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CIELE PRACE

TEORETICKA CAST

1 Vypracovat’ prehl'ad problematiky na predlozent tému.

PRAKTICKA CAST

1 Analyzovat mieru aktivacie SOQ-dependentného (qH) zhaSania u mutantov
Arabidopsis thaliana bez vybranych svetlozbernych komplexov. Pomocou
krizenia dostupnych inzerénych linii pripravit a vyselektovat homozygotné
mutantné¢ linie Arabidopsis thaliana bez proteinu SOQ a vybranych
svetlozbernych komplexov. Urobit’ fyziologickll charakterizaciu tychto mutantov
so zameranim na analyzu nefotochemického zhésania typu qH.

2 Namerané vysledky diskutovat. Pokusit’ sa formulovat’ hypotézu o moznom

mechanizme zapojenia svetlozbernych antén do qH zhéasania.
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1 UVOD

Fotosyntéza patri medzi najdolezitejSie biochemické procesy v prirode. Vd’aka nej sa
slnecnd energia vo forme fotonov premieiia na chemickl energiu vo forme energeticky
bohatych zluc¢enin, ktoré su nevyhnutné pre zivot. Jednym z vedlajSich produktov je
kyslik vo forme molekuly Oz, ktory vyuZzivaji aerdbne organizmy na respiraciu.
V priebehu evolicie sa proces fotosyntézy zdokonaloval tak, aby sa maximalizoval
vytazok energeticky bohatych zlucenin vzhl'adom na mnozstvo zachytenych kvant svetla.

Jednym z adapta¢nych procesov je nefotochemické zhasanie (NPQ). Vd’aka danému
mechanizmu dokazu fotosyntetické organizmy optimalizovat’ fotosyntetickii drahu
vzhl'adom na meniace sa svetelné podmienky, umoziiuje najméd neskodne uvoltiovat
prijati svetelnl energiu, aby nedochadzalo ku poskodeniu fotosyntetického aparatu.
Existuje niekol’ko roznych typov NPQ: qE — proces zavisly na energii, ide o najéastejSiu
formu, qZ — zhasanie zavislé na zeaxantine, qT — jeho podstatou je presun svetlozbernych
antén medzi fotosystémom Il all, ql alebo fotoinhibicia — nastdva pri poskodeni
fotosystému II svetlom (Brooks et al., 2013). Spominané procesy su uz relativne dobre
preskimané a zname uz dlhsiu dobu. Brooks et al. (2013) popisali novy a dovtedy
neznamy typ nefotochemického zhasania, ktory dostal neskor oznacenie qH.

gH je pomaly relaxujtci typ nefotochemického zhasania zavisly na proteine SOQ
(pouZiva sa aj oznacenie SOQI). Tento protein brani spuStaniu daného procesu, pokial
je rastlina vystavend podmienkam s vysokou intenzitou svetla. Ako bolo neskor
preukazané, qH nie je zavislé na ziadnom z dovtedy znamych komponentov, ktoré st
potrebné na spravnu funkciu ostatnych typov NPQ. TaktieZ bola stanovend Struktira
proteinu SOQ1 ajeho lokaliz4cia v tylakoidnej membrane. Konkrétny mechanizmus
vzniku a regulacie qH este nie je znamy. Vyskumy ukazali potencialnych interakénych
partnerov proteinu SOQ1 vo svetlozbernych anténach PSII, ako aj z radov proteinov
pritomnych v okoli spominaného fotosytému II (Brooks et al., 2012).

Predchadzajuci skrining inzerénych mutantov A. thaliana v génoch pre svetlozberné
komplexy a niektoré d’al$ie proteiny, ktoré by potencialne mohli interagovat’ s proteinom
SOQ, stanovil svetlozbernii anténu Lhcb6 a protein s nezndmou funkciou (UIP) ako
najlepsich kandidatov na d’alie skiimanie procesu qH (Ilikova, nepublikované vysledky).
Stanovenie spravneho interakéného partnera pre protein SOQ by mohlo viest’ pochopeniu

jeho presnej funkcie, a tym aj postupnému pochopeniu celého mechanizmu qH.



V priebehu tejto prace boli vyselektované dvojité knockout mutanty soql Ihch6 a sogl
uip. Nasledne prebehla fyziologicka charakterizacia danych mutantnych rastlin so
zameranim na nefotochemické zhasanie pomocou fluorescencnej analyzy, vysledky boli

interpretované a diskutované v stvislosti s predchadzajucimi Studiami.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Fotosyntéza a Struktiara PSII

Fotosyntéza je komplexny proces spocivajuci v premene svetelnej energie na energiu
chemickych vézieb. V prirode sa vyskytuje oxygénna a anoxygénna fotosyntéza, pricom
Vv pripade oxygénneho typu je jednym z vyslednych produktov kyslik. V nasledujicich
kapitolach je popisany a charakterizovany prave tento typ fotosyntézy.

Fotosyntetické deje sa daji rozdelit’ na 2 fazy vzhl'adom na nevyhnutnost’ pritomnosti
svetelného ziarenia. Prva faza predstavuje reakcie zavislé na svetle, ktoré bez energie
dopadajucich fotonov nemoédzu prebichat. Ddlezitu tlohu vo svetelnej faze maju rézne
pigmenty, ktoru budu podrobnejSie opisané v nasledujucej kapitole. Pigmenty su
zdruzené do velkych pigment-proteinovych komplexov, pricom komplexy fotosystém I a
Il medzi sebou prenésaju elektrony a vysledkom je vznik energeticky bohatych molekul.
Produktmi svetelnych reakcii fotosyntézy si ATP, NADPH a O vznikajuci rozkladom
vody.

