Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta

Katedra experimentalni biologie rostlin

Mutageneze gent psbO1 a psbO2 v Arabidopsis thaliana pomoci metody
CRISPR-Cas9

CRISPR-Cas9 mutagenesis of psbO1 and psbO2 genes in
Arabidopsis thaliana

Katerina Hlavsova

Diplomova prace
Praha 2020






Vedouci prace: Mgr. Milo§ Duchoslav
Konzultant: RNDr. Lukas Fischer, Ph.D.

Prohlasuji, ze jsem piedlozenou praci zpracovala samostatné, pod vedenim Mgr. Milose
Duchoslava a RNDr. Lukése Fischera., Ph.D., a uvedla jsem vSechny pouzité zdroje literatury

a informaci. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena k ziskani jiného nebo stejného

akademického titulu.

V Praze dne 10. 8. 2020 Katefina Hlavsova



1. Podékovani

Jako prvni bych chtéla pod¢kovat vSem lidem, diky kterym byla prace na tomto projektu
radost. Dekuji Milosi Duchoslavovi za bezmeznou trpélivost a pochopeni a za vzdy kriticky
pristup k vysledkim. Déale mu dékuji za pomoc pii méfeni fluorescencnich parametri na
FluorCamu a se zpracovanim a statistickym vyhodnocovanim vysledkt. Dale dékuji Lukasi
Fischerovi za odborné konzultace, pfipominky a za vytvoteni prostfedi, ve kterém jsem se
nebala o nastalych problémech diskutovat a ptat se. Obéma dekuji za zdravé nadSeni do
problematiky, které na mé behem spoluprace pienesli, a diky kterému budu na obdobi stravené

na tomto misté¢ moc rada vzpominat.

Déle de€kuji 1 ostatnim lidem z laboratofe, jmenovité Adéle Pribylové, Elisce
Kobercové, Magdé Metlickové a Vojtovi Cermakovi za vzdy piatelskou atmosféru, zauceni do

potifebnych metod a za pomoc s nejednim technickym problémem pii provadéni experimentt.

Réda bych podekovala katedfe Botaniky PfF UK za moznost pouZiti jejich pfistroje

FluorCam a laboratoti Ekofyziologie rostlin za zaptjceni ptistroji FluorPen a MultispeQ.

Nakonec bych chtéla podekovat svym rodi¢lim, a to za materidlni i psychickou podporu
béhem celého studia, bez které by toto obdobi mého Zivota bylo o moc t&€z$i. Dékuji 1 ostatnim
blizkym a ségram, které jsem kvili Skole v posledni dobé odbyvala a které mi casto

v potiebnych chvilich dodali silu studium nevzdat.



OBSAH

1.

2.

6.

PODEKOV AN ..o eeeseeeseeseseessssesessssesesesssesssessasssssesssessssesesessssesasessssesasessssessasees 4
SEZNAM ZKRATEK ...ooeeeeeeeeeeeteeteeteetesstsestsestsestsestesstesssesssesssssssesssesssesssesssesssssssesssesns 8
F N 33 1 N G R 10
ABSTRACT ..ttt teteetsestsestsestesst e st sssesssteestssstssstesstesstesssesstesstesstssssesssesssesssssnsesns 11
L 6410 ) D 2 12
S0 CHLE it 12
LITERARNI PREHLED ... eeeseeeeeeeeseeeseeesesesesesesssesssssssesssssssessssssasesssssasesnne 13
6.1, FOTOSYSTEM IL. ..ottt ettt e e et e e e e e e e e e e aaraee e 13
6.2.  MANGANOVY KLASTR ..oooeiiiiiiiuiieieeeeeieiiittitteeeeessssistasseeesssssssssssssssssssesssssssisssssesssns 13
6.3, PROTEINPSBO ....cooiiiiiiiiiiiiiii ettt 16
O.3. 1. SEUKTUF G .....ccooooeeoeeeeeeeeeeeeeeee e et 16
0.3.2.  FUBKCE .o 17
6.3.3. 1ZOfOrmY PSDO..........ccoooiiiiiiiiiiiii et 17
6.3.4.  Funkcni rozdily izoforem PSDO...............cccccoovveviesiiieeieiieeceeeeeeee e 18
6.3.5.  Interakcni rozdily izoforem PSDO..................ccccocoveeiieniiieiiiieiiiieeiie e e 19
6.4. ANALYZY MUTANTU A. THALIANA V IZOFORMACH PSBO ........coecvevieiiieiieceieeieereneeenn 19
0.4. 1. MULAnE DSDOL ............cc.oeeeeeeieeeeee e et 19
0.4.2.  MULANE PSDO2 ..ot 20
6.4.3.  SniZeni celkoveého mnozstvi PSDO..........o.uuuueeeeieeeeeeeeeee e 21
6.4.4.  Kompenzace snizené hladiny PSbO..................ccccccoviiiiiiiiniiiniiiiiaiieiieeeeeee 21
6.4.5.  Problemy s dostupnymi vysledky ..............cccccoooeviiiiiiiiiiiiiiiieiiieecie e e 22
6.4.6.  Prehled popsanych linit A. thaliana.....................ccccccooveiiioniiiiiieciaieiieeeee 23
MATERIALY A METODY ....ooeieeeeeeeeseeseesesesesssesssssssesssssssssssssssssasssssssssssssssssssssasssaans 24
7.1.  MODELOVE ORGANISMY A JEJICH KULTIVACE ...coccooviiiuuiiieeeeeeeieieriiieeeeeesesssnnseeeseens 24
7.1.1.  Escherichia coli a Agrobacterium tumefaciens................ccccceeveevveveencreeaeenannn. 24
7.1.2.  Arabidopsis thAliGna ......................cccocoeeiiiiiiiiiiiaiieie et 25
U o 07.V4 Y, 110 )4TSR 26
7.2.1. DGIEOR, PSOUD ...ttt 26
7.2.2. PCBC-DTIT2, DHSEAOI .........oooovveveeeieeeeeeeeeeeee e e 27
7.2.3. PDFIVE ..o e e 29



.3, PRACE S DIN A oot et e e e e e e e e e e aaaeaeaee e e e e e aaeeaeesaaaanaeas 30

7.3.1.  1z0lace plazmidil................c...ccccoeviiiiiiiiiiiiii et 30
7.3.2. 1zolace roStlinneé DINA ..............ccccooueeeieeeiiiieeiie e e 30
7.3.3. RESIIKCII SIEPONI ...ttt e 30
734 LIQOCE ..o e e 31
7.3.5. SEKVERACE ..o e e 32
7.3.6.  Polymerazova retézova reakce (PCR).............ccc.ccoouevieieiiiiieaiieeiieieeeie e 33
7.3.7.  Agarozova gelova elektroforéza fragmentit DNA ..............cccoovevvevcieeeeieannnnnne. 35
7.3.8.  Izolace DNA z elektroforetického gelu.................cc..ccccoovvuvvveeviiiniiiaiiaeiaennn. 35
7.4, PRACE S PROTEINY ....ociiuiiiiiiiiiiiiiiiiiteii sttt st s 36
7. 4.1, 1ZOlACE PFOLCINIL ... e e 36
7.4.2.  Priprava gelu pro SDS-PAGE..............cccccoovoiiiiiiiiiiieiieee e 36
7430 SDS-PAGE..........ccoiiieeeieeeee e 37
7.4.4.  Imunoblotovani (Western DIOt).................ccccoooeveeeiieiieiiieiiieciieeeeeeeee e, 37
7.4.5.  IMUROAELERCE. .............ccceeiiiiiii ittt 37
7.4.6.  ECL SYSTEM ...ttt e 38
7.5.  TRANSFORMACE MODELOVYCH ORGANISMU ......ccueriiiiiiiiiinieniensienieniesreniesiesae e v 38
7.5.1.  Priprava elektrokompetentnich bakterii E. COli ..............cccccccoovvvoiiniiianinnnne. 38
7.5.2.  Priprava elektrokompetentnich bakterii A. tumefaciens .................cccoeeuveenen... 39
7.5.3.  Transformace Dakterii .................ccccooviiiiiiiiiiiieiieie et 39
7.5.4.  Transformace A. thaliana pomoci metody floral dip .............c...cccoovvvevvnnnann... 40
7.6.  CRISPR-CAS9 MUTAGENEZE PSBOI A PSBOZ.........cccccoocuiviiiiiiiiiiiiiiiiccicic, 40
7.6.1.  PFIPDrava RORSIUKLIL...............ccooocueiiiieiie i 40
7.6.2.  Priprava mutantnich linii psbolcr a pSDO2CT ............ccccccveveieioiiiiiiiiaieeae. 41
7.6.3.  Komplementace mutantit psbolcr a pSBO2CE ............cccoceveveeeciieciiiaiiaiieeene 42
7.6.4.  Priprava psbolisoL a psbo2iSOL [iNilQ .................ccccccoueeviiiiieiiiiaiiieeie e 43
7.6.5.  Priprava konstruktit obsahujici psbO1/psbO2 z brambori................................ 43
7.7.  DESIGN ANALYZY ZAKLADNICH FENOTYPOVYCH CHARAKTERISTIK ......ccoevuenuenurnnenn 44
7.7.1.  MEFeni Cerstvé RMOINOSTE ............cccocueiouiiiiiiiiiiiiiie ettt 44
7.7.2. MeEFeni RIMOtNOSH] SUSINY ..........cccoeeeeeeeieeeeieeeeeiee e eiee et e 44
7.7.3.  Izolace a mereni 0bSahu PIGMENntil...............ccoecueevveiieiaiieiiieeeeeee e 44
7.7.4.  MeFeni ODSANMU PFOLEINIL ..............cccuveveieeeciies e 45
7.7.5.  Meéreni fluorescence chlorofylu a a plochy listové ruzice (pristroj FluorCam). 45
7.7.6.  Mereni pomoci pristroje MultiSpeQ ..........cc.ccvvevcueeeiiiieseeiieeiieeeiee e 45

6



7.7.7. MEFENI OJIP KFTVEEK c.coooooeeeeeeeeeeeeeee e 45

7.7.8.  Statistické zpracovani VySIedkil .................cccoccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 46

8. VYSLEDKY ....ooooteeeereeretsnesssnssssssssssssssssssssssssassssssssssssasesssssesssssssssssnsssssnssssssasssssssssssssnsssess a7
8.1.  VYTVORENI ROSTLIN S DELECI V GENECH PSBOI A PSBO2 .......cccoevueeeeeieeeeeeieeneeeaann, 47
L. L. PSDO ... e e 47
8.1.2. PSDO2......ooooeeeeeeeeee e e 48

8.2.  POROVNANI ROSTLIN WT, PSBO1, PSBO1CR, PSBO2 A PSBO2CR ....uuvvvveeeiviinriieeeeeeeinen, 49
8.2.1.  Zakladni fenotypové charakteristiky ...............cccooovvieviieiiniieiiieiieeieeieeeeenn 49
8.2.2.  VelikOST SCIEIL ... e 52
8.2.3.  Obsah fotosyntetickyCh BArviv.................cccoccieviiiiiaiieiieeieee e 54
8.2.4.  Fluorescence ChIOTOfYIU G .............cc.ccouveeveeeciiiiiieieie e e 57
8.2.5.  Obsah proteinii PSbO1 @ PShO?2 ............cccccovvieeiiiiiiieiieiieeeeeeeeeeeeeeees 64

Q. DISKIUZE ... oeeeeeeeecterctesstesseesseessasssassssesssesssssssssesssssssesssessensesssssesesessesssesssesseessesssnesssesssessennas 67
0.1, MUTANTI PSBOI A PSBOILCR .....ccccuuveeeeeiiieeeitieeeeeeeeieeeeeeteeeesveeeesavee eeassnsseaesnssaeeennns 67
9.2.  MUTANTIPSBO2 A PSBOZCR ......uuueeeeeeeeeeeeirieeaeeeeeeeeeeeettaeeaaeeesecsaaesseaaaaaeesennsssasaaaeens 70
10, ZAVERY ....oooveeereeoesevsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasessssssssssssessssassssssnsssssmsssssssessssness 72
11. SEZNAM POUZITE LITERATURY .......ooeervvreeeerreeesersessssssssssnssssssssssssssssssnssssssnsssssanenes 73



2. Seznam zkratek

At — husenicek rolni (Arabidopsis thaliana)

A. tumefaciens - Agrobacterium tumefaciens

ATP - adenosintrifosfat

BiFC - bimolekularni fluorescenéni komplementace (bimolecular fluorescence
complementation)

BSA - bovine serum albumin

Col - Columbia (ekotyp husenicku)

CRISPR-Cas9 —Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats — CRISPR
associated 9 (Cas)

CV - chloroplast vesiculation protein

Cyt — cytochrom

dH20 — destilovana voda

E. coli - Escherichia coli

GTP - guanosintrifosfat

HSP - heat shock protein

LHCII - svétlosbérné komplexy fotosystému II (light-harvesting complexes II)

LTO - lumen thiol oxidoreductase (protein)

OEC — kyslik vyvijejici komplex (oxygen evolving complex)

PAGE - polyakrylamidova gelova elektroforéza (polyacrylamide gel electrophoresis)
PCR - polymerazova fetézova reakce (polymer chain reaction)

psbO1 — gen kodujici protein PsbOl1

PsbO1 — protein PsbO1

psbol — T-DNA inzeréni mutantni linie 4. thaliana s inzerci v genu psbO1

psbolcr — mutantni linie 4. thaliana s deleci v genu psbO1 vytvofena pomoci metody
CRISPR- Cas9

psbolisoL — mutantni linie s celkovou hladinou PsbO jako ma wt, ktera obsahuje pouze
PsbO2

psb02 — gen kodujici protein PsbO2

PsbO2 — protein PsbO2

psbo2 — T-DNA inzeréni mutantni linie 4. thaliana s inzerci v genu psbO2

psbo2cr — mutantni linie 4. thaliana s deleci v genu psbO2 vytvofena pomoci metody

CRISPR-Cas9



psbo2isoL - mutantni linie s celkovou hladinou PsbO jako ma wt, ktera obsahuje pouze
PsbO1

Ppsbo2-psbO1/psbol — mutant s homozygotni mutaci v genu psbO2 a heterozygotni mutaci
v genu psbO1

PSI — fotosystém I (photosystem I)

PSII - fotosystém II (photosystem II)

QY - kvantovy vytézek (quantum yield)

SDS - dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulphate)

St - brambor (Solanum tuberosum)

TAE - elektroforeticky pufr (Tris-acetat-EDTA buffer)

TEMED - tetramethylethylendiamin

Tris - 2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol

UTR - nepiekladana oblast mRNA (untranslated region)

WKSI1 - wheat kinase START]1 (protein)

wt — divoky typ (wild type)

Y2H - dvouhybridni kvasinkovy systém (yeast two-hybrid system)



3. Abstrakt

Protein PsbO je jednou znezbytnych podjednotek fotosystému II, proteinového
komplexu nachézejiciho se v tylakoidnich membranach chloroplasti. PsbO ma dilezitou funkci
pro stabilizaci manganového klastru, na které probiha rozklad vody a produkce kysliku.
V Arabidopsis thaliana ma dvé izoformy, jejichz funkce vSak nebyla doposud uspokojivé
objasnéna. Dosavadni poznatky o izoformach PsbO1 a PsbO2 pochazi zejména z experimentil
provadénych na T-DNA inzer¢nich mutantech psbol a psbo2. Ziskdnim zivotaschopnych
dvojitych mutantli psbol psbo2 vyvstala otazka ohledné miry exprese mutovanych genti u
mutantll psbol a psbo2. Proto jsme pomoci metody CRISPR-Cas9 vytvofili knock-out
mutantni linie psbolcr a psbo2cr, které jsme porovnali s doposud pouzivanymi T-DNA
inzerénimi mutanty psbol a psbo2. Provedli jsme porovnani zékladnich fenotypovych
charakteristik, parametra fluorescence chlorofylu a a imunodotekci proteinti PsbO1 a PsbO2.
Vysledky ukazuji, ze i kdyZ mozna v T-DNA inzercnich mutantech probihd slaba exprese

mutovanych gentl, méfené parametry mutanti psbolcr a psbo2cr jsou s nimi shodné.

Klic¢ova slova: PsbO, fotosystém II, CRISPR-Cas9, mutageneze, Arabidopsis thaliana
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4. Abstract

Protein PsbO is one of the essential extrinsic subunits of photosystem II, a protein
complex that is embedded in a thylakoid membrane of chloroplasts. PsbO is important in
stabilizing manganese cluster, a structure that breaks down water molecules and evolves
oxygen. Arabidopsis thaliana encodes for two isoforms which functions have not yet been
clearly explained. Up-to-date findings of PsbO1 and PsbO2 come from experiments using T-
DNA insertion mutants pshol and psbo2. Finding viable double mutants psbol psbo2 had
brought up questions about actual expression levels of mutated genes in psbol and psbo?2
mutants. This is what led us to creating psholcr and psbo2cr knock-out mutant lines using
CRISPR-Cas9 mutagenesis and then comparing them to the frequently used T-DNA insertion
mutants psbol and psbo2. We performed a comparison of basic phenotype characteristics,
chlorophyll a fluorescence parameters and immunodetection of PsbO1 and PsbO2 proteins.
Even though we might have observed slight expression of mutated genes in psbol and psbo2
lines, our results show that measured parameters of psbholcr and psbo2cr are identical to those

of psbol and psbo?.

