 200 kb), problém nalezeni unikatniho restrikéniho mista, ale také tvorbu
nadorti. Jeden plazmid obsahuje geny virulence, které jsou nezbytné pro pifenos T-DNA
do hostitele, druhy plazmid obsahuje samotnou T-DNA a pfenasené geny. Vyhodou této
transformace je stabilita struktury T-DNA v rostlinné buiice a jeji pfenos, jakozto nedilna

soucast rostlinného chromozomu, do dcefinych bunek.

Knockout linie a transgenni rostliny A. thaliana jsou vyuzity také pro potreby studia
jednotlivych svétlosbérnych antén fotosystému II. Takto je vramci PSII feSena i
problematika minoritniho svétlosbémého proteinu LHCB4, jehoz izoformy, zejména
LHCBS (tj. LHCBA4.3), 1ze jen tézko rozliSit béznymi postupy, jako je naptiklad Western
blot.
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2.5 Moderni postupy selekce homozygotnich linii transformovanych

rostlin

Prenos genetické informace mezi dvéma riznymi organismy bez jejich pfimého kontaktu,
a tim tvorba transgennich organismd, je dnes jiz relativné béznym postupem molekularni
biologie a genového inzenyrstvi. Tato znalost, jak zachazet s geny, je mimo jiné
vyuzivana v ramci vyzkumu fotosyntetického aparatu rostlin. Dilezitym krokem, ktery
je spfipravou transgennich rostlin neodmyslitelné spjaty, je také jejich samotna

identifikace a selekce homozygotnich linii pro danou genovou modifikaci.

Podstatnym krokem pro fyziologickou charakterizaci rostliny je bezpochyby selekce
jejich homozygotnich linii. Takové rostliny jsou konstantni ve sledovaném znaku a lze je
podrobit dalsi analyze. Obecné jsou homozygoti (HM) jedinci, ktefi jsou nositeli dvou
stejnych alel genu na daném chromozomovém lokusu. Zde je ale pozornost vénovana
ptipravé homozygotnich linii u transgennich rostlin, pfipravenych vlozenim transferové
DNA (T-DNA) do genomu rostliny pomoci vhodné bakterie. Transgenni rostlinu 1ze
oznacit jako homozygotni, jestlize obsahuje na daném chromozomovém lokusu dvé

stejné alely, tedy v pripadé diploidniho genomu A. thaliana dva inserty transgenu.

T-DNA se muze integrovat do riznych mist rostlinného genomu a navic ¢asto dochazi
také k vicenasobné inserci, coz komplikuje selekci homozygotnich rostlin. Je tfeba také
brat v potaz, Ze inserce T-DNA muze vést i kumlCeni né€kterého genu, coz muze
napiiklad nasledné ovlivnit fenotyp transformované rostliny. Idealnim ptipadem je tedy
selekce homozygotni rostliny, ktera obsahuje dvé kopie T-DNA v diploidnim genomu a
v niz inserce této T-DNA neovlivnila zadny klicovy gen. Problém mozného ovlivnéni
genll lze vyfesit pfesnym stanovenim mista inserce nebo pfipravou alespon dvou
nezavislych linii s riznym mistem inserce. Na zaklad€ porovnani jejich fenotypu Ize totiz
usoudit, zda inserce ovlivnila néktery z kliCovych gend. K urCeni mnozstvi insertd se
bézn€ vyuziva dvou pfistupt. Jednim je odhad poctu kopii T-DNA pomoci segregacniho
pomeru, které je ale pracné, Casové narocné a méné spolehlivé, druhym pristupem je
stanoveni poctu kopii T-DNA metodou ddPCR, pfipadné tradiéni metodou Southern blot
(Gtowacka et al., 2016).

Z uvedeného plyne potieba vhodnych selekénich technik nejen proto, aby bylo mozné

jednoduse vybrat transformované rostliny tfeba 1 v ptipade¢, kdy nemaji viditelny fenotyp,
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ale také proto, aby bylo mozné co nejefektivnéji zjistit, kolik kopii transgenu rostlina

nese. Tim je podminéna rychlost selekce homozygota a mira exprese.

2.5.1 Selekce transformovanych rostlin pomoci markera

Vybér transformovanych semen je zalozen na pouziti markert, které jsou dulezitou
soucasti klonovaciho vektoru a jsou tak spolu se sledovanymi geny vkladany transformaci
do genomu hostitele. Konvenéné jsou transgenni rostliny identifikovany pomoci markera
selek¢nich (Brasileiro & Aragdo, 2001; Shimada et al., 2010), které transformovanym
rostlinam umoziiuji rist v pfitomnosti urcitého antibiotika nebo herbicidu. Tento pfistup
selekce se vSak Casto potyka s n€kolika nasledujicimi problémy. Prace s t€émito markery
vyzaduje sterilni prostfedi, coz je prekazkou pii praci s velkym mnozstvim rostlin
nékolika generaci. S tim pak souvisi také pouziti velkého mnozstvi rastovych médii a
pracnost a zdlouhavost pfi zaseti velkého mnozstvi semen. Navic dochézi k tomu, ze jsou
transformované rostliny Casto defektni ve svém rastu a CasteCné senzitivni na pouzita
antibiotika nebo herbicidy, pfestoze vii¢i nim nesou geny rezistence. Problematicka byva
situace, kdy je potfeba provést transformaci knockout linie mutantnich rostlin (kap. 2.4),
které byly pfipraveny inserci transgenu jiz obsahujiciho néktery z genii resistence.
Prikladem muze byt transformace Arabidopsis knockout linii ze SALK kolekce, které uz
obsahuji gen rezistence na kanamycin a nelze ho tedy znovu pouzit jako selekéni marker

pro novou transformaci.

Dal$im typem markerd jsou markery screenovatelné. Sem patii mj. i technologie
FAST (fluorescence-accumulating seed technology, Shimada et al., 2010), ktera
umoziuje identifikaci transformovanych semen ihned po jejich odebrani a prekonava tak
nedostatky konven¢nich selekCnich markert. Jejich pouziti vyrazné Setii Cas, je
eliminovana potieba antibiotik a herbicidi a nejsou tak financné€ narocné. Obrovskou
vyhodou této technologie je také to, ze se jedna markery ko-dominantni, takze kromé
selekce transformanti je 1ze vyuzit také pro rozliSeni heterozygotniho a homozygotniho
stavu. Technologie FAST pro pouziti u A.thaliana je zalozena na expresi fuzniho
proteinu, konkrétné fluorescencné znaceného proteinu oleosin OLE1 (Shimada et al.,
2010). Oleosin je strukturni protein zabudovany v membranach lipido-proteinovych
struktur oleosomil a bézné se vyskytuje v semenech A. thaliana. Jako fluorescencni Cast
fuzniho proteinu se vyuziva bud GFP (green fluorescent protein) nebo RFP (red
fluorescent protein), pfipadné i jiné typy fluorescencnich proteini. GFP ma svij pavod u

meduzy Aequorea victoria, ale v soucasné dobé¢ existuje cela fada jeho modifikaci liSicich
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se fyzikalnimi 1 chemickymi vlastnostmi. Cely fizni protein je exprimovan pod OLE]
promotorem (AtOLElpo), tj. k expresi dochazi pouze v semenech transformované
rostliny béhem dormance a tato semena pak lze selektovat jednoduSe na zakladé
fluorescence. Z toho divodu je tato technika velmi rychla a nedestruktivni (Shimada et

al., 2010).

2.5.2 Selekce rostlin na zakladé poctu kopii T-DNA pomoci ddPCR

Jako nejlepsi metoda pro selekci transformovanych homozygotnich rostlin se nabizi
Droplet Digital PCR (ddPCR) a jeji schopnost urcit hodnotu CNV (copy number
variation), resp. pocet T-DNA inserti. DalSimi metodami pro stanoveni poctu kopii T-
DNA v genomu jsou Southern blot, termalni asymetricka prokladana (TAIL-)PCR a
kvantitativni (q)PCR. Provést Ize také odhad na zakladé segregacnich analyz. Ty ale na
rozdil od ddPCR nedovedou stanovit mnohacetnou inserci ve stejném lokusu. Vyuziti
Souther blottingu pak zaji§t'uje sice na rozdil od TAIL-PCR a qPCR technik pfesnost, ale
ne takovou rychlost jako ddPCR. Neptesnost qPCR spociva v neschopnosti odhalit malé
rozdily v poctu kopii kvili nepfesnostem pii vyhodnoceni fluorescence, jak relativné
(porovnanim vzorkl), tak pii odecteni koncentrace DNA z kalibracni kfivky. V piipadé
TAIL-PCR je opét problém pii mnohacetné inserci, kdy jsou transgeny vlozeny blizko u
sebe. Dochazi tak ke snizeni pravdépodobnosti spravného navazani degenerovanych
primert mezi jejich sekvence. Technika ddPCR piekonava problémy vSech uvedenych
technik a navic je diky rozdéleni krokti amplifikace a kvantifikace relativné nenachylna

na chyby pfi ptiprave vzorkt (Gtowacka et al., 2016).

2.5.2.1 Princip ddPCR

Droplet Digital PCR vyzaduje specializované pfistrojové vybaveni (naptiklad QX200
systém ddPCR od firmy Bio-Rad, Obr. 7) a umoziiuje vysoce presnou a absolutni
kvantifikaci sekvenci nukleovych kyselin diky vyuziti mikrofluidiky (Hindson et al.,
2011; Morcia et al., 2020).

.
&

Obr. 7: QX200 Droplet Digitalni PCR systém. Pristroj pro vyhodnoceni droplet (vlevo), generator
droplet (vpravo). Pfevzato z manualu pro ddPCR (Bio-Rad).
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Vyuzitim této technologie dochazi k rozdéleni PCR vzorku do pftiblizné 20 000
kapicek (water-in-oil droplet) stejného objemu a v kazdé z nich potom probiha PCR
amplifikace jedné nebo vice sledovanych sekvenci. Nasleduje stanoveni, zda je dana
kapka vzorku pozitivni nebo negativni pro sledované sekvence. Toho je docileno
meétenim fluorescence reporterovych molekul v kazdé kapce (nejcastéji prostrednictvim
TagMan hydrolyzacnich prob, viz nize), pficemz kapky nad prahovou hodnotou se
pocitaji jako pozitivni, ¢imz se ziska digitalni vysledek (ano/ne) (Obr. 8, Hindson et al.,

2011).

Pozitivni droplety jsou obecné ty, které obsahuji alespon jednu kopii sledované
(ptipadné referencni nukleotidové sekvence) a vykazuji tak zvysenou fluorescenci oproti
negativnim dropletam. Data, ktera ddPCR poskytuje, 1ze pozorovat v 1-D a 2-D grafech
podle toho, zda sledujeme jednu nebo porovnavame dvé rizné nukleotidové sekvence ve
vzorku. V grafech je navic umoznéno posouvat prahovou hranici a tim ovlivnit, které
droplety budou povazovany za pozitivni. Na Obr. 9 je ptiklad 2-D grafu, kde je kazda
z droplet vyhodnocovana dvoukanalovym systémem (target x reference). Pfesny pocet
pozitivnich a negativnich droplet pro kazdy =z fluorofori v daném vzorku je
vyhodnocovan pomoci programu QuantaSoft™, ktery pomoci Poissonova rozdéleni
urcuje bud’ absolutni koncentraci sledované nukleotidové sekvence v jednotkéach kopie/ul

vzorku, pfipadné relativni zastoupeni sledované sekvence vici sekvenci referencni.