Pocas svetelnych reakcii st fotony dopadajiceho Ziarenia zachytavané svetlozbernymi
komplexmi a prenasané do reakéného centra fotosystému I a Il (PSI a PSII), kde je ich
energia vyuzitd na excitaciu molekuly chlorofylu a. V reakénom centre nasledne
dochadza ku separacii naboja a vysoko-energeticky elektron putuje systémom prenasacov
az na finalny akceptor NADP?, ktory je redukovany na NADPH. Elektrony su ziskavané
rozkladom vody v komplexe vyvijajucom kyslik pri PSII. Rozkladom vody a transportom
H* zo strémy chloroplastu do tylakoidného lumenu vznika protonovy gradient, ktory
vyuziva ATP syntiza na tvorbu ATP (Johnson, 2016). Fotosyntetické reakcie
prebiehajuce na svetle sa daji zakreslit ako Z-schéma fotosyntézy (Obr. 1). Prisun
excitacnej energie musi byt regulovany, pretoZe jej nadbytok spOsobi saturiciu
fotosyntetického aparatu. Molekuly chlorofylu a s dlhou dobou Zivotnosti excitacie mézu
preniest’ excitatni energiu na kyslik a vytvorit’ tak jeho reaktivne formy (ROS). ROS
nasledne moézu oxidovat’ iné molekuly, ¢o vedie k poskodeniu fotosyntetického aparatu
(Khorobrykh et al., 2020).

Druha faza fotosyntézy, zndma aj ako Calvinov cyklus alebo tmava faza, zahfna
reakcie, ktoré nepotrebuju svetelnu energiu, aby mohli prebiehat. Vysoko-energetické
molekuly (ATP, NADPH) vznikajtce pri svetelnych reakciach st v Calvinovom cykle
vyuzité pri fixacii CO2 a jeho redukcii na sacharidy. KI'icovym enzymom Calvinovho

cyklu je Rubisco, ktoré katalyzuje naviazanie CO; na 5-uhlikaty cukor ribulozu-1,5-
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Obr. 1 Z-schéma fotosyntézy zobrazujuca prenos elektronov z PSII na PSI. Elektrony sa
prenasaju v smere rastuceho redoxného potencialu. Najnizsi redoxny potencial maju excitované
molekuly chlorofylu a v jadre PSI a PSII, prevzaté (Masojidek, 2013) a upravené.

bisfosfat. Vzniknuty produkt sa rozpada na 2 molekuly 3-fosfoglyceratu. 3-fosfoglycerat
je nasledne niekol'’kymi krokmi premeneny na glyceraldehyd-3-fosfat. Vzniknuty produkt
je potom vyuzity pri syntéze glukdzy. Z 3 naviazanych molekl CO2 vznika 6 molekul
glyceraldehyd-3-fosfatu, pricom iba jedna je vyuzitd na d’al§iu syntézu. Zvysnych 5
molekal sluzi na regeneraciu ribuldza-1,5-bisfosfatu (Johnson, 2016).

Rastliny si vzhl'adom k neustale sa meniacim svetelnym podmienkam vytvorili systém
mechanizmov, ktoré im umoziuju prisposobit’ sa tymto zmendm. Patri sem aj
nefotochemické zhasanie, ktoré sa aktivuje v pripade, ze je svetelna intenzita prili§
vysokd, ateda excitacnej energie je privela. Tvori ho niekolko procesov, kazdy
s rozdielnymi vlastnost’ami, ale maji spolo¢ny ciel: uvolnovat’ prebyto¢nu energiu tak,

aby nedoslo k poskodeniu okolitych molekul (Li et al., 2009).

2.1.1 Chloroplast a svetlozberné pigmenty

Fotosynteticky aparat sliziaci na premenu svetelnej energie na chemicku sa v bunkach
rias a vyssich rastlin nachadza v Specifickych organelach nazyvanych chloroplasty. Tieto
organely s dvojitou membranou na povrchu obsahuju 2 hlavné sucasti: tylakoidnt
membranu, ktord obsahuje ATP syntdzu, svetlozberné komplexy a vSetky sucasti
svetelnych reakcii, astromu vyplhajicu prostredie medzi obalom a tylakoidnou

membranou. Stroma chloroplastu obsahuje enzymy Calvinovho cyklu (Mirkovic et al.,

2017).



Tylakoidnd membrana ma 2 podoby: tylakoidy gran a tylakoidy stroémy. Grana maju
tvar plochych diskov poukladanych na sebe do podoby stipca a nachadza sa v nich
predovsetkym PSII. Tylakoidy stromy su tenké kandly prepdjajuce grand a obsahuju
najmd PSI a ATP syntazu. PSI a PSII st najdodlezitejSie pigment-proteinové komplexy
Vv svetelnej faze fotosyntézy, pretoze obsahuju reakéné centrum, kde dochédza k separacii
naboja a samotnej excitacii elektronov. Tylakoidnd membrana a jej komponenty nie su
ulozené ndhodne, ale jej Struktura a pozicia vSetkych komponentov favorizuje efektivitu
zachytenia svetelnej energie a nasledny prenos elektronov (Ruban & Johnson, 2015).

Struktara tylakoidnej membrany sa moze menit’ v zavislosti na svetelnych
podmienkach prostredia. Zmeny zabezpecuju spravne fungovanie fotosyntetickych
procesov, vd’aka preskupovaniu proteinovych komplexov je zaistena ochrana vsetkych
sucasti, pripadne obnova poskodenych. Vdaka tomuto mechanizmu je zabezpecend
adaptacia fotosyntetickych organizmov na rozne okolité prostredie a meniace sa svetelné
podmienky (Kirchhoff, 2013).

Svetelna energia je zachytdvand pomocou asimila¢nych pigmentov. NajdoleZitejSim
asimilaénym pigmentom vysSich rastlin je chlorofyl a, ale vyznamne sa na asimilacii
podiela aj chlorofyl b. Zakladom $truktury molekuly chlorofylu je tetrapyrolovy kruh
S koordinacne viazanym atomom horcika. Rozne typy chlorofylov st vysledkom
odli$nych substituentov na tetrapyrolovom jadre. Dané pigmenty sa medzi sebou liSia
v chemickej $trukture, ¢o ma za nasledok rozne absorpéné spektra a rastlina tak dokaze
efektivne vyuzit' $ir$iu 8kdlu dopadajicich vinovych dizok. Chlorofyly a a chlorofyly b
absorbuju najlepsie svetlo v ¢ervenej a modrej oblasti viditeI'ného svetla (Mirkovic et al.,
2017).