Key words: PsbO, photosystem II, CRISPR-Cas9, mutagenesis, Arabidopsis thaliana
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5. Uvod

Vznik oxygenni fotosyntézy pted asi 2,5 miliardami let je jednou z klicovych udélosti
v historii Zivota na Zemi. ZvySeni koncentrace molekularniho kysliku v atmosféfe pfi tzv. Velké
kyslikové udalosti (Great Oxygenic Event, shrnuto v Blaustein, 2016) umoznilo rozvinuti

slozitého eukaryotického Zivota az do podoby, ve které¢ ho zname dnes.

Oxygenni fotosyntéza je proces oxidace vody a redukce oxidu uhli¢itého za vyuziti
energie ze svételného zareni vedouci ke vzniku organickych sloucenin a kysliku. Atomy takto
vznikajiciho kysliku pochazi z molekul vody, které jsou v misté zvaném kyslik vyvijejici
komplex z molekuly vody vytrzeny (Ghanotakis & Yocum, 1990). Tento fascinujici déj se
odehrava v tylakoidnich membranéch sinic, fas a vysSich rostlin (De Las Rivas et al. 2004).
Rozsiteni znalosti o struktufe a funkci jednotlivych komponent Uc¢astnicich se na tomto
vyznamném déji by mohlo zajimavym zpusobem pfispét k technickému pokroku napt. na poli
zpracovani slune¢ni energie nebo vyvoji mechanismili pro umély rozklad vody (Chen et al.,

2020; Liu et al., 2016).

Smyslem této prace je prispét k rozSifeni poznatki o proteinech PsbO1 a PsbO2
vytvotfenim mutantnich linii A. thaliana v genech psbO1 a psbO2 pomoci moderni metody
CRISPR-Cas9. Tato metoda umoziuje cilené vytvoieni spolehlivych knock-out mutantnich
linii, které na poli badani o proteinu PsbO pravdépodobné zcela chybi. Cilem této prace je
charakterizovat nové vytvoiené mutanty psbolcr a psbo2cr a srovnat je s jejich T-DNA
inzerénimi protéjsky. Ziskdni knock-out mutantnich linii je pfinosné nejen pro piesnéjsi
interpretaci ziskanych vysledkd, ale také do budoucna umozni provadét fadu experimentt, které

by mohly pomoci objasnit dlouhodobé& nevyjasnénou podstatu rozdilu mezi izoformami PsbO.

5.1. Cile

1) Vytvoteni knock-out mutantnich linii psbolcr a psbo2cr pomoci metody CRISPR-Cas9
2) Charakterizace mutantnich linii psbolcr a psbo2cr

3) Srovnani mutantnich linii psbolcr a psbo2cr s T-DNA inzerénimi mutanty psbol a psbo?2
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6. Literarni prehled

6.1. Fotosystém II

Fotosystém II (PSII) je proteinovy komplex v tylakoidni membrané sinic, fas a vysSich
rostlin, ktery se skldda z mnoha podjednotek a kofaktord (obr. 2.1). Jadro PSII je tvotfeno
alespont dvaceti podjednotkami, z nichz vétSina je ukotvena v tylakoidni membrané
transmembranovymi helixy. Mezi tyto podjednotky patii proteiny reakéniho centra DI,
D2, vnitini anténni proteiny CP43 a CP47 a vétsi mnoZstvi podjednotek o nizké molekularni
hmotnosti, véetné podjednotek PsbE a PsbF, které dohromady tvofi cytochrom b559 (Su et al.,
2017). Na reak¢ni centrum PSII je v zavislosti na svételnych podminkach navazan rizny pocet
svétlosbérnych antén (light harvesting complexes, LHC), které zvysuji efektivitu zachytavani
fotond, jejichz energii predavaji do reakcniho centra PSII. Na jadro PSII se z luminalni strany
vazi vnéjsi proteiny PsbO, PsbP a PsbQ (Wei et al., 2016). Vyssi rostliny maji navic vnéjsi
podjednotku PsbTn (Wei et al., 2016). U zelenych fas a rostlin mize byt navic jeSté¢ vn&jsi
podjednotka PsbR (Bricker et al., 2012).

Stroma

|'

g

| W‘ II |

g« 5&
I

i

CP24

intrinsic
subunits

i

Lumen

lil
|8

extrinsic
subunits ﬂ

M

PSIl core complex

Obr. 2.1: Schéma superkomplexu PSII-LHCII hrachu setého (bo¢ni pohled, pfevzato
ze Su et al., 2017).

6.2. Manganovy klastr
Komplex PSII zajist'uje mimojiné oxidaci vody, ke které dochazi na tzv. manganovém
klastru v jadru kyslik vyvijejiciho komplexu (oxygen evolving complex, OEC). Manganovy
klastr (obr. 2.2a) se skldda ze 4 atomli manganu, 1 atomu vépniku a 5 atomt kysliku (Barber

2008) a prochazi tzv. Kokovym cyklem, ve kterém postupné prochazi péti prechodnymi stavy
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(SO — S4; Roelofs et al., 1996). Cisla jednotlivych stavi indikuji poéet uvolnénych elektronti z
OEC . Stavy S0 a S1 jsou temnostné stabilni (Kok et al., 1970; Roelofs et al., 1996). K uvolnéni

molekuly kysliku dochazi pii pfechodu ze stavu S4 do stavu S0. Ke vzniku jedné molekuly

kysliku je zapotfebi rozlozeni dvou molekul vody za uvolnéni ¢tyf atomi H+ a Ctyi elektronii

(obr. 2.2b, shrnuto v Najafpour et al., 2020). Tyto elektrony zpétné redukuji aminokyselinovy

zbytek Tyrl61 (Yz, tyrozinovy radikal) podjednotky D1, ktery byl oxidovan silnym oxida¢nim

¢inidlem — oxidovanym P680-+ (obr. 2.3, shrnuto v Lubitz et al., 2019).

Mn" MV
Mna" Mntt

Mn'Y Mn'v
M“III Mnf\r

Mni\l' Mnl\l'
Mn'Y Mn'v

Obr. 2.2: a. Struktura klastru Mn4CaOs. Cervend — O, fialové — Mn, Zluté — Ca,
oranzov¢ — molekuly vody b. Reak¢ni cyklus oxidace vody. Vnitini cyklus - klasicky Koktv
model; vné€jsi cyklus zahrnuje 1 redukéni stav jednotlivych atomid Mn, uvoliiovani protoni
v jednotlivych fazich cyklu a relativni naboj v jednotlivych fazich vzhledem k temnostné
stabilnimu stavu S1 (pfevzato z Najafpour et al., 2020).
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PsbO [i-barrel ~ PsbU/PsbV

PSll-stabilized loops

Obr. 2.3: Boc¢ni pohled na dimer PSII. Modie B-barel proteinu PsbO, rizové smycky
interagujici s jddrem PSII, zelen¢ chlorofyly, oranzové 3-karoten. PIné Sipky zndzornuji cestu

elektronu, prazdné Sipky zndzornuji cestu H+ (jde o strukturu PsbO ze sinice
Thermosynechococcus elongatus; ptevzato z (Bommer et al., 2016).

Pro optimalni rozkladani molekul vody a efektivni produkci kysliku jsou potiebné i
chloridové anionty, které jsou vazany v blizkosti manganového klastru (Commet et al., 2012;
Popelkova & Yocum, 2007; Seidler 1997). Vypada to, Ze chloridové ionty maji dillezitou funkci
pii ptechodu manganového klastru mezi jednotlivymi fazemi Kokova cyklu (shrnuto v
Popelkova & Yocum 2007). Manganovy klastr je vysoce reaktivni struktura, kterd je chranéna
a stabilizovana tfemi vn¢j$Simi proteiny fotosystému II — PsbO, PsbP a PsbQ (Seidler 1997).
Tyto tii proteiny dohromady tvofi trojihelnikovou strukturu, kterd nasedd pfedev$im na

luminalni ¢ast CP43 a C-terminalni ¢ast proteinu D1 (Wei et al. 2016). Dohromady pomahaji
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udrzovat vazané Cl- a Ca2+ ionty a chrani OEC pied reduk¢énimi €inidly (Ifuku & Noguchi,

2016).

6.3. Protein PsbO

6.3.1. Struktura
Protein PsbO (obr 2.4), ve starsi literatufe nazyvany jako mangan-stabilizujici protein
€1 33 kDa extrinsic protein, je kodovany v jadie vSech fotosyntetizujicich eukaryotickych
organism, které vyvijeji kyslik, a vyskytuje se také u vSech kyslik-vyvijejicich sinic (De Las
Rivas et al., 2004). Je syntetizovan na volnych cytoplasmatickych ribozomech a v prekurzorové
form¢ je pomoci N-terminélniho transitniho peptidu importovan do chloroplastu, kde je jako
maturovany protein (po odstépeni transitniho peptidu) navdzany k PSII z lumindlni strany (De

Las Rivas & Heredia, 1999).

N-terminus
(unknown folding)

< luminally exposed
lumen end of 3-barrel

Obr. 2.4: Model proteinu PsbO z bramboru. Zelené rozdily mezi iz oformami PsbO v
celedi Solanaceae (ptevzato z Duchoslav & Fischer, 2015).

Maturovany PsbO obsahuje u rostlin zpravidla 246 — 249 aminokyselinovych zbytkii,
které tvoti B-barelovou strukturu o osmi antiparalelnich B-vldknech (B1—8), tfech a-helixech
(h1-h3), hydrofilnich smyckach (loops) a ohybech (turns). Mezi vldkny B5 a B6 tvoti rozsahla
smycka ,,hlavovou* doménu PsbO. Tato doména je dulezité pro interakci PsbO s lumindalni ¢asti

PSII a pro stabilizaci manganového klastru (De Las Rivas & Barber, 2004). Do vnitiku f—barelu
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zasahuji hydrofobni aminokyselinové zbytky (De Las Rivas & Barber, 2004). Ke zménam v
tomto proteinu v prub&hu evoluce doslo predev§im tam, kde se PsbO vaze do PSII, a v
aminokyselinovych zbytcich smétujicich svymi bocnimi fetézci dovnitt beta-barelu (Duchoslav

& Fischer, 2015).

6.3.2. Funkce

Funkci PsbO je ptedevSim zajistovat idedlni prostiedi pro ucinny rozklad vody
stabilizaci manganového klastru, a to zabranénim ztraty iontd vapniku a chloru (shrnuto v
Bricker et al., 2012). Pro PsbO byly navrzeny i dal§i mozné funkce, jako napt. Gcast pfi
opravach proteinu D1 reakéniho centra fotosystému II, ktery je pifi fotosyntéze intenzivné
poskozovan (Lundin et al., 2007a) . Podle dalsi studie vykazuje PsbO také GTPazovou aktivitu
(Lundin et al., 2007b). Autoti hypotetizuji, Ze tato aktivita mize byt zapojena pravé do vymeény
poskozeného proteinu D1 za novy. Dal$i moznou roli PsbO je zajisténi rychlého odvodu
protonti od manganového klastru (Bommer et al., 2016; Shutova et al., 2007). Vyssi rostliny

postradajici PsbO pak nejsou schopny fotoautotrofniho rtstu (Yi et al., 2005).

6.3.3. Izoformy PsbO

A. thaliana exprimuje dvé izoformy PsbO - PsbO1 a PsbO2, kédované geny psbO1 a
psbO2 (Murakami et al., 2005), které se u A. thaliana 1isi v 11 aminokyselinovych zbytcich
(Murakami et al., 2002). Hlavni exprimovanou izoformou je psbOlI, zatimco psbO2 je
exprimovan v mensi mife (Murakami et al., 2005). Pomér proteind PsbO1 a PsbO2 se nijak
vyrazn€ neméni ani v prub&hu vyvoje rostliny, ani pii kraitkodobém pisobeni rtiznych stresti.
Podobné je tomu s hladinami mRNA kdédujicich jednotlivé izoformy (Lundin et al., 2008,
potvrzuji to rovnéz data dostupna v aplikaci Genevestigator),. Pomér exprese jednotlivych
izoforem se vsak 1i8i u riznych ekotypt huseni¢ku. Analyzou dostupnych transkriptomickych
dat pro mnoho set ekotypt byla nalezena silna korelace s klimatickymi podminkami ptivodu
dané¢ho ekotypu. Gen pro PsbO2 je relativné vice (vic¢i genu pro PsbOl) exprimovan v
ekotypech ziskanych z mist, kde je primérné vice slune¢niho zateni, vice vétru a nizsi vlhkost
(Duchoslav & Fischer, v piiprave).

Dva geny kodujici PsbO ma 1 velka ¢ast dalSich krytosemennych rostlin, kde se
izoformy 1i8i v 6 — 23 aminokyselinovych zbytcich (Duchoslav & Fischer, 2015). Kli¢ové
sekvence PsbO jsou nejen mezi rostlinami, ale i mezi fasami a sinicemi vysoce konzervované
(De Las Rivas & Heredia, 1999). Podle Duchoslava a Fischera (2015) nedoslo u

krytosemennych rostlin k duplikaci genu u spole¢ného piedka, ale duplikace probéhla v kazdé
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Celedi samostatn¢, a to pravdpodobné v rdmci nezavisle probihajicich celogenomovych
duplikaci. Izoformy jednoho druhu jsou si tedy evoluéné blizsi nez izoformy mezi jednotlivymi
celedémi. Je zajimavé, ze rozdily mezi izoformami jednotlivych celedi (paralogy) jsou na
podobnych mistech struktury proteinu - nejéastéji jde o zaménu postranniho fetézce aspartatu a
glutamatu smétujicich ven z beta-barelu (Duchoslav & Fischer, 2015). Je pravdépodobné, ze
duplikace PsbO umoznila funkéni ¢i strukturni specializaci duplikovaného PsbO, tzv. sub-
funkcionalizaci (jev je oznaCovany jako unik z adaptivniho konfliktu, vice o tomto jevu
v Sikosek et al., 2012), kterd pti jediné kopii genu v genomu nebyla mozna, nebot’ by mohla
vést ke ztraté funkce druhé. Zda doslo u paralogti PsbO k paralelni evoluci, tedy zda jsou rozdily

mezi funkcemi izoforem jednotlivych ¢eledi podobné, dosud neni dostatecné prozkoumané.

6.3.4. Funkéni rozdily izoforem PsbO

Murakami et al. (2005) ve svych experimentech zjiStovali efektivitu produkce kysliku
jednotlivych izoforem pomoci rekombinantnich PsbO1 a PsbO2 z A. thaliana, které navazovali
na PSII ze Spenatu (Spinacia oleracea). Piestoze se ob¢ izoformy vazi na PSII se stejnou
afinitou, je PsbO1 schopny zajistit vyssi aktivitu PSII, tedy vyssi produkci kysliku. Toto zjisténi
odpovida poznatku, ze PSII-vazebné Casti proteinid PsbO1 a PsbO2 jsou silné¢ konzervované a
mezi izoformami se nelisi (Duchoslav & Fischer, 2015).

Podle Lundina et al. (2008) je jednim z funk¢nich rozdili mezi PsbO1 a PsbO2 A.
thaliana GTPazova aktivita. Usuzuji tak ze svych experimenti, ve kterych naméfili riznou
GTPéazovou aktivitu membran obsahujicich PSII z wt a mutantd psbol a psbo2. Milosi
Duchoslavovi se podafilo zméfit, Ze rozdilnou GTPdzovou aktivitu maji 1 pieciSténé, v
bakteriich exprimované izoformy PsbO bramboru (Solanum tuberosum; Duchoslav & Fischer,
v piipravé). Protoze duplikace genu pro PsbO probéhla nezavisle v Celedich Brassicaceae a
Solanaceae (Duchoslav & Fischer 2015), mohla by rozdilnd GTPazova aktivita jednotlivych
izoforem ukazovat na paralelni evoluci izoforem mezi témito ¢eledémi. Funkce GTPazové
aktivity PsbO v ramci fotosyntetického aparatu vSak zatim neni dostate¢né vysvétlena.