Existuji tii zakladni typy experimentd, které 1ze pomoci ddPCR provést v kazdé jamce.
Jedna se o absolutni kvantifikaci (ABS), detekci vzacnych/minimalné zastoupenych
nukleotidovych sekvenci v jinak komplexnim vzorku (RED, rare event detection) a
stanoveni hodnoty variability poCtu kopii (CNV). A pravé tieti zuvedenych typa
experimentl je vyuzit v této praci pro stanoveni poCtu insertd T-DNA v rostlinném
genomu. Jinymi slovy jde o meéfeni koncentrace zdjmové nukleotidové sekvence

relativnim porovnanim s koncentraci reference (Obr. 8 a Obr. 9).
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Obr. 8: Princip ddPCR. Pievzato z Mazaika & Homsy (2014).
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Obr. 9: Prostfedi programu QuantaSoft (snimek obrazovky, zdrojem dat je vlastni experiment).
Zobrazen je priklad 2-D grafu analyzy dropleti z jedné jamky/vzorku v modu Copy number
variation s vyuzitim TaqMan prob. V kanalu 1 byla detekovana fluorescence fluoroforu FAM,
v kanalu 2 fluorescence VIC. U dropletu je jasné patré, které byly negativni (¢ernd), pozitivni
pouze pro FAM (modra), pozitivni pouze pro VIC (zelena) a pozitivni pro oba fluorofory
(oranzova). Vysledek analyzy, udavajici pocet kopii analyzovanych sekvenci, je uveden v tabulce
vlevo nahote.
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2.5.2.2 Vyuziti ddPCR pro stanoveni poc¢tu kopii T-DNA v genomu

V piipad€, Ze chceme zjistit pocet insertd T-DNA v genomu, vyuzivame ddPCR v modu
CNV (copy number variation). Variabilita poctu kopii — CNV — je obecné typ genetické
variability, pfi které se v genomu organismu vyskytuje zména v po¢tu kopii urcitého
useku DNA. Tyto zmény v genomu jsou zcela bézné u vétSiny organismu, maji vliv na
genovou expresi a vedou tak Casto také ke zménam fenotypu. Z podstaty se jedna o deleci
nebo duplikaci dané sekvence a hodnoty CNV se proto charakterizuji vzhledem k poctu
kopii jiného znamého referencniho useku DNA. U stanoveni poctu kopii T-DNA tedy
jako studovanou sekvenci (target) volime usek ktery je soucasti vlozené T-DNA a jako
referenci volime obvykle néktery nuklearni gen ktery se v genomu studované rostliny

nachazi v jedné kopii.

V modu CNV se pro vizualizaci amplifikace studovaného/referencniho useku DNA
vyuzivaji predev§im TaqgMan hydrolyzacni proby znacené na jednom konci FAM, HEX
nebo VIC reportérovym fluoroforem a na druhém konci zhaSecem. Proby se na zaklade
komplementarity vazou na sekvence zjistovaného useku DNA (target) a znamého useku
DNA (reference). V okamziku, kdy DNA-polymeraza pii amplifikaci ,,narazi“ na probu
navdazanou na stanovovanou/referencni sekvenci, vyuzije své 5°-3" exonukleasové
aktivity a proba se hydrolyzuje za uvolnéni fluoroforu, coz ma za nasledek zvySeni
intenzity fluorescence (Obr. 10). Stanoveni poctu insertt T-DNA (hodnoty CNV) je tak
zalozeno na méfeni intenzity fluorescence v kazdé z droplet vzorku dvoubarevnym
detekcnim systémem, kdy pro target a referenci je vyuzit odlisny reportérovy fluorofor.
Droplety jsou vyhodnocovany jako pozitivni ¢i negativni v zavislosti na pritomnosti
fluorescen¢niho signalu (resp. na pfitomnosti sledované/referencni sekvence) a pomoci
Poissonova rozdéleni je stanoveno presné relativni zastoupeni studované sekvence vici

referenci.
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Obr. 10: TagMan systém. Reportérovy fluorofor je znaCen pismenem R, zhase¢ pismenem Q.
TaqMan proby jsou hydrolyzovany Taq polymerazou. Pfevzato z manualu pro ddPCR (Bio-Rad).
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2.5.2.3 Dalsi aplikace ddPCR

Vyuziti technologie ddPCR ma spoustu vyhod. Mezi ty hlavni patii pravé schopnost
absolutni kvantifikace zajmové sekvence DNA, nesrovnatelna presnost a citlivost, vétsi
robustnost (zejména diky mensi nachylnosti na chyby b&éhem amplifikace) nebo
schopnost masivniho rozdéleni vzorkti. Tim jsou mimo jiné zaruCeny také mensi provozni

naklady a potfeba jen malych objemut vzorkt (Hindson et al., 2011).

Kromé vyse zminénych typu experimentu (kap. 2.5.2.2) dokaze ddPCR sledovat také
zmeény v genové expresi nebo zvySovat presnost sekvenacniho procesu béhem NGS
(next-generation sequencing). V piipadé NGS je vyhodné pouziti ddPCR béhem
amplifikace DNA fragmenti pro sekvenaci (masivni rozdéleni vzorkd), kvantifikace
NGS knihoven (ddPCR nahrazuje komplikovanéjsi a méné presné metody kvantifikace)
¢i pro validaci vysledkd. Dalsi moznou aplikaci je zapojeni ddPCR bé&hem analyzy
jednotlivych bunék (single-cell analysis) nebo u detekce editaci genomu, kdy zajimavym
piikladem je zejména detekce CRISPR/Cas9 editace genomu (Peng et al., 2020). Ve

vSech pripadech technika ddPCR vyrazné€ usnadiiuje a urychluje proces.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

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

Trojity mutant Arabidopsis thaliana lhcb4 (lhcb4.1 lhcb4.2 lheb4.3), piipraveny
kfizenim inser¢nich linii SAIL_910 D12, GABI 282A07, SALK_032779
Pétinasobny mutant Arabidopsis thaliana lhcb4.1 lhcb4.2 lheb4.3 lheb3 lhebo,
pfipraveny kfizenim inser¢nich linii SAIL_910_D12, GABI_282A07,
SALK_032779, SALK_020314c, SALK_077953

Bakterie Agrobacterium tumefaciens GV3101 s vektorem pH7m24GW-FAST
nesoucim konstrukt AtLHCB4. I pro::PaLHCBS

3.1.2 Chemikalie

Chemikalie pro transformaci rostlin:

Spectinomycin (Merck)

Gentamycin (Merck)

Rifampicin (Merck)

Sacharosa (Lachner)

Silwet L-77 (ClonTech)

DMSO (Duchefa)

YEB medium (Thermo Fisher Scientific)

Chemikalie pro izolaci a $t€peni DNA:

Pufry pro izolaci rostlinné DNA (PL1, PC, PW1, PW2, PE) (Macherey-Nagel)
RNasa A (Macherey-Nagel)

Ethanol (Merck)

CutSmart pufr (New England Biolabs)

Mfel restrikéni enzym (New England Biolabs)

Chemikalie pro ddPCR:

ddPCR supermix (Bio-Rad)
Primery (Eurofins Scientific)
Proby (Thermo Fisher Scientific)
TE pufr (Thermo Fisher Scientific)
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Olej pro generovani droplet (Bio-Rad)

Chemikalie pouzité pro ELFO a barveni fragmentu DNA:

Agarosa (Sigma-Aldrich)

DNA Ladder 100-5000 bp (Thermo Fisher Scientific)
DNA Loading Dye, Blue (6X) (Thermo Fisher Scientific)
Ethidium bromid (NeoLab)

TAE pufr (10X) (Thermo Fisher Scientific)

Chemikalie pro amplifikaci vlozeného genu:

Q5 reakéni pufr (New England Biolabs)
dNTPs (New England Biolabs)

Primery (Eurofins Scientific)

Q5 DNA polymeraza (New England Biolabs)

Chemikalie pro purifikaci PCR produktu:

Pufry PB, PE, EB (Qiagen)
Ethanol (Merck)

Chemikalie pro sekvenaci:

Sekvenacni pufr (5X) (Thermo Fisher Scientific)
BigDye (Thermo Fisher Scientific)
Primery (Eurofins Scientific)

ddNTPs (Sigma-Aldrich)

Chemikalie pro Western blot

DTE (Thermo Fisher Scientific)

DTT (Bio-Rad)

SDS (Merck)

Polyakrylamidovy gel (Bio-Rad)

Tris-Glycin SDS vzorkovaci pufr (10X) (Thermo Fisher Scientific)
B-merkaptoethanol (Thermo Fisher Scientific)

BSA (Roth)

Tris-Tricin SDS pufr pro ELFO (10X) (Bio-Rad)

Proteinovy Ladder 10-180 kDa (Thermo Fisher Scientific)
Methanol (Merck)
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Transferovy pufr (5X) (Bio-Rad)

Primarni protilatka na LHCB4 (Agrisera)

Sekundarni protilatka (Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) HRP Conjugate) (Bio-Rad)
ddH20

TBST pufr (20X) (Bio-Rad)

TBS pufr (10X) (Bio-Rad)

Chemiluminiscenéni substraty (Immobilon Western Chemiluminiscent HRP

Substrate (Merck)

3.1.3 Pristrojové a ostatni vybaveni

Centrifuga (Labnet International)

Spektrofotometr (Thermo Fisher Scientific)
Inkubator (Novus Ferro)

Trepacka (Eppendorf)

Fluorescencni mikroskop (Olympus)

Lyofilizator (LabGene)

Homogenizator (Qiagen)

Vodni lazen (Grant Instruments)

NanoDrop® ND 1000 spektrofotometr (Thermo Fisher Scientific)
PCR cycler (Bio-Rad)

QX200 ddPCR systém (Bio-Rad)

Plate Sealer (Bio-Rad)

Systém pro horizontalni elektroforézu (Thermo Fisher Scientific)
Digitalni ptedvazky (Scaltec instruments GmbH)
UV transiluminator (Syngene International Limited)
Kapilarni sekvenator (Thermo Fisher Scientific)
Chlorofylmetr SPAD 502 Plus DL (Konica Minolta)
Termoblok (Thermo Fisher Scientific)
Elektroforeticka cela pro separaci proteint (Bio-Rad)
PVDF membrany (Bio-Rad)

Trans-Blot Turbo Blotting systém (Bio-Rad)

UV transiluminator

Dual-PAM-100 (Walz)
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3.1.4 Kity a navody

Floral dip protokol (upraveno podle Clough a Bent (1998))

NucleoSpin® Plant II kit (Mecherey-Nagel)

Q5 protokol pro amplifikaci vlozeného genu z gDNA (New England Biolabs)
Qiaquick PCR purification kit (New England Biolabs)

Software QuantaSoft™ (Bio-Rad)

Software SnapGene na vyhodnoceni sekvenace (Dotmatics)

Software a manual pro Dual-PAM-100 (Walz)

Manual pro Digital Droplet PCR (Bio-Rad)

Manual pro Trans-Blot Turbo Blotting systém (Bio- Rad)
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3.2 Metody

Rostliny A. thaliana vyuzivané pro experimenty byly péstovany ve fytotronu za dvou
riznych podminek. Rostliny pro pfipravu a selekci homozygotnich linii byly péstovany
pfi fotoperiodé 16 h den (19 °C, intenzita svétla 130 umol'm™s™) a 8 h noc (18 °C),
relativni vlhkost vzduchu byla 65 %. Rostliny pro fyziologickou charakteristiku byly
naopak vystaveny svételnému cyklu 8 h den (22 °C, 100-120 pmol'ms™") a 16 h noc (20

°C). Pred zasetim byla seminka pfiblizné po dobu 24 h namocena ve vodé.