Délezitth tlohu v procese fotosyntézy maju karotenoidy. Podobne ako chlorofyly
absorbuji modré svetlo, ale ich absorpéné maxima st o nieco posunuté (Obr. 2). Okrem
absorpcie svetla st dolezité ako ochrana pred Skodlivymi uc¢inkami nadmernej intenzity
svetla, pretoze su schopné neSkodne uvolfiovat nadbytoni excitaéni energiu
a podiel'aju sa na procesoch nefotochemického zhasania. Dalou vyznamnou funkciou
karotenoidov je vychytavanie reaktivnych foriem kyslika, ¢im chrania okolit¢ molekuly
pred oxidaénym poskodenim (Mirkovic et al., 2017; Edge & Truscott, 2004).

Karotenoidy je mozné rozdelit na 2 velké podskupiny: karotény a xantofyly.
Xantofyly sa liSia od karoténov pritomnostou atomu kyslika vo svojej Strukture a hraji

dolezita rolu pri zhasani prebytocnej energie. Ich absorpéné spektra maju také hodnoty,
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Obr. 2 Absorpcné spektrum chlorofylov a, b a karotenoidov. Absorpéné maxima chlorofylu a st
430 a 662 nm, chlorofylu b 455 nm a 644 nm (Croce & van Amerongen, 2014; Johnson, 2016).
Karotenoidy maju absorpéné maximé pri vinovych dizkach okolo 470 nm (Mirkovic et al.,
2017); prevzaté (Guidi et al., 2017) a upravené.

aby sa energia dokazala prenédsat’ z tripletového chlorofylu na molekulu xantofylu
a mohla tak byt uvol'nena (Latowski et al., 2011).

Svetelna energia je zachytena najmé svetlozbernymi anténami. Tieto obsahuju viac
molekul pigmentov ako reakéné centrum, teda dokdzu =zachytit' fotdén s vdcSou
pravdepodobnostou. Prenos energie z molekuly na molekuly sa uskutoéiuje v smere
klesajucej energie potrebnej na jej excitdciu. Pigmenty najvzdialenejSie od jadra
absorbuju najenergetickej$ie Ziarenie modrych vlnovych diZok a prenasaju ho smerom
k reak¢énému centru ku pigmentom, ktorych absorpéné spektrum je posunuté viac ku
dlh§im &ervenym vlnovym dizkam. S kazdym prenosom sa Gast energie strati vo forme

tepla (Mirkovic et al., 2017).

2.1.2 Fotosystém IT
Fotosystém II (PSII, P680) je proteinovy komplex nachddzajiici sa na tylakoidnej

membrane. Je tvoreny reakénym centrom, kde dochddza ku separécii naboja, ktoré je
obklopené svetlozbernymi anténami zachytavajucimi svetelnt energiu vo forme foténov.
Vyskytuje sa ako dimér, obsahuje vreakénom centre 2 molekuly chlorofylu
S absorpénym maximom 680 nm. Excitované elektrony st zachytivané primarnym
akceptorom feofytinom a d’alej st prenaSané na plastochindn. Sui¢ast'ou PSII je aj kyslik
vyvijajuce centrum (OEC), kde dochédza k oxidacii vody, ktord je pouzitd ako donor

elektronov pre chlorofyl v reakénom centre (Nelson & Yocum, 2006).



2.1.2.1 Jadro PSII

Struktira PSII sa da rozdelit na jadro (core), ktoré je obklopené vonkajsimi
svetlozbernymi anténami. Samotné jadro je tvorené priblizne 20 proteinovymi
podjednotkami, obsahuje reakéné centrum a vnutorné svetlozberné antény CP43 a CP47.
Reak¢éné centrum je tvorené proteinovymi podjednotkami D1 a D2. Obsahuje dokopy 6
molekul chlorofylu a a 2 molekuly feofytinu. Vnutorné antény CP43 a CP47 obsahuju
d’alSie molekuly pigmentu, konkrétne 13 a 16 molekul chlorofylu a spolu s niekol’kymi
beta-karoténmi. Tieto pigmenty prenasaji excitacnu energiu do reakéného centra, priCom
su od neho v dostatocne bezpecnej vzdialenosti, aby nedochadzalo k ich oxidacii po
separdcii naboja (Croce & van Amerongen, 2013).

Podjednotky D1 a D2 sa vyskytujii ako heterodimér a obsahuju naviazané vsSetky
kofaktory nutné pre spravnu funkciu fotochemickych reakcii, ktoré sa v jadre odohravaju.
Po separacii naboja v reakénom centre D1 podjednotka redukuje chlorofyl P680".
Elektrony na redukciu st ziskané z tyrozinového zvysku, ktory ich ziska spit’ z OEC (Shi
et al., 2004).

D1 podjednotka je vzhl'adom na vznikajice oxidujice produkty nachylnd na
poskodenie. Pokial je prijatej svetelnej energie prili§ vel'a, méze dojst’ k tvorbe ROS, bud’
na donorovej strane PSII v OEC, kde vznika molekularny kyslik, alebo na akceptorove;j
strane PSII, kde su elektrony prijaté plastochinonom (Aro et al., 1993).

Po absorpcii svetelného kvanta dochddza ku excitacii molekuly chlorofylu a.
Relaxacia excitovanej molekuly do zakladného stavu moZe nastat’ viacerymi sposobmi

(Obr. 3). Energia moze byt vyziarena vo forme fotonu dlhsej vlnovej dizky alebo vo
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Obr. 3 Mozné sposoby de-excitacie chlorofylu; prevzaté (Miiller et al., 2001).



forme tepla, mdZe dojst’ ku separacii naboja v reakénom centre na molekulach P680* s
naslednym fotochemickym reakciam (dej nazyvany aj fotochemické zhasanie), alebo
moze dojst’ k zmene singletového stavu molekuly chlorofylu na tripletovy. Tripletovy
stav je neziaduci, pretoze takato molekula chlorofylu dokaze excitovat’ okolité molekuly
kyslika a vznikaja jeho rozne reaktivne formy (Miiller et al., 2001). Aby sa zabranilo
tvorbe ROS a moznému oxida¢nému poskodeniu PSII, rastliny si vyvinuli niekol’ko
mechanizmov na neskodnu disipaciu prebytocnej excitacnej energie vo forme tepla, ktoré

sa spolu nazyvaju nefotochemické zhasanie (vid’ kapitola 2.1.3).