Kromé¢ odlisné GTPazové aktivity by se izoformy PsbO mohly liSit také interakci s
ostatnimi proteiny PSII. Byly publikovany nejen interakce s membranovymi podjednotkami
PSII, ale také s ostatnimi vn&jSimi proteiny PSII, tedy PsbP a PsbQ (Su et al., 2017; Wei et al.,
2016).
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6.3.5. Interakéni rozdily izoforem PsbO

Mimo podjednotek PSII byly dale publikovany 1 interakce s dalSimi proteiny. Pomoci
koimunoprecipitace byla zjiSténa potencidlni interakce PsbOl 1 PsbO2 s proteinem CV
(chloroplast vesiculation), ktery je siln€ exprimovan pii senescenci a abiotickém stresu a spousti
degradaci chloroplastii (Songhu Wang & Blumwald, 2014). Interakce CV-PsbO1 byla autory
dale potvrzena pomoci bimolekularni fluorescencni komplementace. Pomoci kvasinkového
dvouhybridniho systému (Y2H, yeast two-hybrid system) byla odhalena interakce PsbO s
proteinem LTO1 (Karamoko et al.,, 2011), ktery pravdépodobné katalyzuje vytvoreni
disulfidického mustku v PsbO (Karamoko et al. 2011). Zd4 se, ze LTO je podstatny pro funkci
PsbO a jeho ztrata in vivo smétuje PsbO k degradaci (Hall et al., 2010). Pomoci Y2H byla dale
odhalena interakce se stromatalnim chaperonem HSP90C (Jiang et al., 2017). Na Spenatu bylo
ukazano, ze PsbO je termostabilni protein, ktery se po teplotni denaturaci sbali zpét do
puvodniho stavu i1 bez pfitomnosti chaperonii (Lydakis-Simantiris et al., 1999) . HSP90C
pravdépodobné chrani PsbO pied degradaci ¢i agregaci ve stromatu, nez dojde k jeho
translokaci do lumen tylakoidu (Jiang et al., 2017). Neddvno byla pomoci koimunoprecipitace
pfi studiu rezistence pSenice viici mykopatogenu Puccinia striiformis (Pst) popsana interakce
PsbO s proteinem WKS1 (Wheat Kinase START1), ktera byla dale ovéfena pomoci Y2H 1
BiFC. Protein WKSI1 je produktem genu Y736 a dospélym rostlindim udé€luje odolnost proti
mnoha kmeniim infekce patogenem Pst (Wang et al., 2019). Podle této studie slouzi fosforylace
PsbO pomoci WKSI k rychlé degradaci PsbO protedzami za ucelem sniZeni rychlosti
fotosyntézy a regulace chlordzy listl, kterd ma byt dilleZita pfi rezistenci vici Pst. Gen Yr36 se
vSak nachazi pouze v rezistentnich odrtidach pSenice, zatimco v ostatnich zcela chybi (Wang et
al. 2019). Popsani této interakce tedy pravdépodobné nepiinese Zadné obecné poznatky o
PsbO.

Popsani proteinovych interakci vSak zatim nepfispélo k vyjasnéni jednotlivych funkci
izoforem ani k uspokojivému objasnéni rozdilu mezi nimi. Dalsi informace o izoforméach PsbO

husenicku pochazi z analyz mutanti v jednotlivych izoformach, ozna¢ovanych psbol a psbo?2.

6.4.Analyzy mutanti A. thaliana v izoformach psbO

6.4.1. Mutant psbol
Mutant psbo (postradajici PsbO1) ma oproti wt (wild type, divoky typ) zna¢né€ odlisny
fenotyp. Vyznacuje se zpomalenym riistem, svétlejSimi listy (niz§im obsahem chlorofylu) a

niz8§imi hodnotami maximdalniho kvantového vytézku PSII (Fv/Fm; Lundin et al., 2007a;
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Murakami et al., 2002; obr. 5). Tyto rostliny maji mensi mnoZzstvi fotosystému II 1 I (Suorsa et
al., 2016) a vyssi pomér fotosystémui I (PSI) ku PSII, ktery zpisobuje vétsi plastochinonovy
pool oproti wt, zvySeni cyklického transportu elektron a rychlejsi indukci nefotochemického
zhaseni (Allahverdiyeva et al., 2009). Tylakoidni membrany izolované z mutantl psbol
vykazuji nizsi produkei kysliku (v porovnani s tylakoidnimi membranami z wt, vztazeno na
mnozstvi chlorofylu; Lundin et al., 2007a). Zaroven se vSak produkce kysliku izolovanymi
superkomplexy PSII-LHCII v pfipadé wt a mutanta psbol za testovanych podminek
signifikantn¢é neliSila (Lundin et al., 2007a). Vysledky z nasi laboratofe ukazuji, ze pfi
dlouhodobé velmi silné ozarenosti se mutanti psbol fenotypove témét nelisi od wt (Duchoslav,

nepublikovano).

6.4.2. Mutant psbho2

Informace ohledné fenotypu mutant psbo2 se v literature lisi. Lundin et al. (2007a)
uvadi pfi hydroponické kultivaci psbo2 mutantii (obr 2.5) pomalejsi rust, vyssi obsah chlorofylu
v listech, vétsi mnozstvi PSII, vyss$i nadchylnost k nadmérné ozarenosti a zastaveni degradace
proteinu D1 pfi nadmérné ozatenosti. Podle nasledné publikace (Allahverdiyeva et al. 2009, na
niz se podilel 1 Lundin s kolegy) se vSak psbo2 mutant od wt vzhledem, vzristem ani rliznymi
sledovanymi parametry PSII nijak neli$i. V publikaci pouze dochazi k zavéru, Ze pfitomnost
izoformy PsbO2 je pfi nadmérnych svételnych podminkach vyhodna pro opravu
poskozovaného komplexu PSII, a¢ to nedokladaji statisticky signifikantnimi vysledky. Suorsa
et al. (2016) pro mutanta psbo2 uvadi drobné zmény ve fosforylaci PSII a LHCII a v mnozstvi
nekterych proteint (snizené mnozstvi PsbP a mirn€ zvySené mnozstvi fosfatazy TAP38/PPH1).
Mutant psbo?2 se v porovnani s wt nelisi v naprosté vétSing sledovanych parametri. Nelisi se v
rychlosti riistu, obsahu chlorofylu a ani b, v mnoZstvi PSI a cyt b6f'a mnozstvi vétSiny proteinli
PSII (detailni vycet v Suorsa et al., 2016). Obdobné jsou i vysledky z nasi laboratote, kdy se
mutant psho2 za raznych testovanych podminek, vcetné nadmérné ozatenosti, ve veétSing
ptipadd nelisi od wt. Pfedbézné vysledky pouze ukazuji, ze projev drobnych fenotypovych

zmén muze byt zavisly na vinové délce svétla (Duchoslav, nepublikovano).

20



wi psbo1  psbo2

Obr. 2.5: Fenotyp mutantll psbO v porovnani s wt pii péstovani hydroponicky v optimalnich
svételnych podminkach (120 umol fotonii/m2/s; pfevzato z Lundin et al., 2007a) pozn.. tento
fenotyp psbo2 nebyl v zadné jiné praci popsan.
6.4.3. SniZeni celkového mnoZzstvi PsbO

Yi et al., (2005) ukazuji, Ze transgenni rostliny 4. thaliana s celkové nizkou expresi
PsbO nemohou rist fotoautotrofné. Pti péstovani téchto rostlin in vitro s ptidanim sacharozy
vSak rostliny rostou a jsou zelené. Snizeni exprese PsbO vede také ke snizeni celkového
mnozstvi ostatnich komponent komplexu PSII (a popisuji taktéZ snizeni mnoZstvi proteinu
PsaB, ktery je soucasti fotosystému I) zatimco svétlosbérné antény LHCII zlstévaji
neovlivnény. Dwyer et al. (2012) potvrzuji, Ze snizeni hladiny obou izoforem PsbO pomoci
RNA interference zpisobuje mnoho zmén. Rostliny exprimujici méné nez 50% celkové hladiny
PsbO rostou v porovnani s wt pomaleji, maji niz8i obsah chlorofylu na jednotku listové plochy
a snizeny kvantovy vytézek (QY, quantum yield). Tyto rostliny se od wt naopak nelisi v obsahu
cytochromu b6f, ATP syntazy a Rubisco. Pfi saturacni ozafenosti se také nelisi v mnozstvi
vyvijeného kysliku (Dwyer et al., 2012). V jejich studii méla RNA interference vétsi efekt na
izoformu PsbO1, nez na PsbO2.

6.4.4. Kompenzace sniZené hladiny PsbO
Ackoli je u mutantil ztrata jedné izoformy Castecné kompenzovana navySenim exprese
druhé izoformy (Lundin et al., 2007b; Murakami et al., 2005; Suorsa et al., 2016), je celkové

mnozstvi PsbO v psbol oproti wt snizené; Lundin et al., (2007b) uvadi sniZeni na 75 %, Suorsa
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et al., (2016) uvadi dokonce snizeni na 17 %. Murakami et al. (2005) uvadi sniZzeni na 40 % u
mladych rostlin a 70 % u dospélych rostlin. Pro mutanta psbo?2 jsou uvadéné hodnoty celkové

hladiny PsbO ve srovnani s wt velmi rozdilné - Suorsa et al. (2016) uvadi 47 %, Lundin et al.

(2007a) pak uvadi 125 %.

6.4.5. Problémy s dostupnymi vysledky

Vysledky dostupnych studii charakterizujicich mutanty psbol a psbo2 je z mnoha
diivodi komplikované interpretovat, a prave proto neni funkéni rozdil mezi izoformami PsbO1
a PsbO?2 stale uspokojivé objasnén. Nejveétsim problémem je nejasnost toho, které fenotypové
projevy jsou skutecné spojeny s nepfitomnosti jedné z izoforem, a které jsou zpisobené
rozdilnou celkovou hladinou PsbO v rostlinach mutantnich v jednotlivych izoformach. Druhy
problém souvisi s existujicimi mutanty, na kterych bylo mnoho praci provedeno (seznam
existujicich mutantii —tab 1.). Analyzy T-DNA inzer¢nich mutantl v nasi laboratoti (Duchoslav
& Fischer, v ptipraveé) ukazaly, Ze absence izoformy PsbO1 u psbol mutanta (SALK 093396)
neni absolutni, a za nékterych podminek se mize tvofit a kumulovat funkéni protein (T-DNA
inzerce je v nekddujici oblasti genu viz tab. 1). Neexistuje tak préce, jejiz vysledky by
pochézely z nezpochybnitelnych knock-out mutantnich linii (pfestoze si to autofi pii
zpracovavani vysledkli nepfipoustéli) a interpretace jejich vysledkii mize byt timto faktem
pomérné vyznamné zatizena. K lepsi interpretaci vysledkl by poslouzilo ziskani mutantnich
linif, které vliibec nemaji celistvy gen pro danou izoformu (napf. vytvofenim delece pomoci
metody CRISPR-Cas9) a zaroveil exprimuji izoformu druhou, a to v takovém mnozstvi, které
se rovna celkové hladné¢ PsbO ve wt. Tyto linie by umoznily spolehliv€jsi rozliSeni mezi
fenotypovymi projevy zplisobenymi absenci jedné izoformy a fenotypovymi projevy

souvisejicimi se zménénym celkovym mnoZzstvim PsbO v rostling.
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6.4.6. Prehled popsanych linii A. thaliana

Tabulka 2.1: Piehled popsanych linii 4. thaliana se snizenou ¢i vyfazenou expresi izoforem

psbO
Autori Ekotyp Mutant psbO1 psbhO2
Murakami et Arabidopsis Bodové mutace psbO1,
al. 2002, thaliana zaména Cza T,
Murakami et Landsberg mutace GIn159 na stop )
al., 2005 erecta kodon
Yi& Arabidopsis Snizeni exprese psbO1 i psbO2 pomoci RNA
McChargue et thaliana interference (indukovana jednim konstruktem proti
al. 2005 Col-0 obéma izoformam) a nasledné vybrani linii s nizkou,
stfedni a vysokou celkovou hladinou PsbO.
Lundin et al. Arabidopsis T-DNA inzeréni mutant T-DNA inzeréni mutant
2007a, thaliana Col-0 | psbol (SALK 093396), psbo2 (SALK 024720),
Lundin et al., inzerce v 5' nepfeklddané | inzerce v koncové casti 3.
2008 oblasti exonu
Dwyer et al. Arabidopsis Snizeni exprese psbO1 1 psbO2 pomoci RNA
2012 thaliana interference a néasledné vybrani linii s expresi PsbO
Col mezi 20 - 60 % oproti celkové hlading wt.
V této praci, Arabidopsis CRISPR-Cas9 CRISPR-Cas9
2020 thaliana mutageneze, 104bp delece | mutageneze, 24bp a 47 bp
Col-8 v tranzitnim peptidu delece v koncové ¢asti

kodujici sekvence PsbO (2

linie)
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7. Materialy a metody

7.1. Modelové organismy a jejich kultivace

7.1.1. Escherichia coli a Agrobacterium tumefaciens

Pti klonovani bylo pouzito bakterii Escherichia coli (E. coli) kmene DHS5a. Pro
transformaci Arabidopsis thaliana (A. thaliana) bylo pouZzito bakterii Agrobacterium
tumefaciens (A. tumefaciens) kmene GV3101. Bakterie byly kultivovany na Petriho miskach s
20-30 ml pevného LB média (sloZeni tab 3.2). E. coli byly kultivovany po dobu 16-20 h ve
37 °C. A. tumefaciens pak po dobu 72 h v 27 °C. Pti potiebé izolace plazmidt byly bakterie
pteneseny do tekuté¢ho LB média, v ptipad¢ 4. tumefaciens do YEB média, a po dobu kultivace
trepany na tfepacce (Elmi, Unimed) rychlosti pfiblizn¢ 250 ot/min. Do médii byla pfidana
ptfislusna selek¢ni antibiotika podle konkrétnich rezistenci obsazenych plazmidi (tabulka
koncentraci antibiotik 3.1). LB plotny s bakteriemi byly po dokonc¢eni kultivace skladovany v
lednici. Prace s bakteriemi byla provadéna steriln€ v laminarnim flowboxu (LaminAir, Heraeus
Instruments). Z nekterych kolonii byly pomoci 50% glycerolu vyrobeny tzv. konzervy (800 ul
suspenze bakterii, 200 pl 50% glycerolu), které byly zmraZeny v tekutém dusiku a skladovany
v -80 °C.

Tab. 3.1: Koncentrace pouzivanych antibiotik

Nazev Konc. zas. Konc. v Priprava
roztoku médiu
Kanamycin 50 mg/ml 50 mg/1 V dest. vodgé, sterilizace filtraci, skladovani
v lednici
Rifampicin 10 mg/ml 100 mg/1 V metanolu, neni nutna sterilizace,

skladovani v —20°C

Gentamycin 50 mg/ml 50 mg/1 V dest. vodgé, sterilizace filtraci, skladovani
v —20°C

Tetracyklin 5 mg/ml 5 mg/l V 96% EtOH, skladovéni v —20°C, ve tmé,
chelatovan Mg2+
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Hygromycin 25 mg/ml 25 mg/l V dest. vodg, sterilizace filtraci, skladovani
v -20°C
Klaforan 100 mg/ml 100 mg/l | V dest. vodé¢, skladovani v —20°C

Tab. 3.2: Slozeni bakterialnich kultivaénich médii

LB (1000 ml)

10 g pepton + 5 g yeast extract + 10 g NaCl + 17,5 g agar; doplnit
dH20 do 1000 ml *do tekutého média se nepiida agar

YEB kompletni 5 g pepton + 0,5 g yeast extract + 2,5 g sachar6za; doplnit dH20 do
(500 ml) 450 ml + 50 ml MgSO4

MgS0O4 1 g MgSO04, doplnit dH20 do 200 ml

(200 ml)

Soli recovery

0,58 g NaCl + 0,19 g KCI1 + 2,03 g MgCl2:6H20; doplnit dH20 do

(100 ml) 100 ml

YEB recovery 0,9 ml YEB kompletni + 0,1 ml soli recovery

(1 ml)

SOC (50 ml) 1 g pepton + 0,25 g yeast extract + 0,18 g glukéza + 0,03 g NaCl +

0,009 g KCI + 0,1 g MgCl2:6H20 + 0,12 g MgSO4-7H20; doplnit
dH20 do 50 ml

Vsechna média krom¢ SOC byla sterilizovana kldvovanim (SterileMaxTM, Harvey;

121 °C, 20 min). SOC medium bylo sterilizovéano filtrovanim (0,22pm, Nalgene).