3.2.1 Transformace rostlin

Pro piipravu pozadovanych transgennich linii Arabidopsis thaliana (Tab. 1) bylo vyuzito
metody floral dip, resp. metody maceni kvéta. Pouzit byl upraveny protokol podle autorti
Clough a Bent (1998) a transformovany byly jiz mutantni rostliny Arabidopsis knockout

linii, tj. rostliny trojitého a penta mutanta (Tab. 1).

Proces transformace metodou floral dip bylo nutné pro piipravu bakterialni suspenze

rozdélit do tii dnu:

(1) Prvni den bylo zaji§téno naockovani malého objemu média. Jednalo se o 5 ml YEB
(Yeast Extract Beef) média s antibiotiky (rifampicin, gentamycin, spectinomycin), do
néhoz byla naockovana kultura A. tumefaciens GV3101 nesouci vektor pH7m24GW-
FAST s genem pro protein LHCBS8 ze smrku ztepilého (Picea abies, Pa) pod promotorem
AtLHCB4.1po genu LHCB4.1 z A. thaliana (AtLHCB4.1pw0::PaLHCBS) (Obr. 11).

Inkubace probéehla pies noc na tiepacce pii 28 °C a 225 rpm.

Tab. 1: Prehled pfipravovanych transgennich linii A. thaliana

vlozeny konstrukt

Linie ¢€. rostlina Arabidopsis pro transformaci*
promotor gen
trojity mutant lhch4
! (Ihcb4.1 Theb4.2 Theb4.3) ALHCB4. Iyro PaLHCBS
2 penta mutant ALHCB4. 1 o PaLHCBS

lheb4.1 Theb4.2 Theb4.3 Theb3 Theb6

* vnasledujicim textu je trojity mutant oznacen lhch4, penta mutant nese oznaceni penta,
transformanti z nich vychazejici jsou oznaceni lhcb4_PalLHCBS a penta_PalLHCBS.
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(13 202) Mfel

PH7m24GW-FAST::prom ATlhcb4.1::PAB Lhcb8

13 806 bp

Obr. 11: Vektor pH7m24GW-FAST s konstruktem pro transformaci knockout linii A. thaliana

(2) Druhy den byl tfeba k nafedéni narostlych bakterii. 1 ml bakterialni suspenze byl
preveden do 100 ml Cerstvého YEB média s antibiotiky. Opét probéhla inkubace pfes noc
za stejnych podminek (28 °C, 225 rpm).

(3) Tieti den byla pfipravena vysledna suspenze A. tumefaciens a prob&hla samotna
transformace Arabidopsis macenim kvétt. Narostlé bakterie byly po dobu 20 min pfi 4
°C stoceny v 2 x 50ml falkonach pii 4500 rpm. Pelet byl nasledné resuspendovan v 5%
sacharose tak, aby opticka hustota vzorku dosahovala hodnoty ODeoo = 0,8. Pfidan byl
jesté acetosyringon do vysledné koncentrace 200 pmol-1"! pro urychleni prenosu T-DNA
a smacidlo Silwet L-77 do vysledné koncentrace 0,05 %. Do takto pfipravené suspenze
byly namaceny kvéty rostlin po dobu pfiblizné 3 s. Nakonec byly transformované rostliny
zakryty saCkem pro udrzeni vlhkosti a umistény na 24 hod do tmy. Sacek byl jesté
prodéravén pro zajisténi vymeény plyna. Po 24 hod byl sacek odstranén a rostliny byly

ponechany ve fytotronu, dokud nedozraly do semen.
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3.2.2 Selekce transformovanych semen

Pro selekci transformovanych semen byl vyuzit selekéni marker FAST (fluorescence-
accumulating seed technology), ktery byl soucasti T-DNA kazety vkladané do rostlin.
Nejprve je konstruovan fuzni gen obsahujici GFP koduyjici nukleotidovou sekvenci
sptazenou v odpovidajicim ¢tecim ramci s nukleotidovou sekvenci kédujici studovany
protein. Fizni gen je pak vpraven transformaci do bun€k. Timto zpisobem tak lze

efektivné dokazat ptitomnost transformovanych semen s vyuzitim fluorescen¢ni lupy.

V piipadé experimenti této prace se jednalo o konstrukt OLE1-GFP (Shimada et al.,
2010), ktery byl exprimovan v semenech pod pfirozenym promotorem AtOLE!pw.
Semena transformovanych rostlin A. thaliana a nasledné semena jejich jednotlivych
generaci tak byla vzdy vybirdna na zakladé fluorescence, tedy pfitomnosti zeleného
fluorescencniho proteinu GFP. Ztetel byl bran i na intenzitu fluorescence, kdy vyrazna

fluorescence indikovala vétsi pocCet insertl v transgenni rostling.

Semena byla jednoduse pozorovana pod fluorescencni lupou. Fluoreskujici semena
byla vybrana a zaseta. Takto byly vypéstovany jednotlivé generace transformanti A.

thaliana.

Metoda byla mimo to vyuzita také k ovéfeni segregaCnich pomért, ¢imz se dala

predpovédét zygotnost zkoumanych rostlin.

3.2.3 Izolace DNA z rostlin

Pro izolaci DNA z lyofilizovanych listd transgennich rostlin A. thaliana byl pouzivan kit
NucleoSpin Plant II. Tento kit je urCen pro izolaci genomové DNA z rliznych rostlinnych
materiald. Postup ma nékolik kroki a podstata metody je nasledujici.
Z homogenizovaného rostlinného materialu je DNA extrahovana lyza¢nim pufrem
s obsahem chaotropnich soli, denaturacnich Cinidel a detergentl. Standardné je lyze
rostlinného materialu zajisténa CTAB lyzacnim pufrem (PL1). Alternativou je lyzacni
pufr s SDS. Lyzat je nasledn€ centrifugaci zbaven polysacharidt, kontaminujicich latek
a zbytkového buné&éného odpadu. Cisty supernatant je pak smichan s vazebnym pufrem
(PC), ¢imz jsou zajistény optimalni podminky pro vazbu DNA na kiemicitanovou
membranu. Nasleduje promyvani navazané DNA na membrané pomoci dvou pufri
(PW1, PW2). Nakonec je provedena eluce DNA elu¢nim pufrem (PE) s nizkou
koncentraci soli. Takto izolovana DNA muze byt hned pouzita pro dalsi analyzu. (User

Manual NucleoSpin® 96 Plant IT)
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(1) Priprava vzorkt pro izolaci DNA: Pro uvedené experimenty byla DNA izolovana
z lyofilizovanych listt transgennich rostlin. Vzorek sestaval vzdy ze 2 stiedné velkych
listd odebranych z dané transgenni rostliny A. thaliana a proces lyofilizace probihal cca
12 hod. Homogenizace byla provedena na mlynku pomoci sklenénych kulic¢ek, 4 min pii

27 otackach min!.

(2) Lyze bunék: Do mikrozkumavek k rozemletému materialu bylo pfidano 400 pl
lyzacniho pufru PL1. Obsah byl dikladné promichan na vortexu. Na dno kazdé
mikrozkumavky bylo nasledné pfidano 10 pul Rnasy A a obsah byl opét promichan.
Vzorky byly umistény na vodni lazeni vyhtaté na teplotu 65 °C na 20 min, pfi¢emz po 10

min byly vzorky promichany.

(3) Filtrace a precisténi lyzatu: Pro filtraci a precisténi lyzath byly pouzity filtry
s fialovym oznacenim z kitu. Tyto filtry byly vlozeny do 2ml mikrozkumavek bez vicka,
které byl opét soucasti kitu. Na filtr bylo prepipetovano 400 ul vzorku (lyzatu). Prob&hla
centrifugace pii 11 000 x g 2 min. Filtr byl vyjmut a ziskan byl jasny zeleny filtrat.

(4) Priprava DNA pro vazbu na membranu: Filtrat byl ptelit do nové mikrozkumavky

a pfidano k nému bylo 450 pul vazebného pufru PC. Obsah byl promichéan na vortexu.

(5) Navazani DNA na kfemicCitanovou membranu: Soucasti kitu byly také
kfemicitanové filtry, se zelenym oznacenim, pro navazani DNA. Tyto filtry byly vlozeny
do 2ml mikrozkumavek bez vicka, opét soucast kitu. Na filtr bylo pipetovano 700 pl
pfipravené¢ho vzorku s DNA. Vzorky byly ponechany na filtru pfiblizn€¢ 10 min pii
pokojové teploté. Nasledné probéhla centrifugace pii 11 000 x g 1 min. Filtrat byl vylit a

filtr vracen do mikrozkumavky, dale tak byl pouzivan vzdy jen filtr s navazanou DNA.

(6) Promyvani a susSeni kifemicitanové membrany: Na filtr bylo pipetovano 400 pl
promyvaciho pufru PW1 a probéehla centrifugace pfi 11 000 x g 1 min (1. promyvani).
Filtrat byl vylit a na filtr bylo pipetovano 700 pl promyvaciho pufru PW2. Probéhla
centrifugace pii 11 000 x g 1 min (2. promyvani). Filtrat byl znovu vylit a nakonec bylo
na filtr pipetovano jesté 200 ul pufru PW2. Probéhla centrifugace pfi 11 000 x g 2 min

(3. promyvani a suSeni membrany).

(7) Eluce DNA: Filtr byl vlozen do nové mikrozkumavky bez vicka a bylo na néj
pipetovano 35 pl elu¢niho pufru PE zahtatého na 65 °C. Mikrozkumavka pak byla

pfemisténa na vodni lazen pii 65 °C 5 min. Probé&hla centrifugace pfi 11 000 x g 1 min.
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Cely krok byl zopakovan, celkem tak probehla eluce DNA do 70 pl elu¢niho pufru.