2.1.2.2 Svetlozberné antény — LHCI |

Druhou stc¢astou fotosystému II st svetlozberné antény (LHCII). Ide o velké pigment-
proteinové komplexy zlozené z niekol’kych podjednotiek, z ktorych kazda viaze molekuly
pigmentov zachytavajicich svetelnt energiu, ¢im dok4zu zabezpecit maximalny zisk
energie aj pri nizkej svetelnej intenzite. Excitatna energia je nasledne prenesend od
vonkajsich svetlozbernych antén smerom k reakénému centru, pri¢om sa uplatiiuje tzv.
koncept lievika (Koufil et al., 2011) .

LHCII proteiny su tvorené roznymi izoformami proteinov LHCB1-6. Majoritné
svetlozberné antény su tvorené produktmi génov LHCB1-3, pri¢om tieto proteiny tvoria
heterotriméry. Zvys$né 3 proteiny LHCB4-6 tvoria minoritné svetlozberné antény, ktoré
sa vyskytuju ako monoméry. LHCB4 protein je znamy aj ako CP29, LHCBS tvori
minoritnu anténu CP24 a gén LHCBG6 koéduje anténu CP24 (Jansson, 1994).

V ramci fotosystému II mdze byt s reakénym centrom asociovanych niekolko
vonkajsich svetlozbernych komplexov LHCII. Ich preskupovanie medzi PSII a PSI je
podstatou qT typu nefotochemického zhaSania, a tak sluzia na rovnomernt excitaciu
oboch fotosystémov. VonkajSie svetlozberné komplexy tvoria spolu s jadrom
superkomplex PSII. NajcastejSie vyskytujicou sa formou superkomplexu je C2S:M2. C2
oznacuje dimér jadra PSII, Sz reprezentuje triméry LHCII proteinov kodovanych génmi
LHCB1 a LHCB2, pri¢om tieto su silne naviazané na jadro. Poslednou stcast'ou je Mo,
alebo dva triméry, ktoré su slabSie naviazané na jadro a su tvorené proteinmi LHCB1-3

(Boekema & Semchonok, 2019).



2.2 Nefotochemické zhaSanie a procesy s nim spojené

Energeticky vytazok fotosyntézy =zavisi od intenzity svetla dopadajuceho na
fotosyntetizujuce pletivo. S rasticou intenzitou sa zvysuje az do momentu, kedy je
excitacnej energie prili§ vel'a a vSetky primarne akceptory si obsadené. Vtedy moze
nastat’ poskodenie PSII v dosledku prenosu energie na kyslik a vzniku ROS. V prirode sa
intenzita osvetlenia neustdle meni, Comu sa rastliny museli prispdsobit. V priebehu
evolucie sa vyvinuli mechanizmy nefotochemického zhéasania, ktoré ma za ulohu zhasat’
excitované molekuly chlorofylu vo svetlozbernych anténach, aby sa znizilo mnozstvo
energie prenaSanej do reakéného centra. Patri sem niekol’ko procesov, ktoré sa lisia na

zaklade potrebnych komponentov na spravne fungovanie a aj na zaklade roznej kinetiky

(Melis, 1999).

2.2.1 Zhasanie zavislé na energii - qE

Ide o najrychlejsi, najcastejsie sa vyskytujici a najpreskimanejsi proces. Zhasa az 75 %
absorbovanej prebyto¢nej energie a jeho aktivacia a relaxacia prebieha v ramci sekind az
minat (Demmig-Adams et al., 1996). Je to primarny mechanizmus, ktorym sa rastlina
vyrovnava s roznou intenzitou svetla. qE je spustané nizkym pH v lumene tylakoidu,
ktoré vznika, ked’ je protonovy gradient tvoreny rychlejSie, ako dokaze byt vyuzivany
ATP syntazou. pH gradient vznika na svetle a ¢im je vyssi, tym vysSia je aj miera qE,
ktoré prebytocnt energiu uvolni ako teplo. Okrem nizkeho pH v lumene tylakoidu je
stcastou qE aj xantofylovy cyklus a 22-kDa protein PsbS. V désledku nizkeho pH
dochadza ku aktivacii enzymu violaxantin deepoxiddza (VDE), ktory premiena
violaxantin na zeaxantin (Li et al., 2002).

PsbS patri medzi LHC proteiny, ale odliSuje sa od proteinov tvoriacich svetlozberné
komplexy tym, ze neobsahuje pevne naviazané molekuly chlorofylu (Fan et al., 2015).
Samotné nefotochemické zhaSanie neprebieha na tomto proteine, sluzi skor ako jeho
regulator. Boli objavené glutamatové zvysky siahajice do lumenu tylakoidu, vd’aka
ktorym dochédza pri zmene pH ku zmene konformacie proteinu PsbS, ¢im sa reguluje qE
(Li et al., 2002). Presny sposob, akym dochadza ku regulacii qE, eSte nie je znamy.
Niektoré modely opisuju ako mozny princip qE procesu zmeny v tvorbe agregatov LHCII

svetlozbernych antén (Brooks et al., 2013).

2.2.1.1 Xantofylovy cyklus
Jednym zo zdkladnych mechanizmov, ako sa rastliny chrénia nielen voc¢i u¢inkom

nadmernej intenzity svetla, ale aj stresu zo sucha, chladu, ¢i zasolenia, je xantofylovy



cyklus. V désledku stresu dochadza k tvorbe a hromadeniu reaktivnych foriem kyslika,
ktoré napadaju okolité molekuly a m6zu viest’ az k bune¢nej smrti (Lennon et al., 1991).
Xantofylovy cyklus odbtrava aj reaktivne formy kyslika vznikajuce v désledku vysoke;j
svetelnej intenzity a je sucast'ou procesov nefotochemického znasania qE a qZ (Latowski
etal.,, 2011).