7.1.2. Arabidopsis thaliana

Ex vitro kultivace A. thaliana (Col-8, N60000) probihala na raselinovych peletach o

priaméru 41 mm (Jiffy Products Internationals AS) na kratkém (8 h svétlo, 16 h tma) ¢i dlouhém

(16 h svétlo, 8 h tma) dni podle konkrétni potieby experimentd, pfi intenzit¢ osvétleni 110

umol/m2/s, teploté 23 °C ve dne a 18 °C v noci a vlhkosti 60 %. Mutanti v genu psbO1 byly

zpravidla péstovani na kratkém dni (na dlouhém dni sice dfive kvetou, ale tvofi velmi mélo

biomasy). Automatické zélivka probihala jednou za 4 dny vodou s hnojivem (0,3 g/l Kristalon




Start AGRO CS - kratky den, 0,3 g/l Kristalon Plod a kvét - dlouhy den). Podle potieby byly
rostliny oSetfovany proti Skiidctim. Seminka byla pfed vysetim vzdy namocena a alespon dva
dny stratifikovana v chladu (4 °C). Po sklizeni byla semena vzdy alespofi na dva dny uloZena
do -20 °C, aby se omezil ptenos ptipadnych skidct do dalsi generace.

In vitro kultivace probihala na ¢tvercovych Petriho miskach obsahujicich 50 - 60 ml 2
MS media (sloZeni tab. 3.3) s ptisluSnymi antibiotiky v podminkach dlouhého dne. Semena
vysévana in vitro byla bud’ sterilizovana v uzaviené nadobé plynnym chlorem (vytvoreny
smichanim 50 ml Sava (Unilever) a 1,5 ml HCIl) po dobu 3,5 hodin nebo promyvanim 96%
ethanolem po dobu jedné minuty, 50% Savem po dobu 10 minut a ndslednym promytim dH20
(4 - 5 krat). Zputsob sterilizace vzdy zavisel na poctu sterilizovanych semen (vétsi mnozstvi
semen bylo sterilizovano plynnym chlorem). Semena byla vysévana steriln€ v laminarnim
flowboxu (LaminAir, Heraeus Instruments) bud’ “na mokro”- tedy po jednom, s pfidanou dH20
a pomoci mikropipety, nebo “na sucho”. Vysev “na sucho” byl pouzivan pii selekci
transformovanych rostlin a byl provadén poklepem na bok mikrozkumavky. Po vyseti byly
plotny umistény na 72 hodin do 4 °C ke stratifikaci. Pfiblizné po deseti dnech kultivace v
kultiva¢ni mistnosti byly rostliny bud’ piesazeny do raselinovych pelet a dopéstovany ex vitro,

nebo byly finalné€ vyhodnocovany v ramci ptislusnych experimenti.

Tab. 3.3: Slozeni /2 MS media pro kultivaci 4. thaliana in vitro

%2 MS (1000 | 2,16 g MS soli (Sigma) + 10 g sachardza (Penta) + 8 g agar (Penta); pH 5,8
ml) (Gprava pH pomoci 1M KOH)

7.2.Plazmidy

7.2.1. pGreen, pSoup
Plazmid pGreen (obr 3.1) je pouzivany jako vektor pii transformaci rostlin A.
tumefaciens. Plazmid pGreen 0029 obsahuje gen pro kanamycinovou rezistenci na selekci v
bakteriich a gen pro hygromycinovou pro selekci transformovanych rostlin. Aby se pGreen
mohl replikovat v A. tumefaciens, potfebuje pomocny plazmid pSoup, ktery nese rezistenci na
tetracyklin. pGreen obsahuje levou a pravou hrani¢ni oblast, mezi kterou jsou vkladany
pfislu$né transgeny. Plazmid pGreen byl pouZit pro vytvotreni konstrukti ke komplementacim

psbolcr a psbo2cr a k vytvoreni linii psbolisoL a psboZ2isoL .
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Obr 3.1: Mapa plazmidi pGreen 0029

7.2.2. pCBC-DT1T2, pHSE401

pCBC-DTI1T2 (obr. 3.2) je synteticky vektorovy plazmid, s jehoZ pomoci byl pomoci
navrzenych primert obsahujici sekvence obou gRNA a scaffold sekvenci nasedajicich na mista
v pomocném plazmidu pfipraven fragment obsahujici restrikéni misto Bsal spolu se dvéma
gRNA. Diky restrikénim mistim Bsal mtize byt produkt amplifikace v nasledné Golden Gate
ligaci Stépen a nasledné zanesen do cilového vektoru pHSE401 (postup + vektory pievzaty z
Xing et al., 2014).
pHSE401 (obr 3.3) je synteticky vektorovy plazmid nesouci sekvenci pro Cas9 pod
promotorem 35S, gen pro hygromycinovou rezistenci pro selekci rostlin a gen pro

kanamycinovou rezistenci pro selekci v bakteriich. Do tohoto vektoru byl pomoci Golden Gate

ligace vlozen fragment nesouci dvé gRNA amplifikované v predchozim kroku.
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7.2.3. pDrive

pDrive (obr. 3.4) plasmid je maly kratky vektorovy plasmid (3851 bp) dodavany v
linearni formé s pfesahem jednoho U na obou 3' koncich, které slouzi k navazani na ptesahujici
A na 5' koncich PCR produktti vytvofenych specifickymi polymerazami. pDrive obsahuje
nékolik unikatnich restrikénich sekvenci, které umozuji rychlé a jednoduché zaklonovani
rekombinantnich genti. Vektor nese rezistenci na ampicilin a kanamycin.

V plazmidu pDrive (obr. 3.4) byly uloZeny geny psbOI, psbO2, sekvence pro jejich

promotory a také obé izoformy psbO z bramboru. Tyto konstrukty vytvofil v rdmci své prace

Vaclav Svoboda.

pDrive Cloning Vector
3.85kb

Obr. 3.4: Mapa vektorového plazmidu pDrive (Qiagen)
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7.3.Prace s DNA

7.3.1. Izolace plazmidi
K izolaci plazmidi byl pouzit High Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid). Po izolaci
plazmidl byla vZdy zméfena koncentrace DNA pomoci mikroobjemového spektrofotometru
(Nanodrop 2000, Thermo Scientific). Pfitomnost daného plazmidu byla u konstrukti uréenych
ke komplementacim ovéfena restrikénim Stépenim (kapitola 3.3.3). Z divodu slozitéjSiho
klonovéni plazmidi pro CRISPR-Cas9 mutagenezi bylo spravné sestaveni téchto konstrukti

overeno sekvenaci (kapitola 3.3.5.).

7.3.2. Izolace rostlinné DNA

Rostlinnda DNA byla izolovana z 1-2 malych listki husenicku. Spolu s400 pl
extrakéniho pufru (slozeni tab. 3.4), 400 ul chloroformu a dvéma ocelovymi kulickami se listy
zhomogenizuji v mlynku (Retsch, typ MM301) po dobu 5 minut rychlosti 25 kmith za
sekundu. Smés se poté zcentrifuguje po dobu 3 minut rychlosti 13 000 RPM (centrifuga
Biofuge 13 Heraeus; r = 7,3 cm). Do nové mikrozkumavky bylo odebrano 330 ml horni (vodné)
faze a ptidano 330 pl izopropanolu, dobfe promichdno a po dvou minutich stani byl obsah
znovu centrifugovan po dobu 5 minut. Byla odsana veSkera tekutina a mikrozkumavky se

nechaly na vzduchu vysusit. Sediment DNA usazeny na dné¢ mikrozkumavky byl rozpustén v

100 pul 2mM TRIS o pH 8.5.

Tab 3.4.: SloZeni extrakéniho pufru pro izolaci DNA

Latka Tris-HCI (pH 7.5) NaCl EDTA SDS

Koncentrace 200 mM 250 mM 25 mM 0,5 %

7.3.3. Restrik¢ni Stépeni
Pro restrik¢ni Sté€peni byly pouzivany restrik¢ni enzymy (NEB). Pouzit¢ mnozstvi
jednotlivych enzymi je zavislé na poctu restrikénich mist ve Stépeném plazmidu a na jeho
mnozstvi. Dale je zavislé na aktivité¢ enzymu, ktera se urcuje podle mnozstvi enzymu potirebném
k uplnému naStépeni faga lambda. Pokyny ke konkrétnim enzymim jsou dostupné na

webovych strankach firmy NEB. Mnozstvi DNA vkladané do reakce zalezelo na potfebném
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mnozstvi vyslednych fragmentli a pohybovalo se od 150 - 800 ng. Nastépené fragmenty byly
rozdeleny pomoci agar6zové elektroforézy (kapitola 3.3.7.). Ptiklad restrikéni smési je uveden

v tabulce 3.5. Tato reakce béZela 120 min ve 37 °C.

Tab 3.5: Ukazka reakéni smési pro restrikci

DNA pufr Cut Smart restriktaza Xmal dH20 Celkem

5 ul (720ng) 3ul 0,5 ul 21,5 ul 30 ul

7.3.4. Ligace

3.3.4.1. ,,Klasicka“ ligace

“Klasicka” ligace byla pouzita pii klonovani jednotlivych slozek konstruktu do
plasmidu pGreen. V ligacni smési byly pouZzity T4 ligaza, T4 ligacni puft, izolovany fragment
uréeny k ligaci a rozstépeny vektorovy plasmid pGreen (stechiometricky pomér vektoru a
fragmentu byl 1:7; schéma ligace viz kap. o pfipravé konstrukt) a dH20O. Priklad liga¢ni smési
jeuveden v tabulce 3.6. Tato liga¢ni reakce bézela 3 h v 15 °C s naslednou inaktivaci ligazy po

dobu 15 min v 65 °C.

Tab. 3.6.: Priklad liga¢ni smési

Fragment (3 ng/ul) | Vektor (8 ng/ul) [ T4 ligdza | T4 pufr [ dH20 | Celkovy objem

1,8 ul 0,6 ul 0,2 ul lul 6,4l 10 ul

3.3.4.2. Golden Gate ligace
Pti Golden Gate ligaci dochazi v ramci jedné reakce ke Stépeni ligovaného fragmentu
restrikénim enzymem a jeho nasledné ligaci do cilového vektoru. Tato reakce byla pouzita k
zaklonovani dvou gRNA do vektoru pHSE401 (kap. X). Pouzitd liga¢ni smés je uvedena v
tabulce 3.7. Reakce bézela 5 h v 37 °C, 5 min v 50 °C a 10 min v 80 °C.
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Tab. 3.7: Ligacni smés Golden Gate ligace pro klonovani gRNA do vektoru pHSE401

PCR fragment pHSE401 10x 10x enzym | T4 DNA | dH20 | celkovy
(100 ng/ul) templatovy T4 BSA Bsal ligdza objem
vektor pufr pufr
(100 ng/pl)
2ul 2ul LSul | L5ul 1l Il 6 ul 15 ul

3.3.4.3. Odsoleni liga¢ni smési
Po ligaci je nutné provést odsoleni ligacni smési. Odsoleni probihéd v odsolovaci

kolonce (vyroba kolonky tab. 8.8) ve 4 °C po dobu 90 minut.

Tab. 8.8.: SloZeni a vyroba odsolovaci kolonky

agaroza | 0,500 g Postup: Roztok se rozvati, rozpipetuje

do 1,5ml mikrozkumavek a necha se

luké 0,900 i
glukoza g ztuhnout v chladu spolu s pipetovaci

dH20 | doplnit do celkové hmotnosti 50g Spickou, ktera vytvoti jamku.

7.3.5. Sekvenace
Sekvenace DNA byla provadéna ze vzorkti PCR reakéni smési po provedeni PCR.
Pritomnost DNA v téchto vzorcich byla ovéfena vizualizaci ¢asti smési na elektroforetickém
gelu. Zbyld smés byla preciSténa od polymerazy a nasledné pfipravena k sekvenaci podle

pozadavka servisni sekvenacni laboratote Ptirodovédecké fakulty UK (tab. 3.9).

Tab. 3.9: Postup ptipravy vzorki k sekvenaci

Precisténi PCR smési 5 Wl PCR smési + 0,66 ul Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP)
+ 0,12 pl Exonuclease I + 4,22 ul dH20; na 30 minut do 37 °C,

nasledné na 10 minut do 80 °C

Vzorek na sekvenaci 4 ul precisténé smesi + 0,5 pl primer + 3,5 pl miliQ dH20
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7.3.6. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Smési pro PCR reakce byly ptipravovany na ledové lazni, mikrozkumavky byly
chlazeny na vymrazovacim blo¢ku. PCR smés vzdy obsahovala 1 pl templatové DNA (izolace
DNA viz kapitolka) nebo malé mnozstvi bakterii setfené paratkem, DreamTaq reak¢ni pufr
(Thermo Fischer Scientific), DreamTaq polymerazu (5u/ul; Thermo Fischer Scientific), miliQ
dH20, nukleotidy (10mM) a primery (10uM). Pozdéji v praci byl pouzivan MasterMix (Thermo
Fischer Scientific), ktery obsahoval reakéni pufr, polymerazu a nukleotidy v jednom roztoku.
V takové reakci tvotil MasterMix vzdy polovinu objemu. Pii ptipraveé konstruktt pro CRISPR-
Cas9 mutagenezi byly pifi amplifikaci ¢asti vektort pouzity Q5 reakéni pufr (NEB), QS5
polymeraza (NEB) a Q5 high GC Enhancer (NEB). Smési byly vzdy pfipraveny jako premix a
nasledné rozpipetovany k jednotlivym vzorkiim. Celkovy objem PCR smési byl 10 pl/vzorek,
u konstruktd pro CRISPR-Cas9 mutagenezi byl objem 20 pl/vzorek.

Pocatecni denaturace pii 94 °C probihala obvykle 3 minuty. Pocatecni denaturace v
kazdém dal$im cyklu trva 20-30 s, primery nasedaji v zavislosti na reakci 20 - 45 s pfi teploté
piiblizné o 5 °C nizsi nez je jejich teplota tani. Rychlost polymerace DreamTaq 1 QS5
polymeréazy je 1000 bazi/min a probihé pii 72 °C. Konkrétni PCR program se tedy vzdy lisil
podle konkrétni reakce podle pouzitych primerti a délky vyslednych produkti. PCR byla
provadéna v teplotnim cycleru (TI00TM Thermal Cycler, Bio Rad nebo PTC-200 Peltier
Thermal Cycler, MJ Research) na zpravidla 30-35 cykla.

3.3.6.1. Seznam pouZzivanych primeru
Tab 3.10: Seznam pouzivanych primert. Cervené - adaptorové sekvence; modie - sekvence

pro restrikéni enzym Bsal; zelen¢ - sekvence gRNA

Nazev primeru Sekvence primeru Pouziti primeru
PsbOI_genot CRISPR Fw GCT CCT TCT CGC GGA
AGT TC Detekce delece v
genu psbO1 pii
PsbOI _genot CRISPR_Rv ATT GGT TTA GGT GTT CRISPR-Cas9
CTCAAGTGC mutagenezi.
PsbOII_genot CRISPR_Fw GGT TTT TCT TCA ATC
ACT TAG TTC AAT CTC Detekce delece v
AG genu psbO?2 pii
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PsbOII_genot CRISPR_Rv

TGT TCT TGA CGT TTT

CRISPR-Cas9

CCT TGG GAT AGC mutagenezi.
Cas9F CTC GAC TCA CGG ATG Detekce kazety
AAC ACT AA Cas9 v genomu
Cas-P R AAAA TCT GCT CAA TGA | mutanti psbolcr
TCT CGT CGA a psbo2cr.
PsbO1_prom_At F Sacl GAG CTC AGG TCT GCG
ATT CAC ACG AAG
PsbO2_prom_ At F Sacl GAG CTC GGT TCT CTG
ATC CTG CTA CTG Ovéteni spravné
PsbO1_At R Sall GTC GAC CCG TAA GGT orientace
TAA AAT CGG TAC TG ligovanych
PsbO2_At_R_Sall GTC GAC GAA TCA CTC fragmenti pfi
AAT CTG ACC GTA CC tvorbé
PsbO1_St R Sall GT CGA CGC TTG TCC konstruktu,
AAA TTG GGT CAC AG
PsbO2_St R_Sall GT CGA CAG AGT CTA
GGC AAT ATA GAT TGC
DT1_BsF_AT5G66570 PsbOI ATA TAT GGT CTC GAT
TGA GCC CAA AAG ATT
TGC CGA GTT Namnozeni
DT1_F0 AT5G66570 PsbOI TGA GCC CAA AAG ATT fragmentd pii
TGC CGA GTT TTA GAG | tvorb¢ konstruktd
CTA GAA ATA GC pro CRISPR-

DT2_ R0 AT5G66570_PsbOI

AAC GTA AAT GCT CCG
ACG CTG TCA ATCTCT
TAG TCG ACT CTA C

DT2_BsR AT5G66570_PsbOI

ATT ATT GGT CTC GAA
ACG TAA ATG CTC CGA
CGC TGT CAA

Cas9 mutagenezi
+ ovéfeni
pfitomnosti
plazmidi

v bakteriich.
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DT1_BsF_ AT3G50820_PsbOII

ATT ATT GGT CTC GAT
TGG GAA ACC CGA AAG
CTT CAG GTT

DT1_F0_ AT3G50820_PsbOII

TGG GAA ACC CGA AAG
CTT CAG GTT TTA GAG
CTA GAA ATA GC

DT2_RO_ AT3G50820_PsbOII

AAC CCG GCA GGC AAA
GCC ACT GCA ATCTCT
TAGTCG ACT CTA C

DT2_BsR_ AT3G50820 PsbOII

ATT ATT GGT CTC GAA
ACC CGG CAG GCA AAG
CCA CTG CAA

U6-29p-R

AGC CCT CTT CTT TCG
ATC CATCAAC

NamnoZeni
fragmentt pfi
tvorbé konstruktt
pro CRISPR-
Cas9 mutagenezi
+ ovéfeni
pfitomnosti
plazmidi

v bakteriich.