Koncentrace izolované DNA pak byla stanovovana pomoci spektrofotometru NanoDrop.

3.2.4 Stanoveni poctu kopii T-DNA pomoci ddPCR

K uréeni poctu kopii vlozené T-DNA slouzila technologie Droplet Digital PCR (ddPCR).
Metoda umoziiuje presnou a absolutni kvantifikaci sledované sekvence nukleové
kyseliny. Zde byla technologie ddPCR vyuzita v modu CNV (Copy Number Variation)
pro stanoveni poctu vlozenych kopii T-DNA v genomu jednotlivych transgennich rostlin

A. thaliana

Pro aplikaci této metody byla nutnd spravna pfiprava vzorku nasledovana
generovanim droplet, nékolika cykly PCR a samotnym méfenim/¢tenim droplet a
vyhodnocenim sledovanych inserti T-DNA. Dodrzovan byl doporuCeny postup pro
QX200 ddPCR systém firmy Bio-Rad.

3.24.1 Priprava vzorku pro ddPCR
Pro kazdy vzorek byla nejprve nastépena izolovana DNA (20 ng/ul) pomoci restrikéniho
enzymu Mfel v prostiedi CutSmart pufru. Stépeni probihalo 60 min pii 37 °C s vyuzitim

termocykleru. Po $tépeni byla DNA nafedéna na 2 ng/pl pro snizeni koncentrace soli.

V dalSim kroku byl pfipraven Master Mix, ktery obsahoval primery na sledovanou
sekvenci (target) a referenci (Tab. 2), TagMan sondy (proby) na target a referenci a
odpovidajici ddPCR supermix. Pouzity byly TagMan proby znafené na 5’konci
fluoroforem (FAM nebo VIC) a na 3’konci zhaSecem QSY (Tab. 2). Nakonec byla
pfidana nastépena DNA.

Jednotlivé vzorky byly pfipraveny smichanim Master Mixu a dané nastépené DNA
v mnozstvi uvedeném v Tab. 3. Pfipravovano bylo vzdy 21 ul vzorku, z ¢ehoz 20 pl bylo

pouzito na generovani droplet.

Tab. 2: Primery a fluorescenc¢ni TagMan proby podle hledané sekvence

Target (gen kddujici rezistenci na Hygromycin, soucast T-DNA)

Hyg_ FP1 TCCTACATCGAAGCTGAAAG
Hyg_RP1 ATGAAAAAGCCTGAACTCACC
Tag-man probe: Hyg _probe_ FAM TCTTCGCCCTCCGAGAGCTG
Reference (gen AAP1 (Collier et al., 2018))*

AtAAP1_FP GATGTAGTTGGTTTGGTGTTTAAAC
AtAAP_RP AATTTGGGATCTGGCTAAGAATAAC
Tag-man probe: AAP1_probe_VIC TGCCAAAAACCGCCATATACGG

* AAP1 — amino acid permease 1
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Tab. 3: Reak¢ni slozky pro pfipravu vzorku na jednu reakci ddPCR

Reak¢ni slozky Pipetovany objem
ddPCR supermix 10 ul

25 uM primery na referenci 0,36 ul

25 uM primery na target 0,36 ul

10 uM sonda na referenci 0,5l

10 uM sonda na target 0,5ul

2 ng/pul nastépena DNA 2 ul

Voda 7.28 ul

3.2.4.2 Generovani droplet

Pro generovani droplet bylo 20 ul pfipraveného vzorku, tedy PCR reakcni smési
obsahujici Stépenou DNA, primery, TagMan sondy a odpovidajici Bio-Rad ddPCR
supermix, pipetovano do prostiedni fady DG8™ kazety (dale jen kazeta) pro QX200
Generator droplet. Velmi dalezité zde bylo odstranéni pfipadnych bublin ve vzorku, které
by mohly znemoznit vygenerovani droplet. Naplnéno muselo byt vzdy vSech osm jamek

kazety.

Poté bylo pipetovano 60 ul oleje pro generovani droplet do spodnich jamek kazety.
Jamky kazety byly utésnény gumickou a kazeta byla umisténa do QX200 Generatoru
droplet. Byly tak vytvoreny droplety, pfiblizné 20 000 droplet/vzorek.

3.24.3 PCR

Po generovani droplet nasledovala PCR. Z vrchnich jamek kazety bylo opatrné
pipetovano 40 pl droplet do ddPCR desticky. V jamkach pak byla vidét vrstva vody a
vrstva droplet. Pfed PCR byla desticka jesté zatavena pomoci uréené folie za pouziti
pfistroje Bio-Rad PX1™ PCR Plate Sealer. Desticka byla umisténa do PCR

termocykleru, pficemz program PCR je nasledujici (Tab. 4.).

Tab. 4: Program PCR pro amplifikaci ve vzorku droplet

Teplota* Doba
95°C 10 min
94 °C 30s
60 °C 1 min

cyklus (94 — 60) 39x
98 °C 10 min
4°C 0

*Ramp rate: 2 °C/s

35



3.2.4.4 Analyza droplet

K analyze droplet bylo vyuzito pfistroje QX200 Droplet Reader. Pfed méfenim byla
zkontrolovana pfipravenost pristroje (mnozstvi hnaciho oleje, prostor pro odpad).
Nastaveni experimentu bylo provedeno v programu QuantaSoft™. Zde byl zvolen mod
CNV2 (1. analyza CNV se dvéma probami). V programu byl dale nastaven supermix
(konkrétné ddPCR Supermix for Probes, No dUTP), target a reference. V prvnim kanalu
byla méfena fluorescence sondy FAM, ktera byla soucasti TagMan proby na sekvenci
genu pro hygromycinovou rezistenci (Tab. 2), ktery byl soucasti T-DNA (Obr. 11).
Jednalo se tak o nasi target sekvenci. V druhém kanélu byla méfena fluorescence sondy
VIC, soucast proby pro referenc¢ni gen AAP1 (gen pro aminokyselinovou permeasu 1)
(Tab. 2). Nastaven zde byl také pocet kopii reference na genom, vuci kterému byl
stanovovan target. Pro AAP1 se jednalo o 2 kopie na diploidni genom. Nasledn¢ byla do
drzaku pfistroje vlozena ddPCR desticka po PCR amplifikaci. Nakonec bylo spusténo

méreni.

3.2.5 Sekvenace

Pro ovéfeni spravnosti vlozeného konstruktu byla u vybranych transformovanych rostlin
provedena sekvenace. Zde bylo vyuzito metody Sangerova sekvenovani, tj. metody
terminace fetézcl. Pfed samotnou sekvenaci musel byt vlozeny gen jesté (1) amplifikovan

a vznikly PCR produkt (2) purifikovan.

(1) Amplifikace vlozeného genu z genomické DNA byla provedena dle protokolu pro
Q5 polymerazu (PCR Using Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (M0491)). Vzhledem
k povaze reakce byly pouzity dva primery (Forward Primer, Reverse Primer) (Tab. 5) a
templatem byla izolovana genomicka DNA z jednotlivych homozygotnich linii. Zvolena
byla reakce v objemu 50 pl, pfi¢emz reakcni slozky pro jednu reakci jsou shrnuty v Tab.
6. Podminky PCR byly zvoleny sohledem na sekvenci pouzitych primerd a

dokazovaného templatu a jsou uvedeny v Tab. 7.

Tab. 5: Primery pouzité pro amplifikaci vlozeného genu

Primer Sekvence
start_seq_FP CCGCGGCTAGTCAGTTAGAT
PCRproSEQ_lhcb4trans_RP CCTGTGGGCATTCAGTCTGG
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Tab. 6: Reak¢ni slozky a jejich koncentrace pro amplifikaci vloZzeného genu (pfevzato a upraveno

dle Q5 protokolu)
Reakéni slozky Pipetovany objem
5X Q5 Reakéni pufr 10 wl
10 mM dNTPs 1 ul
10 uM Forward Primer 2,5ul
10 uM Reverse Primer 2,5ul
Templatova DNA 25 ng
Q5 High-Fidelity DNA polymerasa 0,5 ul
Voda (ultracista) do 50 ul

Tab. 7: Podminky PCR pro amplifikaci vloZzen¢ho genu (pfevzato a upraveno dle Q5 protokolu)

Teplota Doba
98 °C 30s
98 °C 10s
68 °C 30s
72 °C 1 min 20 s
cyklus (98 — 68 — 72) 30x
72 °C 2 min
12 °C o0

(2) Nasledovala purifikace amplikonti za dodrzeni postupu uvedeného pro Qiaquick
PCR purification kit. Purifikované amplikony sledovaného genu pro jednotlivé rostlinné

homozygoty pak byly sekvenovany.

Sekvenacni reakce probihala vzdy v 10 ul. Celkem bylo pouzito osm sekvenacnich
primerta (Tab. 8), které byly zvoleny tak, aby se vznikajici fragmenty dostate¢né
prekryvaly. Pro ovéfeni spravnosti vlozeného genu u jednoho homozygota tak probéhlo
vzdy 8 sekvenacnich reakci, pro kazdy primer jedna. Jednotlivé slozky sekvenacni reakce

jsou uvedeny v Tab. 9 a podminky syntézy fragmentt, tedy PCR, v Tab. 10.

Tab. 8: Sekvenacni primery

Sekvenacni primery Sekvence

PABS8_seq_FP1 GCGTGGACATGTTGAAAGGC
PABS8_seq_FP2 GGGTTGAATGGAGGGCTTGA
PABS8_seq_RP1 GGGTCTCTGGTGGGTGACTA
PABS8_seq_RP2 TTGAGCTTGTGGAAGGCTCC
Prom4.1_seq_FP CGTGGAGGTGAGTTTCGGAG
Prom4.1_seq_RP1 AGGCATGCGAGAGCTTGAG
Prom4.1_seq_RP2 CTCCGAAACTCACCTCCACG
start_seq_FP CCGCGGCTAGTCAGTTAGAT
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Tab. 9: Slozky sekvenacni reakce a jejich mnozstvi

Slozky sekvenaéni reakce Pipetovany objem
5X Sekvenacni pufr 15wl
BigDye 0,5l

10 uM Sekvenacni primer Il
Amplikony DNA 40 ng

Voda do 10 pl

Tab. 10: Podminky PCR pro sekvenaci

Teplota Doba
90 °C 5 min
96 °C 10s
50 °C 5s
60 °C 4 min

cyklus (96 — 50 — 60) 59x
4 °C 00

Nakonec byly fragmenty na zakladé¢ jejich velikosti a diky fluorescen¢nimu znaceni
ddNTPs analyzovany kapilarni elektroforézou. Béhem této analyzy dopada na kapilaru
laserovy svazek a svétlo emitované barvy pii pruchodu fragmentd se snima Ctyfmi
detektory (podle barev fluorescen¢nich znacek na ddN'TPs). Signal je nakonec pocitacove
zpracovan, Cimz ziskame sekvenci nukleotidi v analyzovaném fragmentu. V mém

ptipadé¢ byla vlastni sekvenace provedena zameéstnancem laboratofe.