Doteraz bolo popisanych 6 typov xantofylového cyklu, pricom typ zavisly na enzyme
violaxantin de-epoxidaza (VDE) je najrozSirenejsi a najpreskiimanejsi (Latowski et al.,
2011). V kazdom druhu xantofylového cyklu dochadza k premene epoxidovanych foriem
xantofylov na de-epoxidované, pricom tato premena je zavisla na pritomnosti svetla a
ul'ah¢uje disipaciu prebytocnej energie (Latowski et al., 2004; Miiller et al., 2001).

V najznamejSom type, v cykle zavislom na violaxantin de-epoxidaze, je hlavnym
produktom vznikajicim na svetle zeaxantin (Latowski et al., 2011). KI'ai€ovym enzymom
je violaxantin de-epoxidaza, ktord premiena violaxantin na zeaxantin. Zatial' ¢o
violaxantin je schopny absorpcie a prenosu svetelnej energie na iné molekuly, zeaxantin
nie. Pokial’ zeaxantin prijme excitaénu energiu, jediny sposob jeho relaxacie je disipacia
tejto energie vo forme tepla. VDE je aktivovana nizkym pH v lumene, ktoré je dosledok
vysokej svetelnej intenzity a sposobuje dimerizaciu enzymu a jeho naviazanie na kofaktor
kyselinu askorbovu. Nizke pH tiez umoziiuje enzymu naviazanie na LHCII komplexy,
kde sa nachadzaj xantofyly. Energia sa prenasa z excitovaného chlorofylu na zeaxantin
a je neSkodne uvolnend vo forme tepla. Medzikrokom pri premene violaxantinu na
zeaxantin je antheraxantin. Pri skonceni posobenia stresovych podmienok sa zeaxantin
premieia naspat’ pomocou enzymu zeaxantin epoxidazy (Obr. 4) (Latowski et al., 2004;
Misra et al., 2006).

2.2.2 Zhasanie zavislé na zeaxantine - qZ

Tento typ zhaSania potrebuje na svoju indukciu zeaxantin. Na rozdiel od qE na jeho
indukciu nie je potrebny protein PsbS a ani nizke pH v lumene, pokial’ je zeaxantin uz
pritomny. Ma pomalSiu kinetiku nez qE, aktivuje a deaktivuje sa Vv priebehu
15 — 30 minut. Kinetika gZ je podobna qT (vid’ niz$ie), ale na rozdiel od qT nepotrebuje
STN7 kinazu (Nilkens et al., 2010). Dlhsia doba relaxacie moze v rastline sluzit' na
zapamdtanie si svetelnych podmienok, a tak pripravit' jedinca na dlhsi cas pri vysokej
svetelnej intenzite (Brooks et al., 2012). gZ pravdepodobne prebieha v LHCII anténach,
V miestach, kde sa vyskytuju naviazané xantofyly pomalSie premiefiané na zeaxantin. Ide

hlavne o0 minoritné svetlozberné komplexy, kde dochadza k pomalSej konverzii
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xantofylov. qZ je zodpovedné za konformacnu zmenu v Struktire minoritnej antény
CP26, ku ktorej dochadza po substiticii violaxantinu zeaxantinom (Dall’Osto et al.,

2005).
2.2.3 Stavové prechody - qT

Stavové prechody sluZzia na udrzanie rovnovahy v excitacii PSI a PSII. Oba fotosystémy
maju mierne odliSné absorpéné spektrum a Vv neustile sa meniacich svetelnych
podmienkach moéze nastat’ stav, ked mé jeden fotosystém viac dostupnych foténov
potrebnej vinovej dizky pre jeho excitaciu. Proces T umozituje optimalizovat’ efektivitu
a energeticky vynos fotosyntézy pri roznej intenzite dopadajiaceho svetla s rozdielnymi
vlnovymi dizkami (Murata, 1969).

Rovnovazna excitacia PSI a PSII je dosiahnuta pomocou migracie a asociacie rozneho
poctu LHCII komplexov medzi fotosystémami. V tme, pri d’alekom cervenom svetle
a silnom osvetleni, si LHCII asociované s PSII (stav 1). Pokial’ je PSII preferovane
excitovany, napr. pri slabom osvetleni, LHCII sa presunt k PSI (stav 2) (Anderson &
Andersson, 1988). Stavové prechody neprebichaju v podmienkach s vysokou intenzitou
osvetlenia, pretoze dochadza k inaktivacii STN7 kinazy ako kI'i¢ového enzymu (Schuster
et al., 1986).

qT je aktivované ako odpoved’ na redukovany plastochinénovy ,,pool* (PQ pool). PQ
pool je tvoreny molekulami plastochindnu, patri k najvyznamnejSim prenaSacom

elektronov vo svetelnej faze fotosyntézy - zabezpeCuje prenos elektronov od PSII na
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Obr. 4 Xantofylovy cyklus; prevzaté (Misra et al., 2006) a upravené.
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cytochrom bef komplex. Pokial je PSII preferovane excitovany, PQ pool je redukovany.
Interakcia redukovaného plastochinénu a cytochrom bef komplexu ma za nasledok
reverzibilna fosforylaciu niektorych LHCII komplexov a ich presun k PSI. Fosforylacia
prebicha pomocou enzymu STN7 kindza, ktora sa nachadza blizko cytochrom bsf
komplexu (Vener et al., 1997; Zito et al., 1999). Pokial’ sa podmienky zmenia a PSI je
preferovane excitovany, PQ pool je oxidovany a STN7 kinaza sa deaktivuje. LHCII
proteiny st defosforylované pomocou enzymu PPH1/TAP38 fosfataza (Pribil et al., 2010;
Shapiguzov et al., 2010).