7.3.7. Agarézova gelova elektroforéza fragmenti DNA

Pti elektroforéze bylo pouzivano 1,2% agar6zovych geli. Na 100 ml tohoto gelu
pfipadne 1,2 g agaru, 100 ml TAE roztoku (z&sobni roztok 50x TAE: 242 g Tris + 57,1 ml
ledové kys. octové + 100 m1 0,5M EDTA pH 8,0) a 10 ul GelRed (Biotium; fluorescen¢ni barva

vazici se na DNA). Pfi genotypovani rostlin na delece pti CRISPR-Cas9 mutagenezi bylo

pouzito hustSiho gelu (2% agardza) z divodu potieby piesnéjSiho rozliSeni rozdilu mezi

kratkymi useky DNA. Na 100 ml 0,5x TAE pak pfipadlo 2 g agarézy a 10 pl GelRed. Pro

zobrazeni obarvené DNA pod UV zatfenim byl pouZzivan ptistroj G-Box (Syngene).

7.3.8. Izolace DNA z elektroforetického gelu
Pro izolaci DNA z elektroforetického gelu byl nejprve pod UV lampou vyfiznut dany

fragment. DNA byla z gelu nasledn¢ izolovana pomoci Monarch DNA Gel Extraction kitu

(NEB).
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7.4.Prace s proteiny

7.4.1. Izolace proteini

Izolace proteint prob¢hla podle Martinez-Garcia et al. (1999) s Gpravami. Ke vzorku
ziskanému lyofilizaci 100 mg listd bylo pfidano 100 pl pufru E (slozZeni tab. 3.11) a dvé kovové
kuli¢ky. Vzorek byl rozmélnén v kulovém mlynku Retsch MM301 (5 min, 25 Hz). Poté bylo
pfiddino 900 pl pufru E a vzorek byl opét stejnym zplsobem rozmélnén a nasledné
centrifugovan (10 min, 18 000 g). Supernatant byl pfenesen do novych mikrozkumavek. Pro
ucel vypocitani koncentrace izolovanych vzorki bylo odebrano 2 krat 5 pl, které byly doplnény
dH20 do 25 pl. Ke zbytku supernatantu byl ptidan pufr Z (tab. 3.11) v mnozstvi 1/10 objemu
vzorku. Koncentrace proteinii byla méfena pomoci kitu DC Protein Assay (Bio-Rad). Pro

standardni kiivku byl pouzit protein BSA.

Tab 3.11: SloZeni pufrt pro izolaci proteina

Pufr E | 0,5 ml 2M Tris-HCl pH 6,8; 0,8 ml 10% SDS; 1,6 ml 50% glycerol; 76,04 mg
Na2S20s; doplnit dH20 do 8 ml

Pufr Z | 62,5 pl 2M Tris-HCI pH 6,8; 120 mg SDS; 200 pul 50% glycerol; 220 pl 100%
merkaptoetanol; 10 pl 0,1% bromofenolova modi; doplnit dH20 do 1 ml

7.4.2. Priprava gelu pro SDS-PAGE

Jednotlivé slozky pro ptipravu déliciho gelu (16 %, tab 3.12) byly smichany a tato smés
byla nalita do peclivé sestavené vertikalni vanicky (GE Healthcare Life Sciences; tloustka 0,75
mm; délka 7 cm). Na smés byl nalit 1 ml dH20 pro omezeni ptistupu vzduchu a smés byla
ponechana 30 minut na zatuhnuti. Poté byla z gelu odstranéna vrstva vody a horni vrstva byla
omyta vodou. Déle byly smichany slozky pro zaostfovaci gel (tab 3.12), ktery byl nalit na
zatuhly délici gel. Do této vrstvy byl umistén hieben na vytvotfeni jamek a ponechan 20 minut
na zatuhnuti. Pokud bylo nutné gely skladovat, byly zabaleny do mikrotenové folie a ponechany

v lednici pii 4 °C.
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Tab. 3.12.: SloZeni elektroforetického gelu pro SDS-PAGE elektroforézu

Délici gel 6,4 ml 30% akrylamid; 0,5M Tris (pH 6,8); 2,45 ml H20;4,32 g mocoviny;
10% SDS; 15 pl 40% amoniumpersulfat; 4 ul TEMED

Zaostiovaci | 700 pl 30% akrylamid; 1250 ul 0,5M Tris (pH 6,8), 3 ml H20; 50 ul 10%
gel SDS; 10 pl 40% amoniumpersulfat; 2,5 ul TEMED

7.43. SDS-PAGE
K rozdéleni proteinii byla pouzita vertikalni elektroforéza zespoda i zdola zalitd
elektroforetickym pufrem (sloZeni tab. 3.12), jimZ byly pomoci 1ml pipety promyty jednotlivé
jamky. Pro putovani vzorki zaostfovacim gelem bylo pouzito napéti 50 V, po prechodu vzorka

do déliciho gelu bylo napéti zvysSeno na 150 V. Elektroforéza typicky bézela 2 - 3 hodiny.

Tab 3.12: SloZeni elektroforetick¢ho pufru pro SDS-PAGE elektroforézu

Elektroforeticky pufr | 25 mM Tris, 250 mM glycin, 0,1 % SDS

7.4.4. Imunoblotovani (Western blot)

Do blotatoru byly vloZeny tfi tlusté filtraéni papiry ve velikosti gelu, které byly
namoceny do transferového pufru (sloZeni tab 3.13). Na né byla poloZena nitrocelulézova
membrana, na ni gel s proteiny a na n¢j dalsi tfi filtrani papiry nasaklé v transferovém pufru.
K pteblotovani byl pouZit zdroj o nastaveni 300 V, 300 mA, 10 W. Délka blotovani se odvijela
od poctu membran (zpravidla 1 h na jednu membranu). Po skonceni byla membrana

skladovana usuSena.

Tab. 3.13: SloZeni transferového pufru

Transferovy pufr | 14,4 g glycinu; 12,1 g Tris; 200 ml MetOH; doplnit dH20 do 11

7.4.5. Imunodetekce
Membrana byla blokovana v TBS pufru (sloZeni tab 3.14) se 4% mlékem po dobu 1 h.

Poté byla po dobu 1 h inkubovana s primarni protilatkou proti konkrétni izoformé (rozpusténa
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v TBS pufru s 0,5% mlékem, fedéni 1:2000). Byly pouZit protilatky od firmy Agrisera (Vinnis,
Svédsko), konkrétné anti-PsbO1 (AS14 2824) a anti-PsbO2 (AS14 2825). Nésledné byla 3x 10
min promyta pufrem TBS-T (TBS + 0,1% TWEEN) a byla ptidana sekundarni protilatka (4 ml
TBS pufr s 0,5 % mlékem + 0,8 ul protilatky Goat anti-Rabbit IgG, Enzo Life Sciences) a
inkubovédna 1 h. Nésledovalo promyti TBS-T pufrem (3x 10 min) a vyvinuti pomoci ECL

systému.

Tab 3.14: Slozeni TBS pufru

TBS pufr | 20 mM Tris-HCI; 150 mM NaCl; pH 7,4

7.4.6. ECL systém
Podle navodu byl smichan substrat na aktivaci luminescence proteinli na membrang
(Pierce ECL Western Blotting) a do n¢j byla namocena membrana s proteiny. Takto aktivovana
membrana byla vlozena do prihledné folie a na ni byl umistén film, ktery byl vyvolan po rizné

dlouhych expozicich vzdy podle potieby (zpravidla 10 s, 30 s, 2 min, 10 min a 30 min).

7.5. Transformace modelovych organismi

7.5.1. Priprava elektrokompetentnich bakterii E. coli

E. coli (kmen DH5a) byly rozockovany na tuhé plotny s LB médiem a ve 37 °C byly
kultivovany do druhého dne. Samostatné kolonie byly zaockovany do 50 ml tekuté¢ho LB média
ve sterilnich erlenkach a 16-20 h kultivovany na tiepacce (160 ot./min) ve 37 °C. Tteti den bylo
10 ml suspenze zaoCkovano do vétsich Erlenmeyerovych banck s 400 ml tekutého LB média a
byla zméfena opticka denzita na spektrofotometru, kterd by méla dosahovat kolem 0,08.
Bakterie byly dale kultivovany, dokud nedosahly hodnotu optické denzity 0,4 pii 600 nm.
Sklizeni takto narostlych bakterii probihalo pfinizké teploté (na ledu, chlazena centrifuga atd.).
Bakterialni roztok se centrifuguje po dobu 10 minut (4000 RPM; 4 °C; r = 7,3 cm). Supernatant
byl slit a bakterie resuspendovany v destilované vodé¢. Bakteridlni roztok byl znovu stejnym
zpusobem centrifugovan a sediment nasledn¢ resuspendovan ve sterilnim vychlazeném 10%
glycerolu. Tento roztok byl opét zcentrifugovan a velmi peclivé pomoci sterilni $picky napojené
na vyvévu byl odsan supernatant. Bakterie byly finalné resuspendovany v 800 pl sterilniho
vychlazeného GYT média (sloZeni tab 3.15) a byla zkontrolovéna optickd denzita suspenze

(0,4). Suspenze byla rozpipetovana po 40 pl do sterilnich mikrozkumavek a zamrazena
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v kapalném dusiku. Takto pfipravené elektrokompetentni bakterie byly déale skladovany v -80
°C.
Tab. 3.15: Slozeni GYT media

glycerol (100%) | yeast extract | pepton dH20 sterilizace

1 ml 0,0125g | 0,25 g | doplnit do 10 ml | pfes filtr (0,22 um, Nalgene)

7.5.2. Priprava elektrokompetentnich bakterii A. tumefaciens

Bakterie 4. tumefaciens (kmen GV3101) byly roz¢arkovany na pevné LB médium
obsahujici rifampicin (25 mg/l), gentamycin (40 mg/l) a tetracyklin 2 mg/l) a kultivovany tfi
dny pii 28 °C. Ttreti den byly 2 samostatné¢ kolonie zaockovany do 10 ml YEB media s
antibiotiky a kultivovany po dobu 16-20 h za stalého tiepani (160 ot/min) pii 28 °C. Nasledujici
den byly bakterialni suspenze pteneseny do 200 ml YEB media s antibiotiky a kultivovany,
dokud nedoséhly hodnotu optické denzity 0,6 pii vinové délce 600 nm. Suspenze byla
zchlazena na ledové lazni a pienesena do zkumavek, aby mohla byt zcentrifugovana (4000
RPM; 10 minut; 4 °C; r = 7,3 cm). Supernatant byl slit, sediment resuspendovan ve sterilni
dH20 a opét stejnym zpusobem centrifugovan. Nasledné byl sediment resuspendovéan v 10%
glycerolu a opét centrifugovan. Peclivé, sterilni Spickou napojenou na vyvévu, byl odsat
supernatant. Sediment byl naposledy resuspendovan v 1 ml sterilniho 10% glycerolu a
rozpipetovan po 100 pl do 1,5ml sterilnich mikrozkumavek, zamrazen v kapalném dusiku a

nasledné€ skladovan v -80 °C.

7.5.3. Transformace bakterii

K elektrokompetentnim bunkédm rozmrazenym na ledu byl piidan 1 pl plasmidové DNA
a do této smési umisténé v elektroporacni kyveté byl dodan vyboj o napéti 2000 V (4.
tumefaciens) nebo 2500 V (E. coli). Ihned po impulsu (elektroporator Eppendorf) byl ptidan 1
ml regenera¢niho media YEB recovery (4. tumefaciens) nebo SOC (E. coli), ve kterém byly
bakterie pfi tiepani kultivovany - v ptipadé 4. tumefaciens po dobu 3 h v 28 °C, v ptipad¢ E.
coli po dobu 1 h v 37 °C. Nésledn¢ byly bakterie vysety na agarovou LB plotnu s pfislusnymi
antibiotiky a v piipad¢ E. coli kultivovany do druhého dne v 37 °C, v ptipadé A. tumefaciens
po dobu tii dnti v 28 °C. Po této dobé byly vybrané narostlé kolonie testovany pomoci PCR na
pritomnost ptisluSnych plazmida, které byly nésledné izolovany a pouzity k navazujicim

experimentiim, nebo uloZeny do - 80 °C pro pozd¢jsi pouziti.
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7.5.4. Transformace A. thaliana pomoci metody floral dip

K transformaci A4. thaliana bylo vzdy pouzito metody floral dip (podle postupu Clough
& Bent, 1998). A. tumefaciens nesouci ptislusny plasmid byly prvni den zaockovany do 50 ml
tekut¢tho LB media s pfisluSnymi antibiotiky a kultivovany do druhého dne (viz kapitola
kultivace A.t), kdy byla suspenze po dobu 20 minut centrifugovana (5 000 RPM, 50ml
zkumavky, r=7,2 cm, 4 °C ). Po odliti supernatantu byl do koupaci nadoby ptipraven roztok
narostlych bakterii resuspendovanych v 5% roztoku sacharozy, do které bylo pfidano 50-60 pl
smacedla (Silwet). Z rostlin, které byly urcené k transformaci (4 - 5 tydnu staré 4. thaliana),
byly ostfihany vSechny oteviené kvéty a SeSule, a po dobu cca 5 s se nadzemni ¢asti namacely
do ptipravené suspenze. Po transformaci byly rostliny zabaleny do mikrotenového sacku (zajisti
vysokou vzdusnou vlhkost) a do nasledujiciho dne se umistény do tmy. Pro vyss§i u€innost

transformace byl cely postup po tydnu zopakovan.

7.6. CRISPR-Cas9 mutageneze pshOl1 a psbO2

7.6.1.  Priprava konstrukti

Byly sestaveny dva konstrukty pro pfipravu knock-out mutantnich linii psbolcr a
psbo2cr pomoci metody CRISPR-Cas9. Kazdy konstrukt obsahoval dvé gRNA proti pfislusné
izoformé psbO (tab. 3.16; obr. 3.5), gen pro Cas9 pod promotorem 35S a dvé rezistence na
antibiotika — na kanamycin pro selekci v bakteriich a na hygromycin pro selekci rostlin. gRNA
proti psbO1 cili do sekvence kddujici tranzitni peptid a jsou umistény 58 bp od sebe. gRNA
proti psbO2 cili do koncové Casti kddujici sekvence a jsou umistény 82 bp od sebe. Vsechny
gRNA navrhla stfedoSkolska studentka Tereza Miillerovéa s pomoci doktorské studentky Adély
Ptibylové.

Tab 3.16: Sekvence pouzitych gRNA proti pfisluSnym izoformam:

gRNA psbOI (1) | GAG CCC AAA AGA TTT GCC GA
gRNA psbOI (2) | TGT CGC AGC CTC GTA AAT GC

gRNA psb02 (1) | GGG AAA CCC GAA AGC TTC AG
gRNA psbO2 (2) | CGT CAC CGA AAC GGA CGG CC
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Obr. 3.1.: Znazornéni cilového mista gRNA proti jednotlivym izoformam. EX — exon, INTR

— intron.

Pomoci PCR byly amplifikovany useky psbO1 apsbO2, které byly vybrany jako gRNA.
Produkty PCR byly poté izolovany z elektroforetického gelu a néasledné pomoci Golden Gate
ligace vlozeny do templatového vektoru pHSE401. Ligovany produkt byl pienesen do
odsolovaci kolonky a nasledné¢ elektroporovan do E. coli, které byly dale standardnim zptsoben
kultivovany na pevném LB mediu. Celkem 45 z narostlych kolonii bylo pomoci PCR
otestovano na ptitomnost vlozenych vektorti a z péti pozitivné testovanych byly izolovany
plazmidy. Koncentrace plazmidi byla zméfena na mikroobjemovém spektrofotometru
(Nanodrop). Spravnost sestavenych konstruktii byla ovéfena GATC sekvenaci (servisni

sekvenace v sekvenacni laboratoti PF UK).