3.2.6 Méreni chlorofylu

Meéfeni obsahu chlorofylu v listech zkoumanych rostlin bylo provedeno pomoci ru¢niho
chlorofylmetru SPAD 502. Jedna se o metodu nedestruktivni bez nutnosti extrakce
pigmentd. Obsah chlorofylu pfistroj vyhodnocuje na zaklade propustnosti listu pro dveé
vinové délky. Jedna se o 650 nm (velka absorbance chlorofyll) a 940 nm (minimalni

absorbance chlorofyla).

Toto meéteni bylo provedeno na listech stejné starych a na piiblizné stejném miste.
Prométeny byly vSechny nové genotypy a pro srovnani i divoky typ (wild type, WT).
Nejprve byla provedena kalibrace fotodiody pfistroje uzavienim meéfici hlavy bez vzorku,
poté byly vkladany do meéfici hlavy na detekcni okénko jednotlivé listy. Pro kazdy

genotyp byly prométeny piiblizné stejné staré listy alesponi v Sesti opakovanich.
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3.2.7 Western blot

Western blot je obecné Casto pouzivana metoda pro kvalitativni nebo semikvantitativni
detekci urcitého proteinu ve vzorku. Zde byla tato metoda vyuzita v ramci fyziologické
charakterizace ziskanych rostlin pro kvalitativni detekci pfitomnosti LHCB4/LHCBS
proteinu. Obecné tuto metodu tvorii tfi zékladni kroky: (1) elektroforeticka separace
proteint, (2) pienos separovanych proteind a (3) detekce proteind. Proteiny byly ziskany
z listi A. thaliana jednotlivych genotypu, které byly po odebrani zvazeny, uchovany a
nasledné homogenizovany v tekutém dusiku. K homogenizovanym listim bylo pfidano
desetinasobné mnozstvi extrakéniho pufru DTE (pufr obsahujici dithioerythritol) na
Cerstvou vahu listi ve vzorku a vzorky byly ponechany na termobloku pfi 70 °C 30 min.
Po centrifugaci (19 200 x g 10 min) byl odebran supernatant obsahujici extrahované
proteiny. Proteiny byly extrahovany pouze za zeleného svétla az do denaturujici

elektroforézy.

(1) Proteiny byly separovany pomoci SDS-PAGE, tj. pomoci -elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS). Diky detergentu
SDS jsou proteiny denaturovany a ziskavaji zaporny naboj. Pii elektroforéze potom

dochazi k separaci zaporn€ nabitych proteinti na zakladé jejich molekulové hmotnosti.

K piipravé vzorku na elektroforézu (ELFO) bylo pouzito 10 ul extraktu proteind,
pfidan byl vzorkovaci pufr v poméru 1:1. Do vzorkovaciho pufru (2X Tris-Glycin SDS
vzorkovaci pufr) bylo pipetovano jesté 5 pl B-merkaptoethanolu. Nasledovala inkubace

pii 70 °C 10 min na termobloku.

Na ELFO byly pouzity komeréné dostupné gely pro SDS-PAGE a Tris-tricinovy
systém pufri (1X Tris-Tricin SDS elektroforeticky pufr, pro dolni pufr bylo pH upraveno
na 8,9). Do jamek gelu bylo pipetovano 2 ul proteinového markeru a vzdy 20 pl
ptipraveného vzorku. Podminky elektroforézy byly 70 V po dobu 15 min, néasledovalo
100 V priblizn€ 30 min, konec separace pak probihal pti 70 V.

(2) Separované proteiny byly preneseny na PVDF (polyvinilidendifluoridovou)
membranu pomoci ,,turbo-blotu pii 2,5 A a 25 V po dobu 7 min. Dodrzovan byl postup
uvedeny v manualu pro Trans-blot Turbo od vyrobce. PVDF membrana byla pred
pouzitim ekvilibrovana v methanolu a aby nedoslo k jejimu vyschnuti pfi blottingu, byl

pouzivan transferovy pufr. Rozlozeni pfi turbo-blotu je znazornéno na Obr. 12.
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Obr. 12: RozloZeni membrany a gelu pfi blottingu. Prevzato z Bio-Rad manualu pro blotting.

(3) Detekovan byl na membrané protein LHCB4, resp LHCBS. K tomu bylo vyuzito
dvou protilatek, primarni a sekundéarni. Principem je navazani primarni protilatky na
hledany protein a v dalSim kroku jeji rozpoznani protilatkou sekundarni. Ta je nakonec

detekovana, v tomto pripadé chemiluminiscen¢né.

V tomto kroku musela byt membrana, jesté¢ pred detekci proteind, nejprve omyta
postupné v methanolu, ddH>O a 1X TBST pufru (Tris-buffered saline with Tween 20).
Nasledné probéhlo tzv. blokovani nespecifického vazani protilitek na membranu
macenim v roztoku 5% BSA v TBST po dobu 1 hod. Poté byla membrana promyvana asi

10 min v 1X TBS pufru (Tris-buffered saline).

Nasledovalo maceni membrany v roztoku primarni protilatky na LHCB4 po dobu 1
hod. Pak byla membrana opét promyvana, tentokrat 5x v TBST (vzdy po 10 min) a 1x
v TBS (10 min). Po promyti byla membrana inkubovana 1 hod v roztoku 5% BSA
v TBST s pridavkem sekundarni protilatky (Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) HRP
Conjugate) a nakonec probé&hlo opét promyvani membrany 5x v TBST a 1x v TBS. Az

do vyhodnoceni byla membrana uchovana v novém TBS.

Vizualizace  protein  byla  provedena  chemiluminiscencné  pomoci
chemiluminiscen¢nich substrati. Zde se jedna o pouziti substrati kienové peroxidasy
(HRP substrate, HRP konjugovéana se sekundarni protilatkou), konkrétné¢ kombinace

peroxidu a luminolu.

3.2.8 Dual-PAM
Pro fyziologickou charakterizaci pfipravenych transgennich rostlin byl déale vyuzit
fluorescencni a absorpéni systém Dual-PAM-100. Systém slouzi k méfeni fluorescencni

indukce chlorofylu a NADPH (tj. k méfeni stavu PSII), méfeni transmitance pii

40



prislusnych vlnovych délkach odrazejici redoxni stav P700 (tj. PSI) a plastocyaninu a
napéti na tylakoidni membrané (Manual Walz Dual-PAM-100). Zde bylo vyuzito méteni
chlorofylové fluorescence metodou saturacnich pulzi pro ziskani veli¢in hodnot Fv/Fm,
Y(I) a NPQ (Maxwell & Johnson, 2000; Murchie & Lawson, 2013). Parametr Fv/Fm
charakterizuje maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII a stanovuje se jako pomeér
variabilni a maximalni fluorescence (Fm — Fo)/Fm, kde Fo je hodnota minimalni a Fm
maximalni fluorescence. Minimalni fluorescence se stanovi pouzitim slabého meéficiho
svétla u rostliny adaptované na tmu a maximalni fluorescence je zméfena béhem nasledné
aplikace saturacniho pulzu, jehoz intenzita zpusobi uzavieni vSech reakCnich center;
uroven fotochemického zhaSeni je proto nulova a intenzita fluorescence je maximalni.
Parametr Y(II) naopak reprezentuje efektivni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému
IT a stanovuje se jako pomér (Fm’'-F)/Fm’, kde F a Fm’ jsou aktualni a maximalni
chlorofylova fluorescence u rostliny vystavené aktinickému zateni (Maxwell & Johnson,
2000). Parametr NPQ charakterizuje tzv nefotochemické zhaseni, tedy regulovanou
disipaci prebytecné absorbované energie na teplo ktera chrani rostlinu pred
fotooxidacnim poSkozenim. Parametr NPQ se stanovuje u rostlin vystavenych
aktinickému zafeni jako pomér (Fm/Fm") — 1 (Maxwell & Johnson, 2000). U rostlin

adaptovanych na tmu, kdy Fm = Fm’, je hodnota NPQ rovna nule.

Promé&fovany byly genotypy WT, lhcb4_PaLHCBS, lhcb4, penta_PaLHCBS a penta,
pficemz kazdy genotyp byl méfen ve Ctyfech opakovani. Kazda rostlina vybrana k méteni
musela byt nejdiive na 30 min zatemnéna. VeSkera manipulace rostlinou probihala za
velmi slabého zeleného svétla. Po 30 min adaptace na tmu byl odebran z dané rostliny
list, ktery byl vlozen mezi méfici hlavice pfistroje (Obr. 13), stopka listu byla ponofena
do kapky vody. Pristroj mé&fil podle nasledujiciho protokolu, ktery je obvykle pouzivan i

pro ostatni méfeni souvisejici s timto projektem.

Délka meéteni byla piiblizn€ 30 min (1 800 s). Zatemnéna rostlina byla nejdiive
vystavena silnému (saturaCnimu) pulsu svétla, pomoci kterého byla stanovena maximalni
kvantova ucinnost fotosystému II (Fv/Fm). Poté byla na 900 s rostlina vystavena
aktinickému svétlu (800 umol fotond m=2s!), které bylo prerusovano saturaénimi pulzy
(10 000 umol fotonu m2s!) s trvanim 30 ms a v intervalech 10 s, 30 s a 60 s. Ve druhé
poloviné méfeni (od 900 s) bylo aktinické svétlo vypnuto a saturacni pulzy mély interval

60 s. Aplikace saturacnich pulsi béhem méfeni umoznila vyhodnotit aktivaci a relaxaci
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nefotochemického zhaSeni PSII prostiednictvim parametru NPQ. Vysledky jsou

zpracovany do grafu.

Obr. 13: Pristroj a prostiedi Softwaru Dual-PAM-100. Pfevzato z manualu Walz Dual-PAM-100.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Transformace rostlin A. thaliana

K pfiprave transgennich rostlin A. thaliana bylo vyuzito metody floral dip pomoci kmene
Agrobacterium tumefaciens GV3101 svlozenym plazmidem nesoucim pozadovany
konstrukt AtLHCB4.1pw0::PaLHCBS (Obr. 11), ktery byl pfipraven Skolitelem prace.
Transformovany byly jiz mutantni rostliny A. thaliana (Tab. 1, pro ptehlednost je zde
uvedena jesté jednou), konkrétné probehla transformace trojitého mutanta bez vSech
izoforem svétlosbérného proteinu LHCB4 (lhcb4) a pétinasobného mutanta A. thaliana
bez proteini LHCB3, LHCB6 a vSech izoforem LHCB4 (lhcb3 lhcb6 lhcb4, zkracené
penta). Vznikly tak dvé nové transformované linie (Tab. 1). Transformovano bylo 6
rostlin /hcb4 mutanta a 4 rostliny penta mutanta, z nichz byla po dozrani odebrana semena

pro selekci.