2.2.4 Fotoinhibicia - gl
Fotoinhibicia méze byt chapana ako pojem majici dva vyznamy. Ide predovsetkym o
vyjadrenie poskodenia jadra PSII nadmernym osvetlenim. Zahina niekol'ko
mechanizmov, z ktorych ziadny nie je dokonale preskimany a ich presna funkcia ostava
nateraz zdhadou. Pokial’ sa pojem fotoinhibicia pouzije v stuvislosti s NPQ, oznacuje
pomalé reverzibilné procesy, ktorych cielom je znizit' efektivitu PSII (Osmond, 1994;
Adams Il et al., 2008).

ql je najpomals$i mechanizmus, ktorého postupnd deaktivacia prebieha az hodinu,
a nastava v pripade odpovede na stres sposobeny vysokou intenzitou svetla alebo teplotou
(Powles, 1984; Osmond, 1994). Najnachylnejsia na poskodenie je D1 podjednotka jadra
PSIl (Ohad et al., 1984). Jedna z potencialnych funkcii ql méze byt regulované
znizovanie expresie fotosyntetickych génov a blokovanie reakéného centra PSII (Adams
et al., 2013). Pokial’ d6jde ku zablokovaniu fotochemickych reakcii v jadre PSII,
nevznikaju ROS. gl chrani pred oxidativnym stresom a nepriamo uchovava neposkodeny
aj PSI, pretoze je obmedzeny prisun elektronov od PSII (Tikkanen et al., 2014).

Rastliny neustdle nahradzaji a opravuju poskodené D1 podjednotky, aby nebol
ovplyvneny vytazok fotosyntézy. Mechanizmus vymeny D1 podjednotky je zlozity,
pretoze musi dojst’ k rozpadu jadra PSII, prenosu jednotlivych sucasti do stromalnych
tylkoidov, nahradeniu nefunkcnej podjednotky novym proteinom a transport celého
komplexu naspit’ do gran (Yokthongwattana & Melis, 2008). Na obnove D1 podjednotiek
sa podiel’a niekol’ko proteinovych faktorov lokalizovanych na tylakoidnej membrane
a v lumene. Menovite ide o LQYI1, HHL1 a MPH2 (Jin et al., 2014; Liu & Last, 2017;
Luetal., 2011).

Ochrannu funkciu pred nadmernou intenzitou svetla ma aj relativne novy proces

spadajuci do kategorie NPQ, ktory bol nazvany qH. qH mé podobnu rychlost’ aktivacie
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a relaxacie ako ql. ql sa sklada z niekol’kych procesov, pricom qH by sa dalo povazovat’
za jeden znich. Ako samostatny typ NPQ bolo qH oznacené na jeho odliSenie
avymedzenie vramci fotoinhibiénych procesov. qH ma vlastné charakteristiky

a molekularne mechanizmy, ktoré umoznuju jeho funkciu, no nie vSetky st uz zndme
(Malnoé et al., 2018).
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2.3 Charakteristika gH

qH je pomaly reverzibilny typ nefotochemického =zhaSania prebiehajuceho vo
svetlozbernych komplexoch PSII, ktory bol popisany a objaveny relativne nedavno. Jeho
sucast'ou je dovtedy nezndmy protein nazvany SOQ1. SOQ1 sluzi na potlacenie tohto
typu zhasania, pokial’ sa rastlina nenachadza v stresovych podmienkach sposobenych
vysokou svetelnou intenzitou (Malnog, 2018).

Protein SOQI1 bol popisany prvy raz v ramci screeningového experimentu u npg4
mutantnych rastlin A. thaliana vystavenych EMS mutagenéze (Brooks et al., 2013).
Mutant npg4 nema spravne fungujuci qE proces, pretoze nedokaze spravne syntetizovat’
PsbS protein. Ciel'om vyskumu bolo takéto rastliny podrobit” EMS mutagenéze a objavit’
d’alsie proteiny potencialne stavisiace s NPQ. Spomedzi niekol’ko tisic vzoriek niektoré
jedince vykazovali vys$iu uroveit NPQ ako ich rodi¢ovské rastliny. Naslednou analyzou
boli vylu¢ené vzorky obsahujiice mutacie v znamych komponentoch pre NPQ a ostali
vzorky, u ktorych bola identifikovanad mutacia v neznamom proteine. Tento protein bol
pomenovany SUPRESSOR OF QUENCHING 1 (SOQ, SOQ1), vzhl'adom na jeho
funkciu, ked’Ze potlacuje prave nefotochemické zhasanie typu qH (Brooks et al., 2013).

Okrem nevyhnutnej inaktivacie proteinu SOQ1 je na indukciu qH potrebny maly
protein plastidovy lipokalin (LCNP). LCNP sa nachadza v tylakoidnom lumene a jeho
expresia sa zvySuje pocas stresu zo sucha, ¢i pri vysokej intenzite svetla, ¢im pomaha
chranit’ bunku pred tvorbou ROS aich negativnym vplyvom (Malnoé€ et al., 2018).
Lipokaliny st skupina proteinov viaZzucich malé¢ hydrofobne molekuly, ktoré sa
nachadzaju v ré6znych organizmoch od baktérii po rastliny (Grzyb et al., 2006). Expresia
LCNP narasta, pokial’ je bunka vystavena abiotickému stresu zo sucha a chladu
(Levesque-Tremblay et al., 2009).

Stucasny model funkcie qH predpovedd negativny u¢inok SOQ1 proteinu na LCNP,
ktory tak nedokéze modifikovat lipidové zlozky tylakoidnej membrany, nedochadza ku
konformaénym zmenam na LHCII anténach aqH je potlacené. V stresovych
podmienkach je vplyv SOQ1 eliminovany a LCNP moéze indukovat qH zhasanie.
Deaktivacia qH prebieha pomaly a je sprostredkovana na stromalnej strane tylakoidne;j
membrany proteinom ROQHI1, ktory patri medzi dehydrogenazy-reduktazy (Amstutz et
al., 2020; Malnog, 2018).
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2.3.1 Vztah qH s ostatnymi typmi NPQ

Po identifikacii nového typu NPQ prebiehali experimenty na zistenie, ¢i dany typ ma
stvis s dovtedy zndmymi mechanizmami. Ked'Zze qH bolo objavené v npg4 mutantnych
rastlinach, tento proces urcite nezavisi na pritomnosti proteinu PsbS. Zvy$né komponenty
nevyhnutné pre spustenie qE boli testované ako prvé. sogl mutant bol vystaveny
nigericinu, ktory brani tvorbe pH gradientu naprie¢ tylakoidnou membranou. Vysledky
ukazali, ze v porovnani s WT rastlinou mal mutant vyssiu troven NPQ, teda qH vyvolané
absenciou funkéného SOQL proteinu nie je zavislé na protdnovom gradiente (Brooks et
al., 2013).