7.6.2.  Priprava mutantnich linii psbolcr a psbo2cr
Rostliny 4. thaliana byly transformovany pomoci A. tumefaciens nesoucim ptislusny
plazmid proti psbO1 nebo psbO2. Po vyseti sklizenych semen na antibiotikovou selekci byly
vybrany rezistentni rostliny, které byly dale genotypovany na piipadné delece. U obou izoforem
byly vybrany dvé heterozygotni linie, které byly nalezeny v T1 generaci. Linie mutantni v

psbO2 se ve svém fenotypu nijak vyrazné neliSily od wt. Mutantni alely byly sekvenovéany a u
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obou deleci bylo potvrzeno posunuti ¢teciho ramce a vzniku pred€asného stop kodonu. U prvni
linie, psbo2/7, je delece na dvou mistech - 8 bp a 16 bp. U druhé, psbo2/101, je jedina delece
dlouhd 47 bp. Pro tcely dalSich experimentl jsme déle hledali linie bez Cas9. Homozygotni
mutanty psho?2 linie 101 bez Cas9 v genomu jsme pojmenovali psbo2cr a pouzivame je k dalSim
experimentim.

Mutantni linie psbo1/40 vykazovala zménu ve fenotypovém projevu (pomalejsi rust,
svétlejsi listy; obr 5.1). U druhé linie psbol/73 zadna z mutantnich rostlin zménu ve fenotypu
oproti wt nevykazovala. Ob&€ mutantni alely byly sekvenovany a u psbo1/40 byla identifikovana
delece 104 bp s posunutim ¢teciho rdmce a vznikem pied¢asného stop kodonu. Pro psbol/73
byla delece 30 bp v tranzitnim peptidu, bez ovlivnéni ¢teciho rdmce a bez vzniku pred¢asného
stop kodonu. V téchto rostlinach tedy pravdépodobné vznika protein, kterému chybi pouze 10
aminokyselinovych zbytkil v tranzitnim peptidu, a proto jsou rostliny bez zjevné zmény ve
fenotypu.

V T2 generaci jsme nenasli zddného mutanta linie psbol/40, ktery by zaroven
neobsahoval Cas9 kazetu. Zvolili jsme dva pfistupy, které by mohly vést ke ziskani rostliny
bez Cas9. Prvnim z nich bylo kiiZeni homozygota s wt, dalSim bylo vyseti T3 generace a
hledani rostliny bez Cas9 v ni. Zaroven jsme se rozhodli zjistit pravdépodobnou kopiovost
kazety Cas9 ur€enim poméru rostlin s Cas9 a bez Cas9 pomoci selekce na hygromycinovych
plotnach in vitro.

Ze vsech moznosti jsme nakonec jako prvni nasli homozygota bez Cas9 v T3 generaci.
Tyto mutantni rostliny oznacujeme jako psbolcr. Najit linii s odkiizenou Cas9 kazetou jsme

povazovali za dalezité pro snizeni komplikaci pti pouziti linii v dal§ich experimentech.

7.6.3. Komplementace mutanti psholcr a psho2cr

3.6.3.1. Priprava konstrukta

Pro ptipravu konstruktii byly z plazmidi pDrive pomoci restrikénich enzymu Sacl a
Xmal vystépeny sekvence promotori pro obé izoformy psbO (plazmidy pDrive nesouci
sekvence promotord psbO1 pripravil Véaclav Svoboda), které byly nasledné izolovany z gelu a
ligovany do plazmidu pGreen 0029 misto promotoru 35S. Z dfive pfipravenych plazmidi
pDrive (ptipravil Vaclav Svoboda) nesoucich geny jednotlivych izoforem byly pomoci
restrik¢niho Stépeni enzymy Xmal a Sall vystépeny fragmenty s geny psbO1 a psbO2. Stejné
restrikéni Stépeni bylo provedeno i s vektory pGreen nesoucimi promotory jednotlivych gent.
V nasledné ligaci byl do vektoru pGreen 0029 nesouciho promotor pshbO1 vlozen fragment

s genem psbO1. Analogicky byla provedena ligace promotoru psbO2 s genem psbO2. Ligované
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produkty byl elektroporovany do E. coli. Z vybranych péti narostlych kolonii od kazdé varianty
byly izolovany plazmidy a pomoci restrikéniho St€peni byla ovéfena piitomnost a spravna
orientace ligovanych fragmentl. Mutant psbolcr byl komplementovadn genem psbOlI pod

promotorem psbO1, mutant psho2cr pak genem psbO2 pod promotorem psbO2.

3.6.3.2. Selekce komplementovanych linii

Transformované linie byly vysety in vitro na 2 MS mediu a selektovany pomoci
kanamycinu. Ani jedna ze dvou transformovanych rostlin bohuzel nevyprodukovala rezistentni
semena a tuto transformaci bude nutné zopakovat. Na komplementaci mutanta psbolcr uz v

ramci této prace nezbylo dost ¢asu a neni tedy dale jejim obsahem.

7.6.4. Priprava psbolisoL a psbo2isoL linii

3.6.4.1. Priprava konstruktii
Ptiprava téchto konstrukti probihala analogicky k pfipravé konstrukti pro

komplementaci (kapitola 3.6.3). Konstrukty vSak obsahuji vzdy nativni gen pod promotorem
opacné izoformy. Pro pfipravu linie psbolisoL byl pouzit konstrukt nesouci gen psbO2 pod
promotorem psbhO1, pro piipravu psbolisoL linie byl pouzit konstrukt s genem psbOI pod

promotorem psbO2.

3.6.4.2. Selekce transformovanych linii

Transformované linie byly vysety in vitro na 2 MS mediu a selektovany pomoci
kanamycinu. U této transformace byly selektovany pouze psbolisoL mutantni rostliny, avSak
na médiu nebyly zadné rostliny rezistentni a bude nutné transformaci zopakovat. Ani na tuto

transformaci nezbylo dostatek ¢asu tyto transformace nejsou obsahem této prace.

7.6.5. Priprava konstrukta obsahujici psbO1/psbO2 z bramboru
V ramci této prace byly pfipraveny dalsi ¢tyii konstrukty, které obsahuji geny psbO z
bramboru. Jako vektory byly pouzity plazmidy pGreen nesouci jednotlivé promotory gent
psbO z husenicku, za které byly vlozeny jedna i1 druha varianta pshbO z bramboru (plazmidy
pDrive nesouci geny psbO z bramboru pfipravil Vaclav Svoboda). Postup vytvoreni téchto
konstruktl byl stejny jako u vysSe popsané ptipravy konstrukti (kap. 3.6.4). Tyto konstrukty
nebyly z casovych diivodll v ramci této prace dale pouzity, ale jsou pfipraveny pro pouziti

v ramci dal$iho projektu nasi vyzkumné skupiny.
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7.7. Design analyzy zakladnich fenotypovych charakteristik

Pro analyzu zakladnich fenotypovych charakteristik bylo oseto 68 kvétinackti od kazdého
genotypu (psbol, psbolcr, psbo2, psbo2cr a wt). Na jednu raselinovou peletu byly vysety vzdy
dvé seminka, rostliny byly kultivovany v podminkéach kratkého dne. Pelety byly umistény v
samostatnych kvétinaccich, které byly vyskladany tak, aby se jednotlivé genotypy pravidelné
sttidaly. Po dvaceti dnech kultivace byly pelety protrhany tak, aby na nich vzdy ztistala jen vétsi
z narostlych rostlin. Po dalSich osmnacti dnech byla zmétena fluorescence chlorofylu a pomoci
pristroje FluorCam (méfeni provadél Milo§ Duchoslav). Nasledujici den byly rostliny vyfoceny
a Cast rostlin sklizena, nadzemni ¢ast byla zamraZena v tekutém dusiku a ulozena do -80 °C. Z
téchto vzorka byla déale urCovana hmotnost suSiny, obsah proteinti a obsah fotosyntetickych
barviv. Deset rostlin od kazdého genotypu bylo déle kultivovano v kultivaéni mistnosti na
kratkém dni. Na téchto rostlinach byly méfeny nékteré fotosyntetické parametry pomoci

pfistroji MultispeQ a FluorPen.

7.7.1.  Méreni Cerstvé hmotnosti
Hmotnost ¢erstvé biomasy nadzemni ¢asti byla méfena na laboratornich vahach ihned

po odstfizeni z raselinové pelety.

7.7.2. Meéfeni hmotnosti suSiny

Vzorky pro ur¢eni hmotnosti susSiny nadzemni c¢asti byly uchovany v -80 °C. Nasledné
byly vlozeny do kapalného dusiku a lyofilizovany (Lyovac GT 2 Finn-Aqua) v 2ml nebo 1,5ml
mikrozkumavkach (pfedem zvazenych) s otevienym vickem (46 h, 0,01 mbar). Po dokonceni
lyofilizace byly mikrozkumavky uzavieny a zvazeny na laboratornich vahach. Hmotnost susiny
byla dopocitdna odectenim hmotnosti zkumavky. Nasledn¢ byl dopocitdin pomér suSiny ku

cerstvé hmotnosti a byly porovnany jednotlivé genotypy.

7.7.3. Izolace a méfeni obsahu pigmenti
Me¢éfteni obsahu pigmentl probéhlo na 4 vzorcich wt, mutantii psbo2 a psbo2cr, na 2
vzorcich psbol a 1 vzorku psbolcr. Rostliny byly 39 dna star¢, skladované v — 80 °C.
Pigmenty byly izolovany pfidanim 1 ml dimethylformamidu, vzorky byly zabaleny do
alobalu pro zamezeni pfistupu svétla a umistény do 4 °C az do uplného odbarveni listl.

Absorbance jednotlivych vzorkl byla méfena na spektrofotometru (Biomate 5) pfi vinovych
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délkach 480 nm, 647 nm, 664 nm a 758 nm. Obsah jednotlivych pigmentl byl vypocitan podle
nasledujicich rovnic (Wellburn, 1994):

Chlorofyl a (Chl a) [pg/ml] = 11,65 . (Aw— A 750 ) - 2,69 . (A 647 — A 750)
Chlorofyl b (Chl b) = 20,81 . (A 647 —A 750 ) — 4,53 . (A 664 — A 750)
karotenoidy = (1000 . A 480 — 0,89 . Chl a — 52,02 . Chl b /245

7.7.4. Méreni obsahu proteina

Od kazdého genotypu byly sklizeny nadzemni ¢asti z rostlin o stafi 39 dnti a 0 hmotnosti
ptiblizné 100 mg . U psbol a psbolcr muselo byt pro dosazeni této hmotnosti sklizeno 6 - 8
rostlin najednou; naopak u psbo2, psbo2cr ¢i wt stacila k dosazeni této hmotnosti vzdy jedna
rostlina. Vzorky byly pfed izolaci lyofilizovany. Méfeni pfedchéazela intenzivni optimalizace

protokolu pro izolaci proteinti z lyofilizovanych vzorkt (kap. 7.4.1).

7.7.5. Méreni fluorescence chlorofylu a a plochy listové riZice (pristroj
FluorCam)

Fluorescence chlorofylu a byla méfena pomoci pfistroje FluorCam (Photon System
Instruments, Drasov, Ceska republika) u viech 34 rostlin kazdého genotypu o stati 38 dni.
Mg¢fteni bylo provadéno po temnostni adaptaci rostlin 1 - 2 hodiny pfi laboratorni teploté. V
rdmci tohoto méfeni byla zméfena i plocha listové rtizice (plocha s fluorescenci chlorofylu pii
pohledu shora, oproti celkové listové plose je mensi o piekryvy listl). Méfeni provadél Milos

Duchoslav.

7.7.6. Méreni pomoci pristroje MultispeQ

Me¢éteni pomoci piistroje MultispeQ v2.0 (PhotosynQ, East Lansing, USA; Kuhlgert et
al., 2016) probihalo na 69 dni starych rostlinach péstovanych v ramei fenotypovaciho pokusu
na kratkém dni. Od kazdého genotypu bylo méteno deset rostlin. Rostliny byly méteny ptimo

v kultivaéni mistnosti za svétla. K méteni byl pouzit protokol “Photosynthesis RIDES”.

7.7.7. Méreni OJIP kiivek
M¢éteni OJIP kiivek probéhlo pomoci pfistroje FluorPen (Photon System Instruments,

Drasov, Ceska republika) na 77 dni starych rostlinach péstovanych v ramci fenotypovaciho
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pokusu na kratkém dni. Tomuto méteni pfechazela nékolik desitek minut dlouhd temnostni

adaptace a samotné méfeni probihalo za velmi slabého osvétleni.

7.7.8. Statistické zpracovani vysledku
Statistické zpracovani vysledkt provedl Milo§ Duchoslav v prostiedi R. K testovani rozdila
mezi genotypy byla vyuzita jednocestnd ANOVA s post-hoc porovnanimi pomoci metody
Tukey HSD (v pfipad¢ cCerstvé hmotnosti a suSiny byla v modelu pouzita logaritmicka

transformace).
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8. Vysledky

8.1.Vytvoreni rostlin s deleci v genech psbO1 a psbO2

8.1.1. psbhOlI

Pomoci mutageneze technikou CRISPR-Cas9 byla vytvotfena jedna mutantni linie psbolcr
s deleci o délce 104 bp v sekvenci kodujici tranzitni peptid pro pshbOI. Tato delece vede ke
vzniku stop kodonu a ptedCasnému ukonceni transkripce. Rostliny homozygotni pro tuto deleci
vykazuji vyrazné pomalejsi riist, svétlejsi barvu listll a niz8$i hodnoty Fv/Fm (maximalniho
kvantového vytézku PSII) oproti wt, podobné jako T-DNA inzeréni mutant psbol (obr. 4.1).
Ze zobrazeni hodnot Fv/Fm v ramci listové rizZice je také vidét, ze rostliny psbolcr 1 psbol
maji vyraznéji snizené hodnoty Fv/Fm v mladsich listech, zatimco wt ma hodnoty Fv/Fm ve

vSech listech stejné.

wt

psbo

psbolcr .

Obr. 4.1: Srovnani rastu wt, psbol a psbolcr mutantii a zobrazeni jejich hodnot pro
Fv/Fm. Rostliny byly 39 dni staré, péstované v podminkéch kratkého dne. Strana kvétinacku
méii 5 cm
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8.1.2. psbO2
Byla vytvotena jedna mutantni linie psho2cr s deleci o délce 47 bp v sekvenci kodujici treti
exon psbO2, kterd vede ke vzniku stop kodonu a pfedcasnému ukonceni transkripce. Rostliny
homozygotni pro tuto deleci vykazuji normalni rdst i barvu listl ve srovnani s wt, stejn¢ jako

T-DNA inzeréni mutant psbho2 (obr. 4.2).

wt wt
psbo?2 psbo2
psbo2cr psbo2er

Obr. 4.2: Srovnani ristu wt, psho2 a psbo2cr mutantii a zobrazeni jejich hodnot pro
Fv/Fm. Rostliny byly 39 dni staré, péstované v podminkéch kratkého dne. Strana kvétinacku
meéfi 5 cm.
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8.2. Porovnani rostlin wt, psbol, psbolcr, psbo2 a psbo2cr

8.2.1. Zakladni fenotypové charakteristiky

Zakladni fenotypové charakteristiky byly méfeny na 39 dni starych rostlinach genotypt
wt, psbol, psbolcr, psbo2 a psbo2cr péstovanych v podminkach kratkého dne. Cilem bylo
srovnat mutantni rostliny vytvorené CRISPR-Cas9 mutagenezi s T-DNA inzer¢nimi
mutanty.

Rostliny mutované v genu psbO1 rostou daleko pomaleji nez rostliny wt a mutanti v
genu psbO2 (obr 4.1). To se projevilo na jejich Cerstvé hmotnosti (graf 4.1), ktera je pii
stejném stafi rostlin vyrazné nizsi, nez jakou méa wt i mutanti v genu psbO2. Mutant psbo2cr
ma hodnoty Cerstvé hmotnosti signifikantné nizs§i nez wt, ale vys$i nezZ mutanti v genu pro
psbO1, a od mutantll psho2 se signifikantné nelis§i. Mutant psbo2 ma Cerstvou hmotnost
signifikantn¢ vys$si nez mutanti v genu psbO1, ale nelisi se od wt ani od mutanta psbo2cr.

Oba mutanti v genu psbO2 maji oproti wt také niz§i hmotnosti suSiny (graf 4.2).
Vzhledem k pomalému ristu mutantd v genu psbO1, a tedy nizké Cerstvé hmotnosti v dob¢
sklizné, byla vétsina téchto rostlin pouzita na ostatni analyzy, konkrétné proteinové analyzy
(odebirano 100 mg) a analyzu pigmenti (odebirdno 10 mg). Na méteni suSiny bohuzel
nezbylo dostate¢né mnozstvi vzorki, které by bylo mozné zahrnout do statistickych
vypoctl susiny, a proto tyto udaje v grafu 2 chybi.

Pro vypocet poméru susiny ku Cerstvé hmotnosti mohly byt zahrnuty i smésné vzorky
z vice rostlin, proto byli mutanti v genu psbO1 do statistiky opét zahrnuty. Mutant psbol
ma pomeér susiny ku ¢erstvé hmotnosti vyssi oproti wt a mutantiim psbo2 a psbo2cr. Mutant
psbolcr ma pomér susiny k ¢erstvé hmotnosti také o néco vyssi nez wt, ale rozdil oproti
ostatnim genotypum nevysel signifikantné (graf 4.3).