Tab. 1: Prehled pfipravovanych transgennich linii A. thaliana

vlozeny konstrukt

Linie ¢€. rostlina Arabidopsis pro transformaci*
promotor gen
trojity mutant lhch4
! (Ihcb4.1 Theb4.2 Theb4.3) AULHCBA. Ipro PaLHCBS
2 penta mutant ALHCB4. 1 o PaLHCBS

theb4.1 Theb4.2 Theb4.3 Theb3 Theb6

* vnasledujicim textu je trojity mutant oznacen lhch4, penta mutant nese oznaceni penta,
transformanti z nich vychazejici jsou oznaceni lhcb4_PalLHCBS a penta_PalLHCBS.
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4.2 Selekce homozygotnich linii

Dalsim krokem byla selekce homozygotnich transformovanych rostlin, coz bylo
podminkou pro provedeni fyziologické analyzy. K tomu byla potfeba metoda selekce
semen z transformovanych rostlin a metoda ddPCR pro selekci rostlin na zakladé poctu

kopii T-DNA, respektive selekce samotnych homozygotu.

4.2.1 Selekce primarnich transformovanych semen

Transformovana semena byla selektovana na zakladé fluorescence diky pfitomnosti
selek¢ni kazety zalozené na expresi fuzniho genu OLE1-GFP v semenech. Tento selek¢ni
marker je soucasti vlozené T-DNA a je tedy pfitomen u vSech transformovanych semen.
Transformovana semena tak byla identifikovana na zakladé GFP fluorescence pod
fluorescencni lupou (Obr. 14). Tato semena byla po namoceni zaseta. Vyseto bylo okolo
30 semen od kazdé linie a z nich byly vypéstovany transgenni rostliny generace T1. Linie
transformanti nesou oznaCeni [hcb4_PaLHCBS a penta_PalLHCBS a pro odliseni

jednotlivych rostlin je vyuzito Ciselné nebo pismenné znaceni.

Z vypeéstovanych transgennich rostlin byla izolovana DNA pomoci kitu NucleoSpin
Plant II. DNA byla dale nafedéna, nastépena pomoci restrikcniho enzymu Mfel a vyuzita
pro stanoveni poctu inzerti (kopii T-DNA) pomoci ddPCR podle protokolu detailné
popsaného v sekci Metody.

Obr. 14: Semena transformované A. thaliana pochazejici z linie lhcb4 pod fluorescenéni lupou
pri (A) bilém osvétleni a (B) ve fluorescenénim rezimu. Transformované semeno vykazujici GFP
fluorescenci je oznaceno bilym krouzkem.
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4.2.2 Stanoveni poctu kopii T-DNA v rostlinach T1 generace pomoci ddPCR

Pro stanoveni poctu kopii T-DNA byly vybrany rostliny, které nevykazovaly vyrazny
vizualni fenotyp. Cilem selekce bylo identifikovat heterozygotni rostliny z obou
transformovanych linii lhcb4_PaLHCBS a penta_Pal HCBS, které obsahovaly idealné
jednu, maximalné dve¢, kopie T-DNA. Informaci o poctu kopii zkoumané sekvence (¢ast
genu na hygromycinovou rezistenci ktera je souc¢asti T-DNA) v genomu udava hodnota

CNV (copy number variation).

Z linie lhcb4_PalLHCBS byly vybrany heterozygotni rostliny D (CNV = 1,11) a N
(CNV = 1,07), u nichz byla stanovena 1 kopie T-DNA (Obr. 15). Pro linii
penta_PalLHCBS nebyla v prvnim experimentu identifikovana zadna heterozygotni
rostlina s jednim insertem (Obr. 16). Proto bylo nutné pro tuto linii provést screening
dalSich rostlin, v ramci kterého se uz podafilo najit dvé rostliny nesouci jednu kopii

insertu, penta_PaLHCBS8 T (CNV = 0,97) a UU (CNV = 1,02) (Obr. 17).

Stanoveni poctu kopii T-DNA u rostlin linie lhcb4_PaLHCB8 (T1 generace)

15,2
16 ;
I
11,7
12 I
>
=z 8 6,39 602
© 461 497 >4 I a6 -
! - I 3,44 =
4 T 511 3,15 3, =
1,11 - 1,07 = =
. - -
A B D E J M N 0 P Q R S T

Analyzované rostliny

Obr. 15: Stanoveni poc¢tu kopii T-DNA ve vybranych rostlinach T1 generace linie
lhcb4_PalLHCBS. Prumérny pocet vyhodnocenych droplet je 13 000 = 1 000. Chybové tsecky
odpovidaji 95% intervalu spolehlivosti pro Poissonovo rozdéleni (Manual ddPCR).
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Stanoveni poctu kopii T-DNA u rostlin linie penta_PalLHCBS8 (generace T1),

1. méreni
12
10 9i2
- 8 56 565 038
6 5,09 I 45
5 = 3,69 - . 3,71
. : :: 3,22 3,19 3,32 - ,
= = . 1,93 = o
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Analyzované rostliny

Obr. 16: Stanoveni poctu kopii T-DNA ve vybranych rostlinach T1 generace linie
penta_PalLHCBS. Primérny pocet vyhodnocenych droplet je 13 000 + 1 000. Chybové tsecky
odpovidaji 95% intervalu spolehlivosti pro Poissonovo rozdéleni (Manual ddPCR).

Stanoveni poctu kopii T-DNA u rostlin linie penta_PalLHCBS8 (generace T1),
2. méreni
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328 =
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Analyzované rostliny

Obr. 17: Stanoveni poctu kopii T-DNA ve vybranych rostlinach T1 generace linie
penta_PalLHCBS. Primémy pocet vyhodnocenych droplet je 13 000 £+ 2 000. Chybové tsecky
odpovidaji 95% intervalu spolehlivosti pro Poissonovo rozdéleni (Manual ddPCR).
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4.2.3 Identifikace homozygotnich rostlin v T2 generaci

Ze selektovanych heterozygotnich rostlin s jednou kopii T-DNA (lhch4_PaLHCBS D a
N, penta_PalHCBS8 T a UU) byla sklizena semena, kterd byla zkontrolovana pod
fluorescencni lupou. V ptitomnosti 1 kopie T-DNA u rodicovskeé rostliny 1ze v potomstvu
ocekavat segregacni pomér 1:2:1 odpovidajici WT:HZ:HM, coz bylo také pfriblizné
potvrzeno na zakladé rtizné intenzity fluorescence (Obr. 18). K zaseti byla vybrana

semena s nejsilnéjsi fluorescenci, ¢imz jsme ziskali T2 generaci rostlin. Bylo tak zaseto

a vypéstovano okolo 5 rostlin T2 generace pro kazdou ze 4 novych linii.

Obr. 18: Semena heterozygotni rostliny /hch4_PaLHCBS8 N (z T1 generace), u niz byla stanovena
jedna kopie T-DNA. U semen je na zakladé fluorescence pozorovan segregacni pomeér priblizné
1:2:1 (WT:HZ:HM).
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Pro rostliny T2 generace byla opét provedena izolace DNA a screening poc¢tu kopii T-
DNA pomoci ddPCR. V pfipadé, ze pocet kopii T-DNA ve screenované rostling
odpovidal dvojnasobku poctu kopii zjisténého u heterozygotniho rodice (tj. v naSem
ptipadé byly u rostlin identifikovany dvé kopie T-DNA), jednalo se o homozygoty. Pro
linie D a N u lhch4_PaLHCBS mutanta byli timto zpisobem homozygoti opravdu
selektovani. U potomkd rostlin N a D byla u vSech rostlin jednoznacné stanovena hodnota
CNYV 2, tyto rostliny tedy mizeme povazovat za homozygotni (Obr. 19). Potvrdila to i

uniformni fluorescence semen z téchto rostlin.

U selekce homozygott z vytipovanych rostlin mutanta penta_PalLHCBS byla situace
slozitgjsi. U linie T jsme pozorovali nizsi kli¢ivost semen a vSechny analyzované rostliny
byly v heterozygotnim stavu (Obr. 20). Ani dodate¢né experimenty na dalSich rostlinach
nevedly kizolaci homozygotnich rostlin, coz nas vedlo k zavéru, ze inzerce T-DNA
probéhla pravdépodobné v oblasti nékteré¢ho dilezitého genu. Vytazeni obou kopii tohoto
genu (tj. u hledaného homozygota v T-DNA) bylo ziejmé letalni, coz zaroven vysvétluje
nizs§i klicivost semen rostliny penta_PaLHCBS8 T. U potomkd rostliny UU jsme ve dvou
ptipadech zaznamenali neceloCiselnou hodnotu poctu kopii (UU-F a UU-L, Obr. 21), coz
mohlo byt zpisobeno fadou faktorti. Nicméné u dalsich dvou rostlin (UU-G a UU-H) byla
stanovend hodnota CNV blizko 2 (Obr.21) a tyto rostliny jsme identifikovali jako

homozygotni (Obr. 21), coz bylo potvrzeno 1 uniformni fluorescenci jejich semen.

Stanoveni poctu kopii T-DNA u rostlin linie
Ihcb4_PalLHCBS8 (generace T2)

2,5

zITIIIIIII[
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0,5

N1 N2 N3 N4 N5 D8 D9 D10 D11 D12

Analyzované rostliny

Obr. 19: Stanoveni poctu kopii T-DNA v T2 generaci — v potomcich rostlin N a D linie
lhcb4_PalLHCBS. Primérny pocet vyhodnocenych droplet je 14 000 £ 1 000. Chybové usecky
odpovidaji 95% intervalu spolehlivosti pro Poissonovo rozdéleni (Manual ddPCR).
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Stanoveni poctu kopii T-DNA u rostlin linie
penta_PaLHCB8 T (generace T2)
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Obr. 20: Stanoveni poctu kopii T-DNA v T2 generaci - u potomku rostliny T linie
penta_PalLHCBS. Primémy pocet vyhodnocenych droplet je 11 000 £ 1 000. Chybové tsecky
odpovidaji 95% intervalu spolehlivosti pro Poissonovo rozdéleni (Manual ddPCR).