Nasledne sa sogl mutant skrizil s mutantmi npgl anpg2, ktoré maji naruSent
premenu violaxantinu na zeaxantin, teda nemaju funként qE a qZ zlozku NPQ. Dvojité
mutanty soql npgql a soql npg2 nemali funkéné qE a qZ zhasanie, ale procesy s dlhou
relaxaciou, medzi ktoré patri qH, boli u danych rastlin pritomné s vy$§imi hodnotami nez
u rodicovskych rastlin. qH preto nema suvis s xantofylovym cyklom. Testy pokracovali
meranim mnozstva karotenoidov a xantofylov u soql mutanta, ale nenasli sa ziadne
vyrazné rozdiely, ¢o taktieZ potvrdzuje predchadzajuce vysledky (Brooks et al., 2013).

Treti experiment mal ukazat' suvis medzi qH a qT. soql mutant bol skrizeny s stn7
mutantom, ktory ma nefunként STN7 kindzu nevyhnutntl na fosforylaciu svetlozbernych
antén a vznik qT (Bellafiore et al., 2005). Dvojity mutant mal opét’ vyssiu hladinu NPQ
nez jednoduchy stn7 mutant, teda qH nestvisi so stavovymi prechodmi (Brooks et al.,
2013).

Na zaver sa zistovala miera poSkodenia a regeneracie D1 podjednotky PSII pri
vysokej intenzite svetla. Linkomycin blokuje syntézu chloroplastovych proteinov, ¢im
brani aj nahradzovaniu nefunkénych podjednotiek PSII a indukuje silné gl zhasanie.
Vysledky ukazali takmer identické spravanie WT a mutanta soql, dokonca NPQ mutanta
bolo o0 nie¢o vyssie. qH tak nema suvis so ziadnym z predosle znamych komponentov

nevyhnutnych pre aktivaciu procesov nefotochemického zhasania (Brooks et al., 2013).

2.3.1 Struktira proteinu SOQ1
SOQ1 je 114-kDa chloroplastovy transmembranovy protein zlozeny z 1055

aminokyselin. Detailna Struktira nie je znama, avSak je zloZzeny z 3 domén
nachadzajtcich sa na oboch stranach tylakoidnej membrany a C-terminalneho fragmentu
obsahujiceho 159 aminokyselinovych zvyskov (Obr. 5). Je kdédovany génom SOQ1
(At1G56500) a nachadza sa na chromozoéme 1 u A. thaliana. Pévodny mutantny fenotyp
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v experimentoch Brooks et al. (2013) bol spdsobeny bodovou mutaciou v danom géne,
ktord ma za nasledok predcasné ukoncenie proteosyntézy a nefunkény génovy produkt.
Inzerény mutant soql-3 (SALK 139953c) pripraveny vlozenim T-DNA do sekvencie
génu ma za nasledok presne rovnaky fenotypicky prejav a pouziva sa na d’alsi vyskum,

okrem iného aj v tejto praci (Brooks et al., 2013; Malnoég, 2018).

2.3.1.1 Domény proteinu SOQ1
1. Haloacidicka dehalogenazova hydrolaza (HAD)
HAD je skupina enzymov, ktoré pouzivaju aspartatovy zvysok ako nukleofil
v aktivnom mieste a pdsobia na rdézne substraty. Ich funkcia je velmi
roznorodad a spociva v prenose fosforylovych skupin. Patria sem fosfatazy,
ATPazy, fosfonatazy, fosfomutazy cukrov. Pre spravnu funkciu HAD enzymu
je potrebny aspartat sliZiaci ako nukleofil a Mg?* ako kofaktor (Burroughs et
al., 2006; Koonin & Tatusov, 1994). HAD doména proteinu SOQ1 sa nachadza
V strome a nie je nevyhnutna pre plny NPQ fenotyp. Najvyssia substratova
Specificita sa ukazala pre fosforylované cukry, konkrétne pre ribdza-5-fosfat
a pre fosforylované fruktdzy. Presna Struktira HAD domény z proteinu SOQ1
este nebola ziskana (Brooks et al., 2013).
2. Tioredoxinova doména (Trx)

Trx doména sa nachadza v lumene a je nevyhnutna pre spravnu funkciu gH
(Brooks et al., 2013). Tioredoxiny st vo v§eobecnosti konzervované enzymy,
ktoré katalyzuju reverzibilnu formaciu disulfidickych vidzieb v proteinoch,
¢im sposobuju ich konformacéné zmeny vedutce k ich aktivacii (Martin, 1995).
Trx doména, ktord je sucast'ou proteinu SOQ1, obsahuje tioredoxinovy ,,fold*
a aj netypicky konzervovany CCINC motiv vo svojom aktivnom mieste
(Brooks et al., 2013). Cela Struktira domény pozostava z5 [-vlakien
usporiadanych do centralneho jadra, ktoré je obklopené 6 a-helixmi. Trx
doména proteinu SOQ1 sa 1isi od klasického Trx-foldu, pretoze obsahuje
navySe 2 a-helixy, a nachadza sa na vrchnej strane NHL domény, s ktorou je
spojena sluc¢kou o dizke 28 aminokyselinovych zvyskov. Medzi oboma
doménami dochadza k tvorbe niekolkych vodikovych vidzieb, ¢o vedie k
ich lepSej interakcii (Yu et al.,, 2021). Cysteinové zvysky obsiahnuté
v aktivnom mieste katalyzuju premenu disulfidov a spdsobuju redukciu,

pripadne oxidaciu daného proteinu, ¢im prispievaju k prenosu redoxného
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potencidlu naprie¢ membranami (Holmgren, 1985). V pripade mutécii
v CCINC motive protein SOQ1 nie je schopny potlacat’ qH, ¢o viedlo
k nazoru, ze mechanizmus jeho pdsobenia je spity s redoxnou regulaciou
cielovych proteinov (Brooks et al., 2013).