V plose listové ruzice se opét pshol a psbolcr mutanti 1isi od wt a mutant psbo?2 a
psbo2cr nizsi plochou. Mutanti psbo2 a psbo2cr maji plochu listové rtizice nizsi oproti wt
(graf4.4).

Tloustku listu maji mutanti psbol a psbolcr nizsi oproti wt a mutantim psbo2 a

psbo2cr, zatimco mutanti psbo2 a psbo2cr se v tomto parametru od wt nelisi (graf 4.5).
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Graf 4.1: Cerstva hmotnost nadzemni &asti jednotlivych genotypi. Cerstva hmotnost
byla méfena u 24 rostlin genotypti psbol a psbo2, 23 rostlin genotypt psbo2cr a wt, a 22 rostlin
genotypu psbolcr. Chybové Usecky zobrazuji 95% konfidenéni interval, signifikantni rozdily
jsou oznaceny pomoci pismenkového kodu.
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Graf 4.2: Hmotnost suSiny nadzemni ¢asti wt a mutantl psbo2 a psbo2cr. Hmotnost
suSiny byla métena u 15 vzorkli wt a psho2cr a 16 vzorkl psbo2. Chybové usecky zobrazuji
95% konfidenéni interval, signifikantni rozdily jsou oznaceny pomoci pismenkového kodu.
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DW/FW ratio
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Graf 4.3: Pomér susiny ku Cerstvé hmotnosti nadzemni ¢asti. Bylo méteno 23 vzorkt
wt a psbo2cr, 24 vzorkl psbo?2 a 3 vzorky psbol a psbolcr, nékteré vzorky byly smésné z vice
rostlin. Chybové usecky zobrazuji 95% konfidencni interval, signifikantni rozdily jsou
oznaceny pomoci pismenkového kodu.
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Graf 4.4: Plocha listové riizice. Bylo méteno 34 rostlin od kazdého genotypu o stari 38
dnt. Chybové usecky zobrazuji 95% konfidencni interval, signifikantni rozdily jsou oznaceny
pomoci pismenkového kodu.
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Graf 4.5: Relativni tloust’ka listu jednotlivych genotypii. Méfeni probihalo na rostlinach
starych 69 dnt péstovanych v podminkach kratkého dne. Od kazdého genotypu bylo méfeno
10 rostlin. Chybové tsecky zobrazuji 95% konfiden¢ni interval, signifikantni rozdily jsou
oznaceny pomoci pismenkového kodu.

8.2.2. Velikost semen

Jak je uvedeno vyse, mutanti v genu psbO2 se lisily v Cerstvé hmotnosti, susing a plose
listové razice od wt. Tento vysledek byl ptekvapujici, protoze v predchozich experimentech
provadénych v nasi laboratofi se v téchto parametrech od wt neliSili. Abychom nasli pfic¢inu
zhorSeného rustu psbo2 a psbo2cr, provedli jsme kontrolu semen. Bylo zjiSténo, ze semena, ze
kterych byly oba mutanti v genu psbO2 vyseti, maji mensi semena jin¢ho tvaru. To vSak
pravdépodobné neni zpisobené mutaci v daném genu, protoZze jiné varky semen téchto mutantti

takové znaky nevykazuji (obr. 4.3).
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Obr. 4.3: Porovnani velikosti semen genotypti pouzitych v experimentu a dal§ich semen
stejnych genotypt.
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8.2.3. Obsah fotosyntetickych barviv

Obsah fotosyntetickych barviv byl méfen na Ctyfech vzorcich wt, psbo2 a psbo2cr, na
dvou vzorcich psbhol a na jednom vzorku psbolcr (pokud neni uvedeno jinak). Rostliny byly
staré 39 dnd.

V obsahu chlorofylu a (graf 4.6), chlorofylu b (graf 4.7) a karotenoidu (graf 4.10) se od
sebe genotypy signifikantné nelisi. Stejné tak soucet chlorofylu a a chlorofylu b nevychazi u
zadného genotypu se signifikantnim rozdilem oproti wt (graf nezobrazen). Hodnotu poméru
chlorofylu a ku chlorofylu b maji mutanti v genu psbO1 signifikantné nizsi (graf 4.8). Mutanti
v genu psbO2 maji tento pomér o néco vyssi nez wt, a¢ ne signifikantné¢ Pokud do statistiky
nejsou zahrnuti mutanti v genu psbO1, u kterych byl pouze maly pocet vzorkl, vychazi tento
pomér pro mutanta pshoZcr signifikantné vyssi oproti wt (graf 4.9). Relativnim obsah
chlorofylu byl zméfen i pomoci piistroje MultispeQ piimo na zivych rostlinach. Pfi tomto
zpusobu méfeni maji psbol a psbolcr signifikantné nizsi obsah chlorofylu oproti ostatnim

genotypum (graf 4.11).
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Graf 4.6: Mnozstvi chlorofylu a v jednotlivych genotypech. Chybové tisecky zobrazuji
95% konfiden¢ni interval, signifikantni rozdily jsou oznaceny pomoci pismenkového kodu.

54



Chlorophyll b
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Graf 4.7: MnoZstvi chlorofylu b v jednotlivych genotypech. Chybové Gsecky zobrazuji
95% konfidenéni interval, signifikantni rozdily jsou oznaceny pomoci pismenkového kodu.
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Graf 4.8: Pomér chlorofylu a ku chlorofylu . Mutanti psbol a psbolcr se signifikantné
1i81 od wt a mutantll psho2 a psboZcr. Chybové Usecky zobrazuji 95% konfidenéni interval,
signifikantni rozdily jsou oznaceny pomoci pismenkového kodu.
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95% confidence interval; model: p = 0.0374
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Graf 4.9: Pomér chlorofylu a ku chlorofylu b bez zahrnuti psbol a psbolcr mutantt, u
kterych probé&hl pouze maly pocet méteni. Chybové usecky zobrazuji 95% konfidenc¢ni interval,
signifikantni rozdily jsou oznaceny pomoci pismenkového kodu.
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Graf 4.10: MnoZstvi karotenoidi v jednotlivych genotypech. Zadny genotyp se
obsahem karotenoidl signifikantné nelisi od wt. Chybové tsecky zobrazuji 95% konfidencni
interval, signifikantni rozdily jsou oznaceny pomoci pismenkového kodu.
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Graf 4.11: Relativni obsah chlorofylu v jednotlivych genotypech. Toto méfeni
probihalo na 69 dnti starych rostlindch. Od kazdého genotypu bylo méteno 10 rostlin. Chybové
usecky zobrazuji 95% konfidencni interval, signifikantni rozdily jsou oznaceny pomoci
pismenkového kodu.

8.2.4. Fluorescence chlorofylu a

Meéfeni fluorescence chlorofylu a probihalo u 34 rostlin genotypt wt, psbol, psbolcr,
psbo2 a psbo2cr adaptovanych na tmu pod dobu minimalné 1 h. Stéfi rostlin bylo 38 dni. Méfeni
probihalo pomoci pfistroje FluorCam (PSI).

Hodnoty Fo maji mutanti psbhol 1 psbolcr vyrazné vyssi oproti wt. Mutanti psho2 a
psbo2cr maji tyto hodnoty jen o trochu vyssi oproti wt, ale rozdil je statisticky vyznamny (graf
4.12).

Hodnoty maximalni fluorescence pii saturacnim pulzu (Fm) maji mutanti v genu psbO1
nizsi oproti wt i mutantim v genu psbO2, kteti se od wt signifikantné nelisi (graf 4.13).

Hodnoty maximalniho kvantového vytézku (Fv/Fm) maji mutanti psbol a psbolcr
vyrazné nizsi oproti wt i mutantim psbo2 a psbo2cr (obr. 4.1 a 4.2). Mutanti psbo2 a psbo2cr
maji hodnoty jen drobné snizené (0,82 oproti 8,83 pro wt), nicméné rozdil je statisticky
vyznamny. Jak je vidét z grafti 4.12 a 4.13, rozdily v hodnotach Fv/Fm u jednotlivych genotypti

jsou zpusobené predevsim rozdily v Fo a jen do malé miry zménou Fm.
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Graf 4.12: Hodnoty Fo pro jednotlivé genotypy. Chybové usecky zobrazuji 95%
konfiden¢ni interval, signifikantni rozdily jsou oznaceny pomoci pismenkového kodu.
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Graf 4.13: Hodnoty Fm pro jednotlivé genotypy. Chybové tusecky zobrazuji 95%
konfiden¢ni interval, signifikantni rozdily jsou ozna¢eny pomoci pismenkového kodu.
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Graf 4.14: Hodnoty maximalniho kvantového vytézku PSII (Fv/Fm) pro jednotlivé
genotypy. Chybové tisecky zobrazuji 95% konfidencni interval, signifikantni rozdily jsou
oznaceny pomoci pismenkového kodu.

Déle byla pomoci pfistroje FluroPen (PSI) méfena rychld indukce fluorescence
chlorofylu (OJIP kiivka). Na méfeni pomoci pfistroje FluorPen jsou potieba dostatecné velké
listy, proto bylo méfeni provedeno na rostlinach o staii 60 dnt péstovanych v podminkach
kratkého dne (10 rostlin od kazdého genotypu). OJIP kiivky jsou odlisné od wt pro mutanty v
genu psbO1, zatimco kiivky mutanti v genu psbO2 se od wt nelisi (grafy 4.15 a 4.16). U
mutantl pshol a psbolcr je relativné mensi faze I-J. Maximalni fluorescence (P) dosahnou

psbol a psbolcr pozdé€ji nez wt.
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Graf 4.15: OJIP kiivky pro jednotlivé genotypy. Kiivky jsou dvojit€é normalizované.
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Graf 4.16.: OJIP kiivky s vyznaenym konfidencnim intervalem pro jednotlivé
genotypy. Kfivky jsou dvojité normalizované.
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Stav fotosyntetického aparatu adaptovaného na svétlo byl sledovan pomoci pfistroje
MultispeQ (PhotosynQ, USA). Méteni bylo provadéno na rostlinach o stafi 69 dni péstovanych
v podminkéch kratkého dne adaptovanych na svétlo v kultivaéni mistnosti (10 rostlin od

kazdého genotypu).

Hodnoty kvantového vytézku PSII na svétle (®m), jsou nizsi pro mutanty v genu psbO1
(graf 4.17). Oproti tomu ¢ast energie, ktera jde do nefotochemického zhaseni (Pneq), je vyssi
pro oba mutanty v genu psbO1 oproti wt (graf 4.18). Hodnoty ®no, které odrazeji mnozstvi
energie, které je disipované neregulovanymi procesy (procesy, které na rozdil od
nefotochemického zhéaseni nejsou indukovany svétlem, Kramer et al., 2004) jsou niz§i pro oba
mutanty v genu psbO1 oproti wt (graf 4.19.)

Ptistroj MultispeQ umoznuje méfit i nékteré parametry fotosystému I (PSI). Hodnoty
otevienych center PSI jsou nizsi pro oba mutanty v genu psbO1 oproti wt (graf 4.20). Mutanti

v genu psbO2 se v zadném parametru méfeném pomoci piistroje MultispeQ nelisili od wt.
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Graf 4.17: Hodnoty kvantového vytézku PSII u rostlin adaptovanych na svétlo (®u).
Chybové tsecky zobrazuji 95% konfidencni interval, signifikantni rozdily jsou oznaceny
pomoci pismenkového kodu.
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Graf 4.18: Hodnoty kvantového vytézku nefotochemického zhéaseni (®ww). Chybové
usecky zobrazuji 95% konfiden¢ni interval, signifikantni rozdily jsou oznaceny pomoci
pismenkového kodu.

PhiNO
model: p= 1.41e-25 95% confidence interval

o =
Z o
-
o

2 |

o

a a
wi psboi psboicr psbo2 psbo2cr

Graf 4.19: Hodnoty kvantového vytézku neregulovanych procesti (®x). Chybové
usecky zobrazuji 95% konfiden¢ni interval, signifikantni rozdily jsou oznaceny pomoci
pismenkového kodu.

62



PS51.0pen.Centers

model: p= 1.04e-08 95% confidence interval
b
b
b

< |
wm
&
=4
o
9
=
g
o v |
- O
w
o

a
a
e
=}
wit psbo1 psbolcr psbo2 psbo2er

Graf 4.20: Hodnoty otevienych center PSI. Chybové usecky zobrazuji 95%
konfiden¢ni interval, signifikantni rozdily jsou oznaceny pomoci pismenkového kodu.

63



8.2.5. Obsah proteinii PsbO1 a PsbO2

Obsah proteinti byl méfen na tiech vzorcich kazdého genotypu pomoci western blota
s protilatkami specifickymi pro jednotlivé izoformy PsbO. Cilem bylo ukazat, (1) zda mutanti
vytvotreni mutagenezi CRISPR-Cas9 v daném genu opravdu neprodukuji Zadny protein, (2) zda
T-DNA inzeréni mutanti produkuji protein, jehoZ gen maji mutovany a (3) pokusit se
kvantifikovat mnozstvi izoformy, kterou rostlina nema vymutovanou. Z obrazku 4.3a je patrné,
ze mutanti psbol 1 psbolcr maji v misté PsbO slaby signal, ktery by mohl znamenat ptitomnost
malého mnozstvi izoformy PsbO1 (obr 4.3a). Z obrazku 4.3c, ve kterém jsou jiné vzorky
stejného genotypu je vSak z neznamého divodu tento signdl patrny pouze u mutanta psbol.
Stejné tak z obrazku 4.3d patrny signal pro PsbO1 u psbolcr neni. Pro ovéfeni diivéjSich
vysledkii z nasi laboratofe jsme analyzovali i proteiny z dvojit¢tho mutanta psbol psbo2,
vytvofené¢ho kifizenim T-DNA inzer¢nich mutanti psbol a psbo2. Potvrdilo se, ze dvojity
mutant ma silny signal pro PsbO1, protoze u n¢j pravdépodobné doslo k obnoveni exprese genu
psbO1 (obr 4.3d). V ptipad¢ imunodetekce PsbO2 je u mutanta psbo2 slaby signal, ktery vSak
v piipadé mutanta psbo2cr chybi nebo je daleko slabsi (obr 4.3b). Podrobnéjsi interpretace
téchto vysledkt je v Diskuzi.

Mnozstvi nemutované izoformy PsbO (PsbO2 v mutantech psbol a psbolcr, PsbO1
v mutantech psbo2 a psbo2cr) jsme se pokusili kvantifikovat. Nicméné hodnoty pro jednotlivé
vzorky byly velmi odliSné, takze presna kvantifikace nebyla mozna (graf 4.21 a 4.22).
Z vysledkt se vSak zd4, ze mnoZstvi zbylé izoformy v mutantech neni zdsadné odlisné od

mnozstvi dané izoformy ve wt.
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Obr 4.3: Imunodetekce proteinu PsbOl1 (a., c. ad.) a PsbO2 (b.); 1 — psbol, 2 — psho?2,
ler — psbolcr, 2cr — psbo2cr, wt — wild type, M — marker, 1/2 - dvojity mutant psbo! psbo2, P
— samotny vzorkovy pufr. Jeden z vzorkli z wt byl nanesen jako koncentracni fada (vzorky
oznacen¢ procenty). Vzorky byly nanaseny na zakladé celkového obsahu proteinti (10 pg).
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Graf 4.21: Relativni hodnoty hladiny PsbO2 ve wt, mutantu psbhola mutantu psbolcr
pro jednotlivé vzorky (Cisla oznacuji Cisla vzorki).
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Graf 4.22: Relativni hodnoty hladiny PsbO1ve wt, mutantu psbo2 a mutantu psbo2cr
a dvojitém mutant psbhol/psbo?2 pro jednotlivé vzorky (¢isla oznacuji Cisla vzorki).
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9. Diskuze

Béhem poslednich 18 let bylo publikovano vice studii zabyvajicich se mutanty
huseni¢ku (Arabidopsis thaliana) v genech psbO1 a psbO2 (Murakami et al. 2002, 2005; Liu
et al. 2007; Lundin et al. 2007, 2008; Allahverdiyeva et al. 2009; Suorsa et al. 2016; Bricker
& Frankel, 2008). V ¢asti z téchto praci byl pouzit bodovy mutant v genu pshOI na pozadi
ekotypu Landsberg erecta (Murakami et al. 2002, 2005; Liu et al. 2007; Bricker & Frankel
2008). Ve zbylych pracech byli pouziti T-DNA inzer¢ni mutanti psbO1 a psbO2 (Lundin et al.
2007ab, 2008; Allahverdiyeva et al. 2009; Suorsa et al. 2016). Jak ale ukazaly zatim
nepublikované vysledky z nasi laboratofe, za né&kterych okolnosti mize v téchto T-DNA
inzer¢nich mutantech dojit k ¢astecnému obnoveni exprese (obr 4.3d) a nebylo jisté, jestli na
nizké Grovni exprese mutovanych gent neprobiha stale, coz by mohlo ovliviiovat fenotyp téchto
rostlin. Proto jsme se rozhodli vytvotit pomoci techniky CRISPR-Cas9 nové mutanty v genech
psbO1 a psbO2, u kterych bude jisté, Ze nemizou dany gen exprimovat, a zjistit, jestli se lisi od
stavajicich mutanti. Zaroven tito nove ziskani mutanti (pojmenovani psbolcr a psbolcr)
poslouzi k dal§imu studiu funkce proteini PsbO1 a PsbO2, protoze pies veEtsi pocet
publikovanych studii neni rozdil ve funkci téchto proteinti uspokojiveé objasnén, pfedev§im pak
funkce proteinu PsbO?2.