Stanoveni poctu kopii T-DNA u rostlin linie
penta_PaLHCB8 UU (generace T2)
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Obr. 21: Stanoveni poctu kopii T-DNA v T2 generaci — u potomki rostliny UU linie
penta_PalLHCBS. Primémy pocet vyhodnocenych droplet je 15 700 + 300. Chybové usecky
odpovidaji 95% intervalu spolehlivosti pro Poissonovo rozdéleni (Manual ddPCR).
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Vzhledem k tomu, Ze jsme chtéli mit alespoi dvé nezavislé homozygotni linie
penta_PaLHCBS, bylo nutné se vratit k jinym potencialné pouzitelnym heterozygotnim
rostlinam z T1 generace. Pfipravou alesponi dvou takovych linii jsme totiz schopni
vyloucit mozné ovlivnéni genti insertem T-DNA. Misto linie T, ktera byla problematicka
pravdépodobné kvili mistu inzerce T-DNA, byly pro selekci homozygott vybrany linie
Z a 00, které maji na zakladé ddPCR screeningu dvé kopie T-DNA (Obr. 17). Z téchto
rostlin byla vybrana semena s nejsilnéjsi fluorescenci, pfi¢emz oCekavany stépny pomer

byl 1:4:6:4:1. Jejich ddPCR screening dale probiha.
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4.3 Ovéreni homozygotnich linii sekvenaci

U homozygoti byla nasledné provedena sekvenace, jejimz ucCelem bylo ovéfeni
spravnosti vlozeného konstruktu AtLHCB4.10::PaLHCBS. Sangerova sekvenace, ktera
byla pouzita v této praci, je zalozena na syntéze DNA in vitro v pfitomnosti vybranych
primert a specifickych terminatoru fetézct (fluorescencné odlisené ddXTP). Terminaci
fetézct vznika soubor fragmentd DNA, které by mély odpovidat dokazované sekvenci.
Tyto fragmenty jsou zakonceny fluorescencné€ zna¢enymi dideoxynukleotidy a nakonec
jsou analyzovany kapilarni elektroforézou. Vysledkem je sekvenogram, z néhoz lze

vycist hledanou sekvenci.

Ziskané sekvenogramy byly porovnany s o¢ekavanou sekvenci
AtLHCB4.1p0::PaLHCBS pomoci programu SnapGene (Dotmatics) a u obou

sekvenovanych rostlin byla potvrzena spravnost vlozené sekvence (Obr. 22).

A

12 000 12 5007 13 0007
Intron ==y D promotor AT 41 [

attB2 attB4

attB1

Sekvenace rostlina N1
13 806 bp

e

12 5007 13 000" 13 5007

T 1vvon ~ < S promotor AT41 ]

aae

attB2 attB4

attB1

Sekvenace rostlina UU-H
13 806 bp

Obr. 22: Ovéteni spravnosti vloZzeného konstruktu sekvenaci. Dole je znazoména cast vlozené
sekvence T-DNA s vyznaéenim promotoru AtLHCB4. 1y a exonu a intronu genu PaLHCBS.
Cervenou barvou jsou vyznadeny pickryvajici se sekvenované fragmenty amplifikované
z genomické DNA rostliny N1 linie lhcb4_PaLHCBS (A) a rostliny UU-H linie penta_PalLHCBS
(B). Kazda cast analyzovan¢é sekvence je pokryta minimaln¢ dvéma amplikony.
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4.4 Fenotyp a obsah chlorofylu

Pti péstovani za optimalnich podminek nebyl u jednotlivych transgennich linii pozorovan
zadny vizuélné rozpoznatelny fenotypovy rozdil (Obr. 23). V ramci fyziologickych
meéfeni bylo nejprve provedeno porovnani obsahu chlorofylu (Chl) u jednotlivych
genotypll pfipravenych transgennich rostlin. Obsah chlorofyli byl stanovovan
nedestruktivni metodou pomoci ru¢niho pfistroje SPAD 502, pti¢emz toto stanoveni bylo
jen relativni a pouze za uCelem vzajemného porovnani. Méteni bylo provedeno v Sesti

opakovanich pro kazdy genotyp.

Vzhledem k tomu, Ze je Chl podstatnou slozkou svétlosbérnych antén fotosystému, 1ze
udaj o jeho mnozstvi pouzit pro orientatni porovnani velikosti téchto antén mezi
genotypy. Z uvedené Tab. 11 je vidét, ze obsah Chl se mezi jednotlivymi genotypy
vyrazné€ neli§i. Obecné se tedy da fict, ze zaména LHCB4, pfirozené se vyskytujici u A.
thaliana, za smrkovou LHCBS8 u obou transformantti vyrazné€ neovlivnila mnozstvi

dalSich svétlosbérnych antén.

Studované genetické modifikace se zde tykaji fotosystému II. Za normalnich
podminek obsahuje modelova rostlina A. thaliana nejvice zastoupenou a nejvetsi formu
superkomplexu tohoto fotosystému, C2SoMoa. U linii lheb4 a penta je ale znama pouze
forma C»S» kvili ztraté proteinii podmiriujici vazbu M trimert (de Bianchi et al., 2011,
nepublikovana data). Pro vazbu M trimert k jadru PSII je tedy u Arabidopsis nutna
pritomnost LHCB4.1 nebo LHCB4.2, kdy tyto svétlosbérné antény obsahuji vazebné
misto pro LHCB6 a skrze néj vazou M trimery k C2S»> (Koufil et al., 2016; Ilikova et al.,
2021). To ale neplati pro smrk, ktery je schopen tvofit C2S2M:> superkomplex, piestoze
mu chybi LHCB3 a 6 a obsahuje pouze LHCBS8 (Koufil et al., 2016; Grebe et al., 2019).
Otazkou zde tedy je, zda ptitomnost smrkové LHCBS u lhcb4 a penta mutantt neumozni
M trimery zpét navazat a vytvofit tak superkomplex C2S2M> typicky pro smrk. Porovnani
vysledki u transformantti s PALHCB8 a WT by mohlo indikovat pfitomnost M trimerd.
Metoda ale neposkytuje informace o tom, zda jsou M trimery vazané nebo jen volné. Tyto
informace lze ziskat naptiklad pomoci stanoveni pomért chlorofylti a a b, nizkoteplotnich
fluorescencnich spekter, nativni elektroforézy a analyzy superkomplexid PSII pomoci
elektronové mikroskopie, které budou provedeny v nejblizsi dobég, ale jiz mimo ramec

predlozené bakalafské prace.
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Tab. 11: Relativni srovnani obsahu Chl mezi jednotlivymi genotypy

Relativni obsah Chl [SPAD]*

WT lhcb4_PaLHCBS lheb4 penta_PalLHCBS penta
213+0,8 20,0+ 1,5 215+1,1 194+ 1,1 20,7+0,8

*Vysledky uvedeny jako prumér + SD, vzdy platin = 6.

L % '
Ihcb4_PaL\HCBB penta_PalHCBS8

Obr. 23: Fenotyp A. thaliana divokého typu (WT) a studovanych mutantnich genotypu, tj. lhcb4,
penta, lhcb4_PaLHCBS a penta_PaLHCBS.
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4.5 Western blot

Za uCelem ovéfeni exprese PaLHCB8 proteinu u transformovanych rostlin byla
provedena identifikace proteint LHCB4/LHCBS8 pomoci metody Western blot (Obr. 24).
Pro ucely jejich vzajemného rozliSeni ale neni tato metoda dostate¢né citliva. Samotné
detekci proteinu predchazi jejich denaturace a elektroforeticka separace tak zavisi pouze
na velikosti. Vzhledem k tomu, ze se zde jedna o proteinové izoformy s ne az tak
vyraznymi rozdily (Obr. 5), nedochazi k jejich separaci a oba tyto proteiny jsou

identifikovany pomoci stejné primarni protilatky.

Jako pozitivni kontrola byl pouzit divoky typ (WT), u kterého byla pomoci protilatky
potvrzena piitomnost proteini LHCB4.1/4.2. Kombinace téchto dvou izoforem s mirné
odlisnymi velikostmi vede pravdépodobné k tomu, ze je band na Obr. 24 pod €. 1
nezaosteny. U netransformovanych mutantl lhch4 a penta, které slouzily jako negativni
kontrola, nebyl podle ocekavani protein LHCB4 identifikovan, nebot u obou jsou
knockoutované geny pro vSechny izoformy tohoto proteinu. U obou linii
transformovanych rostlin (lhcb4_PaLHCBS i penta_PalLHCBS8) byla naopak potvrzena
ptitomnost proteinu LHCB8 (Obr. 24 ¢. 2 a 6 pro lhcb4_PaLHCBS a ¢. 4 a 8 pro
penta_PaLHCBS). To potvrzuje, ze gen PaLHCBS byl nejen tspésné vlozen do genomu
pozadovanych linii, ale ze je zde 1 efektivné exprimovan a ze jsou tedy piipravené linie
vhodné pro fyziologickou analyzu vlivu ptitomnosti PALHCBS na strukturu a funkci PSIL
Detailni kvantifikace relativniho mnozstvi proteinu PaLHCBS bude v budoucnu

provedena pomoci hmotnostni spektrometrie.

kDa
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Obr. 24: Detekce proteini LHCB4/8 na membrané metodou Western blot. Cisla odpovidaji
genotypum, u kterych byly tyto proteiny dokazovany, tj. WT (1), lhcb4_PaLHCBS (2), lhcb4 (3),
penta_PalLHCBS (4), penta (5), nasleduje opakovani pro vzorky lhcb4_PalL HCBS az penta (6-9).
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4.6 Dual-PAM

Tteti a posledni metodou v ramci fyziologické charakterizace pfipravenych transgennich
rostlin byl Dual-PAM. Tato metoda byla vyuzita pro jeji schopnost méfit chlorofylovou
fluorescenci po jeji indukci svételnymi pulzy o riizné charakteristické intenzité a délce.
Spektrum fluorescence je totiz jiné nez spektrum absorbovaného zafeni a odrazi vyuziti
pohlcené energie zafeni na fotochemické i nefotochemické déje FS. To nam umoziiuje
snadno ziskat informace o stavu PSII, zakladnich mechanismech FS a jak zkoumané
transgenni rostliny reaguji na rizné svételné podminky. Je tedy umoznéno propojit

informace o genotypu s fenotypem.

4.6.1 Maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII

Jednim z méfenych parametri byl maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII (Fv/Fm)
(Obr. 25), kterého lze po vhodném obdobi adaptace rostliny na tmu vyuzit jako indikator
stresu u rostlin. U nestresovanych rostlin je hodnota Fv/Fm konzistentni okolo 0,83
(Maxwell & Johnson, 2000). Existence stresu vede k ¢astecné inhibici funkce PSII nebo
k indukci trvalého zhaseni a nasledkem je snizeni Fv/Fm. Z grafu na Obr. 25 je patrné, ze
ztrata svétlosbérnych antén u lhcb4 a penta mutanta vede k poklesu maximalniho
kvantového vytézku fotochemie PSII. U transgennich linii je diky pfitomnosti PALHCBS8
pokles méné vyrazny. To lze povazovat za nepiimy indikator toho, ze exprimovany
protein PaALHCBS8 ze smrku je schopny se vazat na PSII v Arabidopsis a ovliviiovat jeho

funkci.

Maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII

WT Ilhcb4_PalLHCB8 Ilhcb4 penta_PalLHCBS8 penta

Analyzované genotypy rostlin

Obr. 25: Porovnani maximalniho kvantového vytézku fotochemie PSII (Fv/Fm) u vsech
zkoumanych genotypi. Vysledky znamenaji pramér = SD, n =4
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4.6.2 Nefotochemické zhaSeni

Dal§im stanovovanym parametrem byla indukce nefotochemického zhaseni (NPQ).
Jedna se o fotoprotektivni proces v ramci FS, ktery odstraniuje prebytecnou excitacni
energii molekul Chl ve formé tepla, ¢cimz brani tvorbé volnych radikalti. Tento typ zhaseni
si vzajemné konkuruje se zhaSenim fotochemickym i fluorescen¢nim, systém Dual-PAM
je ale dokaze oddé¢lit. Dulezity je zde vztah mezi NPQ a PSII. NPQ je totiz regulovano
snizenim pH lumenu a kromé& toho zahrnuje regulac¢ni protein PsbS a konverzi
violaxantinu na zeaxantin v xantofylovém cyklu, coz vede ke konformacnim zménam
PSII antény. V anténé je nasledné€ indukovano zhaseni excitacni energie ve formée tepla,

tedy NPQ.

Béhem tohoto méfeni je opét vyuzito rostlin adaptovanych na tmu. Kdyz je takova
rostlina najednou vystavena vysSi intenzit€ zafeni, PSII neni schopen absorbovanou
energii vyuzit a zvysi se vytézek chlorofylové fluorescence. Béhem nasledujicich minut
ale fluorescence klesa, protoze je postupné nastartovana ¢innost PSII (fotochemické
zhageni) a stejné tak rostlina zacina vyuzivat NPQ. Pribéh aktivace NPQ a jeho nasledné

relaxace ve tme je znazornén v grafu na Obr. 26.

U WT byla pozorovana kiivka NPQ s typickym prabéhem (Obr. 26). U mutanti byla
pozorovana pomalejsi indukce NPQ a mnohem mensi narist NPQ béhem putisobeni
aktinického svétla (do 900 s) (Obr. 26, Obr. 27). Po vypnuti aktinického svétla doslo
k rychlejsi relaxaci NPQ stejn€ u vSech rostlin s mutantnim genotypem. Z meéfeni
vyplyvéa, ze pritomnost proteinu PaLHCB8 nema vyrazny vliv na prabeh

nefotochemického zhaseni.
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Obr. 26: Porovnani schopnosti indukce nefotochemického zhaseni u vSech zkoumanych
genotypu. Vyznacené hodnoty jsou zaznamenany jako prumér, n = 4.

Indukce nefotochemického zhaseni (250s pfriblizeni)
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Obr. 27: Porovnani schopnosti indukce nefotochemického zhaseni v prvnich 250 s méfeni u véech
zkoumanych genotypu. Vyznacené hodnoty jsou zaznamenany jako prumér, n = 4.
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4.6.3 Efektivni kvantovy vytézek fotochemie PSII

Efektivni kvantovy vytézek fotochemie PSII (Y(II)) je parametr, ktery poskytuje
informaci o tom, jaka relativni cast absorbované energie je vyuzita pro fotochemické
reakce (Maxwell & Johnson, 2000). U rostlin adaptovanych na tmu je Y(II) roven Fv/Fm,
pii vystaveni svétlu hodnota Y(II) klesa z divodu aktivace nefotochemického zhaseni,
ptipadné zvysSeni neregulované disipace energie (Maxwell & Johnson, 2000; Murchie &
Lawson, 2013). To mizeme pozorovat béhem prvnich 900 s, kdy méfeni probihalo za
aktinického svétla (Obr. 28). Pro vS§echny uvedené rostliny je tedy béhem prvni poloviny
meéfeni vyuzito na fotochemické reakce asi jen 10 % absorbované energie, coz
koresponduje s vysokym nartdstem parametru NPQ (Obr. 26). Po vypnuti aktinického
svétla dochazi k relaxaci NPQ (Obr. 26) a hodnota kvantového vytézku fotochemie PSII
se vraci k hodnotam kolem 0,7 (Obr. 28). Neni pozorovan zadny vyrazny vliv ztraty

svetlosbérnych antén, ptipadné vliv pfitomnosti PALHCBS.

Efektivni kvantovy vytézek fotochemie PSI|

Y(Il)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

cas [s]

—— WT Ihcb4_PalLHCBS8 lhcb4 penta_PalLHCB8 —@—penta

Obr. 28: Porovnani efektivniho kvantového vytézku fotochemie PSII u vSech zkoumanych
genotypu. Vyznacené hodnoty jsou zaznamenany jako pramér, n = 4.
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5 ZAVER

V teoretické Casti bakalarské prace byla vypracovana literarni reserSe tykajici se funkce
a struktury fotosystém Il u vysSich rostlin a jeho systému svétlosbérnych antén. Detailnéji
popsan byl zejména svétlosbérny komplex LHCB4, resp. jeho izoforma LHCBS. Dale
byly predstaveny moderni postupy selekce homozygotnich linii transformovanych

rostlin, které byly nasledné vyuzity v experimentalni Casti této prace.

V experimentalni casti byly nejprve pfipraveny dvé transgenni linie A. thaliana
lhcb4_PaLHCBS a penta_PalLHCBS pomoci transformace metodou floral dip. Vychazelo
se pti tom z trojitého (lhcb4.1 lhcb4.2 lhcb4.3) a pétinasobného (lhcb4.1 lhcb4.2 lheb4.3
lheb3 lheb6) mutanta A. thaliana, do kterych byl vlozen gen pro smrkovy protein LHCB8
(PaLHCBS). Motivaci pro vytvoreni téchto transgennich linii byla snaha o objasnéni
toho, jakou roli jednotlivé svétlosbérné komplexy hraji pfi vzniku unikatni struktury
superkomplexu PSII pozorované u smrku. Smrk postrada analogy proteini LHCB3,
LHCB6, LHCB4.1 a LHCB4.2, naopak obsahuje specifickou formu proteinu LHCB4,
kterd se oznacuje jako LHCBS8. U linie /hcb4_PaLHCBS byly tedy vSechny tfi nativni
izoformy proteinu LHCB4 nahrazeny smrkovou variantou LHCBS, u linie

penta_PalLHCBS8 navic jesté chybi proteiny LHCB3 a LHCBO.

Pro kazdou =z pfipravenych transgennich linii byly izolovany dvé nezavislé
homozygotni linie pomoci moderni technologie ddPCR, ktera se prokazala jako velmi
efektivni a umoznila velmi rychlou selekci rostlin na zakladé poctu kopii vlozeného
transgenu. Rostliny téchto linii byly podrobeny uspésné sekvenaci pro ovétfeni spravnosti
vlozeného konstruktu a nasledné zakladni fyziologické charakterizaci s cilem objasnit

vliv LHCBS8 na funkci PSII.

Fyziologickd charakterizace transgennich rostlin A. thaliana [hcb4_PaLHCBS
a penta_PalLHCBS vychézela zjejich porovnavani s genotypem WT a pfipadné i s
genotypem netransformovanych mutantt lhcb4 a penta. Rostliny pii péstovani za
optimélnich podminek nevykazovaly zadny vyrazny fenotypovy rozdil a také méfeni
relativniho mnozstvi chlorofylu indikovalo, ze u transgennich rostlin pravdépodobné
nedochazi k vyrazné zméné mnozstvi svétlosbérnych antén. Z analyzy funkce PSII
pomoci metod chlorofylové fluorescence vyplyva, ze u transformantt lhch4_PaLHCBS a
penta_PalLHCBS nedochazi k vyraznéj§im zménam. Ukazalo se ovSem, ze pritomnost

PalLHCBS u [hch4 a penta mutantd mirn€ zvySuje hodnotu Fv/Fm, tj. maximalniho

59



kvantového vytézku fotochemie PSII. To by mohlo znamenat, ze PALHCBS je schopen

se vazat na PSII a ze by mohl mit vliv na strukturu celého PSII superkomplexu.

Linie [hcb4_PaLHCBS a penta_PalLHCBS ptipravené v ramci této bakalarské prace
budou dale vyuzity v fadé naslednych analyz, které by meély detailné objasnit vliv

proteinu PaLHCBS na strukturu a funkci PSII superkomplexu.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABS
At

BSA

C2

C2S2
C2S: M2

CNV
CP24
CP26
CP29
Cyt bef
ddNTPs
ddPCR
DMSO
dNTPs
DTE
DTT
EB/PE
Fo
FAST
Fm
Fm’

FS
Fv/Fm
GFP
HL
HM

absolutni kvantifikace (mo6d ddPCR)

Arabidopsis thaliana (husenicek rolni)

hovézi sérovy albumin

dimerni jadro PSII

forma superkomplexu PSII obsahujici dimerni jadro a dva S trimery

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

trimery

variabilita poctu kopii

LHCB6

LHCB5S

LHCB4

cytochrom bef

dideoxyribonukleotidy

digitalni dropletova PCR

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleotidy

dithioerythritol

dithiotreitol

elucni pufr

minimalni fluorescence chlorofylu
technologie pro selekci semen zalozena na jejich fluorescenci
maximalni fluorescence chlorofylu
maximalni fluorescence chlorofylu na svétle
fotosyntéza

maximalni kvantovy vytézek fotochemie PSII
zeleny fluorescencni protein

zateni o vysokych intenzitach

homozygot
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HZ

Chl
LHCB1-6
lhcb4
lhcb4_PalLHCBS
LHCII
LHCs
NDH
NGS

NPQ
OLE1
P700

Pa
PaLHCBS
PB

PC

penta

heterozygot

chlorofyl

PSII svétlosbérné komplexy 1-6

trojity mutant se tfemi knockout geny (lhch4.1 lhcb4.2 lhcb4.3)
lhcb4 s LHCBS8 smrkového typu

svetlosbérny systém antén PSII

svétlosbérné komplexy

komplex NADPH dehydrogenasa

sekvenovani nové generace

nefotochemické zhaseni

protein oleosin 1

chlorofyl PSI reak¢niho centra

Picea abies (smrk ztepily)

LHCBS smrkového typu

fosfatovy pufr (purifikace PCR produktu)

vazebny pufr pro navazani DNA na membranu (izolace DNA)

petinasobny mutant s péti knockout geny (lhcb4.1 lhcb4.2 lheb4.3 lheb3
lhcb6)

penta_PaLHCB8 penta s LHCB8 smrkového typu

PGRL1, PRG5
PL1

PQ

PQH:

PSI

PSII
PSII-LHCII
PW1, PW2
qPCR

RC

komplexy regulace protonového gradientu
lyzaéni pufr (izolace DNA)

plastochinon

plastochinol

fotosystém I

fotosystém 11

superkomplex fotosystému II

promyvaci pufry (izolace DNA)
kvantitativni polymerazova fetézova reakce

reak¢ni centrum
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RED

SDS

TAE
TAIL-PCR
TBS

TBST
T-DNA

TE

Ti plazmid
™

WT

Y(I)

YEB médium

detekce vzacnych nukleotidovych sekvenci (mod ddPCR)
dodecylsulfat sodny

tris-acetat-ethylendiamintetraoctova kyselina

termalni asymetricka prokladana polymerazova fetézova reakce
tris-pufrovany fyziologicky roztok

TBS + Tween 20

transferova DNA

tris-ethylendiamintetraoctova kyselina

tumor-indukujici plazmid

tylakoidni membrana

divoky typ

efektivni kvantovy vytézek fotochemie PSII

médium pro rist A. tumefaciens
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