Mutanty psbolcr a psbo2cr se podatilo vytvofit a v ramci rozsdhlého pokusu byli

porovnani s T-DNA inzer¢nimi mutanty psbol a psbo2 a s wt.

9.1. Mutanti psbol a psbolcr

Vysledky ohledné mutantd v genu psbO1, které se v mnoha naméfenych parametrech
signifikantné 1i§i od wt, nas s ohledem na jiz dfive publikované vysledky o T-DNA inzer¢nim
mutantu psbol vyrazné nepiekvapily.

Mutanti psbol 1 psbolcr maji vyrazn¢ pomalejsi rast a diky tomu i mensi plochu listové
ruzice (graf 4.4) a mensi Cerstvou hmotnost (graf 4.1), cemuz odpovidaji 1 vysledky ostatnich
autord. Vysledky Suorsa et al. (2016) potvrzuji mensi listovou plochu mutant psbhol oproti
wt, stejné tak nizsi rychlost ristu (autofi ve své studii méfili nikoliv plochu listové rizice, ale
plochu listu). Mensi plochu listu naméfili i u mutanta s homozygotni mutaci pro psbO2 a
heterozygotni mutaci pro psbO1 (oznacovaného jako mutanta psbo2-psbO1/psbol), ktery ma
oproti wt a mutantovi psho2 pomalejsi rist a svétlejsi barvu. Oproti mutantovi psbo! je tento
mutant o néco vetsi. Z tohoto pozorovani lze usuzovat, ze i menSi mnozstvi PsbO1 muze

alespon Castecné prispét ke zlepSeni fenotypového projevu mutanta psbol, i kdyz tyto rostliny
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nemaji PsbO2. Dwyer et al. (2012) pfi svych experimentech s rostlinami se sniZenou expresi
genu psbOl1 a psbO2 pomoci RNA interference, ktera méla vétsi efekt na izoformu psbO1,
taktéZ naméfili niz8i rychlost ristu a mensi listovou plochu oproti wt. Tyto rostliny s nizkym
obsahem PsbO se stejn¢ jako nasi mutanti psbol a psbolcr lisily od wt 1 nizs§i hmotnosti susiny,
cerstvou hmotnosti i tloust’kou listu.

Pomeér susiny k Cerstvé hmotnosti je u mutanti psbol a psbolcr vyssi oproti wt (a€ pro
psbolcr rozdil nebyl signifikantni, graf 4.3). V tomto jsou rostliny s mutaci v psbO1 opét
podobné rostlindm se snizenym mnozstvim PsbO (Dwyer et al., 2012).

Jednou ze zakladnich charakteristik mutanta psbol je snizeny maximalni kvantovy
vytézek PSII (Fv/Fm, Murakami ef al. 2002). Podle literatury se hodnoty Fv/Fm u mutantt
v psbO1 pohybuji zhruba od 0,5 do 0,7 (Murakami et al. 2002, 2005; Lundin et al. 2007;
Allahverdiyeva et al. 2009; Suorsa et al. 2016) s tim, Ze se hodnoty zvySuji s rostoucim stafim
rostlin (Murakami et al. 2005). S tim souhlasi i nase méteni (obr. 4.1). Podle Suorsa et al. (2016)
ma mutant psbol nizsi 1 hodnoty kvantového vytézku PSII za svétla (@), coz opét potvrzuje i
nase pozorovani (graf 4.17).

Indukci fluorescence chlorofylu (OJIP kiivkami) u mutanta psbol se ve svych
experimentech zabyvali Liu et al. (2007). Kfivka, kterou ziskali, je podobnd ndmi zmétenym
kiivkdm pro psbol a psbolcr (graf 4.16). Vyrazné je sniZeni fluorescenc¢niho vytézku
(fluorescence yield) mezi fazemi J-I. Podle Liu et al. (2007) to mlZe znacit poruchu OEC nebo
neschopnost vytvofit stav Q. Q.

Podle Suorsa et al. (2016) ma mutant psbol snizené mnoZstvi karotenoidl a chlorofylu.
Niz8i hodnoty chlorofylu a, chlorofylu b 1 jejich poméru uvadi také Dwyer et al. (2012) pro
rostliny se snizenym mnozstvim PsbO. Podobny vysledek (snizeny obsah chlorofylu v psbol a
psbolcr) jsme v ptipadé méfeni pomoci pfistroje MultispeQ na neporuSenych listech ziskali
také (graf'4.11). Pfi méfeni izolovanych pigmentl jsme statisticky vyznamny rozdil v mnozstvi
chlorofylu a, chlorofylu b, jejich soucti ani v mnozstvi karotenoidti nezjistili (grafy 4.6, 4.7,
4.10). To vSak muze byt zptisobeno tim, Ze jsme z divodu nedostatku materidlu proméfili jen
velmi malo vzorkii (mutanta psbol na dvou vzorcich, mutanta psbholcr pouze na jednom
vzorku). Pomér chlorofylu a k chlorofylu b byl v mutantech psbol a psbolcr niz$i oproti wt,
coz odpovida vysledku Dwyer et al. (2012) pro rostliny se nizenym mnoZzstvim PsbO.

Pti provadéni Western blotti bylo cilem ukézat, (1) zda mutanti vytvofeni mutagenezi
CRISPR-Cas9 v daném genu opravdu neprodukuji zaddny protein, (2) zda T-DNA inzercni
mutanti produkuji protein, jehoZ gen maji mutovany a (3) pokusit se kvantifikovat mnozstvi

izoformy, kterou rostlina nemd vymutovanou. V publikovanych pracich se Western bloty na
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detekci PsbO vyskutuji (Lundin et al., 2007b; Dwyer et al., 2012; Suorsa et al., 2016). Neni
nam ale znama publikace, ve které by autofi pro imunodotekci pouzivali specifické protilatky
proti jednotlivym izoformam. Diky zatim nepublikovanym pokusiim provedenym v nasi
laboratofi vime, ze T-DNA inzer¢ni mutant pshol si mize za urcitych okolnosti expresi genu
psbO1 obnovit (minimalné pti kiizeni s mutantem psbo2, viz obr 4.3d). To je mozné diky tomu,
ze T-DNA neni vloZena piimo v kdédujici sekvenci, ale v 5° neptekladané oblasti genu. Podobna
situace je u T-DNA inzer¢niho mutanta psbo2, kde je T-DNA vloZena na samém konci kodujici
sekvence a teoreticky by mohl vznikat jen drobn¢ odlisny protein. Vzhledem k nesnadnému
odliseni PsbO1 a PsbO2 bez pouziti specifickych protilatek je mozné, Ze ptipadna slaba exprese
mutovaného genu mohla byt v publikovanych pracech prehlédnuta.

Na jednom naSem western blotu bylo patmé, ze psbol 1 psbolcr mutanti maji
v ptedpokladaném misté PsbO slaby signal, ktery by mohl znacit pfitomnost izoformy PsbO1
(obr. 4.5a). Vzhledem k mistu delece v mutantu psbolcr vsak je velmi nepravdépodobné, Ze by
vném mohlo dochazet ke vzniku proteinu PsbOl1, takze by se dal slaby signal pfipsat
nespecifické interakci protilatky. Na jiném blotu (obr 4.5¢) vsak byl viditelny slaby signal anti-
PsbO1 protilatky u mutanta pshol, zatimco u mutanta psbolcr nebyl. Je tedy otdzka, jestli
mutant psbol malé mnoZstvi proteinu PsbO1 obsahuje, nebo ne (pfipadné jestli ho obsahuji
pouze nékteti jedinci). MoZnost obnoveni exprese psbOl v tomto mutantovi vSak ukazuje
pritomnost proteinu PsbO1 ve dvojitém mutantovi psbol psbo2 (obr 4.5d).

Podle naSich vysledkl se nové vytvofeny mutant psbolcr v zadném ze sledovanych
parametril neli§i od T-DNA inzeréniho mutanta psbol. Tento vysledek také naznacuje, Ze za
béZnych okolnosti nedochazi v mutantovi psbo!l k expresi genu psbO1 ve vyzamné mife.

Protoze se v literatufe velmi li§i informace o hladiné proteinu PsbO2 u mutantti v genu
psbO1, chtéli jsme pomoci specifickych protilatek hladiny téchto proteind spolehlivé
kvantifikovat. I pfes nasi snahu se nam bohuZzel nepodatilo dostat pfesvédciva data, nebot
hodnoty ze tiech opakovani byly velice odlisné (graf 4.21). Bylo by tieba jesté optimalizovat
izolaci proteint z rostlin a kvantitativni Western bloty.

Jak je vySe uvedeno, mutanti pshol a psholcr se v mnoha ohledech podobaji rostlinam
se snizenym mnozstvim PsbO (Dwyer et al., 2012). Jednim z vysvétleni mlize byt to, Ze maji
tyto rostliny zmeénény pomeér PsbO1 a PsbO2 (mnozstvi PsbO1 je snizené vic). Druhym
moznym vysvétlenim je, Ze velka ¢ast fenotypového projevu psbol a psbolcr je zplisobena
snizenym celkovym mnozstvim PsbO a ne ptimo absenci PsbOl. K rozliSeni téchto dvou

moznosti by mélo ptispét vytvoreni rostlin, které nebudou mit PsbO1, ale PsbO2 budou mit ve

69



stejném mnozZstvi, jako je celkové mnoZstvi PsbO ve wt. Tyto rostliny planujeme ziskat

transformaci mutantd psbolcr genem psbO2 pod promotorem z psbO1 (kapitola 3.4.6).

9.2. Mutanti psbo2 a psbo2cr

V naSem experimentu rostli mutanti psbo2 a psbo2cr pomaleji nez wt — méli mensi
podobnému vysledku dosli v minulosti pouze Lundin et al. (2007b). Jimi pozorovany fenotyp
psbo2 byl vsak celkové odlisny od wt. V dalSich publikacich (Allahverdiyeva et al. 2009;
Suorsa et al. 2016) mél kupodivu stejny mutant psbo?2 vzrist i1 dalsi fenotypové charakteristiky
shodné s wt. Stejna je 1 zkuSenost z nasi laboratote, kde ve vSech dosavadnich experimentech
nebyli mutanti psbo?2 fenotypové odlisni od wt. To nés vedlo k zjistovani, v ¢em byl rozdil
v tomto pokusu. Zjistili jsme, Ze oba mutanti v genu pshO2 maji oproti wt mensi semena a i
jejich tvar je odlisny (obr 4.3). Zkontrolovali jsme také semena psbo?2 a psbo2cr sklizend v jinou
dobu, kde rozdil oproti wt nebyl, ¢imz jsme vylou¢ili, Ze tento fenotyp semen je zplsoben
mutaci v psbO2. Vzhledem k tomu, ze velikost semen ma vliv na velikost rostlin, které z nich
vyrostou (Elwell et al., 2011) predpokladame, ze pomalejsi rist psbo2 a psbo2cr v naSem
pokusu byl zpiisobeny pouzitim nekvalitnich semen. Je otdzka, jestli nekvalitni semena méla
vliv pouze na vzrast rostlin. O¢ekdvame vsak, ze ptipadny vliv na fotosynteticky aparat byl
zanedbatelny, protoze vysledky méfeni fluorescence chlorofylu odpovidaly dalSim
experimentiim provedenym v nasi laboratofi.

Vysledky z méfeni obsahu pigmentti ukazuji, ze se psbO2 mutanti nelisi od wt v obsahu
chlorofylu a (graf 4.6), chlorofylu b (graf 4.7), jejich souctu, relativnim obsahu chlorofylu (graf
4.11) ani v obsahu karotenoidt (graf 4.10). Obsah barviv v mutantu psbo2 métili Suorsa et al.
(2016), podle kterych je celkova hladina chlorofylu a obsah karotenoidi o néco nizsi, nez ve
wt, ale data v této publikaci bohuzel nejsou statisticky zpracovdna. V mutantech psbo2cr a
psbo?2 je pomér chlorofylu a ku chlorofylu 5 o néco vyssi nez ve wt (pro psbo2 tento rozdil
nevychazi signifikantné, graf. 4.9).

Pti méfeni fluorescencnich parametri vysly pro mutanty v genu psbO2 trosku nizsi
hodnoty Fv/Fm oproti wt a rozdil je statisticky signifikantni (graf 4.14). Podobny rozdil zjistili
1 Allahverdiyeva et al. (2009) a Suorsa et al. (2016), nicméné méli mensi pocet méfeni a
vysledky nezpracovali statisticky, takze rozdil nevypadal vyznamné. Rozdil v t€chto hodnotach
je zpusoben ptfedev§im zménou hodnoty Fo a pouze do malé¢ miry zménou hodnoty Fm, stejné

jako u mutantl psbol a psholcr (graf 4.12).
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Pti méfeni obsahu proteinti bylo stejné jako v pfipad€ mutant v genu psbO1 cilem (1)
ukazat absenci PsbO2 v psbo2cr mutantovi, (2) ukazat ptipadnou ptitomnost PsbO2 v T-DNA
inzerénim mutantovi psbo2, a (3) pokusit se o kvantifikaci PsbO1 v obou mutantech psbo?2 i
psbo2cr. Zatimco absence PsbO2 v psbo2cr mutantovi se potvrdila, u T-DNA inzer¢niho
mutanta psbo2 ukazal western blot na ptitomnost malého mnoZzstvi PsbO2 (obr 4.3b). Vzhledem
k tomu, Ze u mutanta psho2cr zadny signal pozorovan nebyl, predpokladame vysokou specifitu
protilatky anti-PsbO2 a troufame si tvrdit, ze T-DNA inzeréni mutant alespoii v malé¢ mife

produkuje protein a neni tedy iplnym knock-out mutantem.

Stejné jako u mutantti psbol a psbolcr se nam ani u mutantii v genu psbO2 nepodatilo

urcit pfesné mnozstvi proteinu PsbO1.

Nové vytvoreny mutant psho2cr se v zadném z nami méfenych parametri nelisi od
T-DNA inzer¢niho mutanta psbo?2. Ptipadné malé mnozstvi proteinu PsbO2 v mutantu psbo2
je tedy pravdépodobné zanedbatelné. Ve vétSin€ parametrti se tyto rostliny nelisi ani od wt, coz
je vsouladu s publikovanymi pracemi (Allahverdiyeva et al. 2009; Suorsa et al. 2016).
S publikaci Lundina et al. (2007) se nase vysledky srovnavat nedaji, protoze jejich mutant
psbo2, a¢ by to mél byt stejny T-DNA inzer¢ni mutant, mél z nezndmého divodu velmi odlisny
fenotyp. My jsme na rozdil od vySe zminénych praci (Allahverdiyeva et al. 2009; Suorsa et al.
2016) odhalili rozdil v hodnotach maximalniho kvantového vytézku fotosystému II (Fv/Fm) a
v poméru chlorofylu a ku chlorofylu b. Vzhledem k tomu, ze se mutanti psbo2 a psbo2cr 1isi
od wt stejnym zplsobem, a¢ vznikli nezavisle, d& se pfedpokladat, Ze jsou tyto drobné rozdily

zpusobeny opravdu mutaci v genu psbO2 a ne néjakou ndhodnou vlastnosti dan¢ linie rostlin.
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10. Zavéry

1. Vytvofili jsme knock-out mutantni linie psbholcr a psbo2cr pomoci metody

CRISPR-Cas9.

2.V zadném z métenych parametrii se mutant psbolcr nelisi od T-DNA inzer¢niho mutanta

psbol, stejné tak se mutant psho2cr nelisi od T-DNA inzer¢niho mutanta psbo?.

3. Mutanti psbo2 a psbo2cr se 1isi od wt sice drobné, ale signifikantné¢ v hodnotach

maximalniho kvantového vytézku fotosystému II (Fv/Fm).

4. U T-DNA inzerénich mutantii psbo2 vznikd pravdépodobné alespont malé mnoZstvi

proteinu PsbO2.

5. Nebyli jsme schopni stoprocentné¢ potvrdit ani vyvratit, zda u T-DNA inzer¢nich mutanti

psbol vznika alespoil malé mnozstvi proteinu PsbO1.
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