B-propeller (NHL)

Podobne ako predchadzajtica Trx doména sa NHL doména nachadza v lumene
aje nevyhnutna pre plnt funkciu SOQ1 proteinu (Brooks et al., 2013).
Obsahuje 6 B-skladanych sucasti usporiadanych okolo centralneho kanala,
pricom kazda bola tvorend réznym poctom [-listov. 5 casti obsahuje 4
obyCajné antiparalelné [B-listy aposledna, 6. sucast’ je zlozena len z3
antiparalelnych f-vlakien. Poslednd sucast’ obsahuje dlha C-terminalnu
Struktiru spdjajicu okrajové Casti a uzatvarajicu celd Struktiru do kruhu.
Okruh aminokyselinovych vlakien obklopuje centralny prazdny priestor s 2
otvormi na povrchoch NHL domény. Vzhl'adom na pritomnost vodikovych
vézieb sl otvory na oboch stranach odlisné. Vrchny otvor domény je mensi
a plytkejsi nez spodny. NHL doména sa nachadza uprostred medzi Trx
doménou a C-terminalnym fragmentom (Yu et al., 2021). Tento $truktirny
motiv vac¢Sinou slizi na vézbu substratu alebo protein-proteinové interakcie.
Funkcie proteinov s NHL doménami st vSak rozne, od katalyzy, signalizécie,
viazania ligandov az po interakcie s okolitymi proteinmi (Chen et al., 2011).
Presny mechanizmus interakcie NHL domény s ostatnymi Cast’ami proteinu
SOQ1 este nie je znamy. Mutacie sposobené v sekvencii aminokyselin NHL
domény vedu k strate funkcie SOQ1 proteinu a brania potlaceniu qH (Brooks
etal., 2013).

2.3.2 Interakcia medzi SOQL1 a ostatnymi tylakoidnymi proteinmi

SOQ1 protein sa nachddza na tylakoidnej membrane a reguluje qH typ nefotochemického

zhaSania. Pre spravne fungovanie celého procesu musi dochadzat’ k interakcii s ostatnymi

proteinmi nachddzajicimi sa v jeho okoli. Vyskumy ukézali, ze SOQ1 ma urcity doteraz

presne nezndmy vplyv na organiziciu proteinov na tylakoidnej membrane. Ked'Ze sa

zapdja do procesu NPQ, je velkd pravdepodobnost’ interakcie medzi nim a LHCII

anténami, no konkrétny typ interakcie a konkrétny partnersky protein zatial’ nie je znamy.

Pomocou yeast-two-hybrid experimentu boli identifikované 2 dalSie proteiny, ktoré

ukazovali ur¢iti mieru interakcie s proteinom SOQ1. I$lo o slabu interakciu s proteinom
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Obr. 5 Schematické rozlozenie jednotlivych domén proteinu SOQ1 na tylakoidnej membrane;

prevzaté (Brooks et al., 2013) a upravené.

HCF136, ktory sa nachadza v lumene a zic¢astiuje sa skladania komplexu PSII s jeho

obnovou, a o nieco silnejsiu interakciu s At2g26340, ¢o je maly lumenalny protein

s neznamou funkciou (Brooks et al., 2012). Tento zatial neanotovany protein je pre

potreby tejto prace d’alej oznacovany ako ,,unknown interacting protein* (UIP).
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2.4 Chlorofylova fluorescencia a zhasacia analyza
Meranie chlorofylovej fluorescencie je jednou z najpouzivanejsich technik pri stanoveni
celkovej vykonnosti fotosyntézy. Pri absorbcii svetla chlorofylom existuju 3 potencialne
sposoby vyuzitia jeho energie: 1. fotochemické reakcie; 2. disipacia prebyto¢nej energie
vo forme tepla; 3. emisia fotonu dlhej vinovej dizky, teda fluorescencia. Vietky 3
procesy su v neustalej konkurencii a zvySenie hodnét jedného vedie k poklesu iného
a naopak. Vd’aka tomu sa pri zisteni parametrov jedného procesu dokazu urcit’ ostatné.
Fluorescencia je najlahSie meratelna apodava obraz o celom fotosyntetickom
fungovani listu. Iba veI'mi malé mnoZzstvo energie je vyziarenej vo forme fluorescencie
zanormalnych podmienok (1-2 % prijatého svetla). Emisné spektrum chlorofylu je oproti
jeho absorpénému spektru posunuté k dlh§im vinovym dizkam. Intenzita vyZziareného
svetla sa d4 zmerat pomocou detektora, ktory snima len emitované vlnové dizky

(Maxwell & Johnson, 2000).

2.4.1 Dolezité parametre pri merani chlorofylovej fluorescencie

Na analyzu funkcie fotosyntetického aparatu je potrebné odlisit fotochemické
a nefotochemické zhasanie. Fotochemické zhaSanie sa moze zredukovat' po pridani latok
inhibujucich fotochemické reakcie, napr. Diuron. V sucasnosti sa tdto metdda nevyuziva,
pretoze ich aplikdcia je nepraktickd. Namiesto nich sa pouzivaji rézne intenzity
svetelnych zableskov v r6znom ¢asovom trvani (Maxwell & Johnson, 2000).

Meranie chlorofylovej fluorescencie za¢ina adaptovanim rastliny na tmu pocas doby
okolo 30 mintt. Ako prvé sa zapne svetlo s prili§ nizkou intenzitou, aby sa spustila
fotosyntéza, no umozni zmerat minimalnu hodnotu fluorescencie - Fo. Nasledne sa
aplikuje silny svetelny zablesk (saturany pulz), ktory uzavrie vSetky reakéné centra
(Murchie & Lawson, 2013). Pokial’ primarny plastochinénovy akceptor Qa prijme
elektron v ramci fotosyntetického transportu od PSII, nemdze prijat’ d’alsi, az kym prvy
prijaty neodovzda nasledujiicemu prenasacovi. Dalsi excitovany elektron v reakénom
centre PSII tak nemoze byt presunuty zchlorofylu dalej, takze nedochadza
k fotochemickej reakcii. Excitatna energia sa vyzaruje vo forme fluorescencie
V maximalnej moznej miere, pretoZze jej nekonkuruje Ziadna fotochemickd reakcia
a neprebiehaju ani Ziadne procesy NPQ. Zmeria sa hodnota maximalnej fluorescencie F.

Nasledne je rastlina vystavend kombinacii kontinualneho svetla s niz§ou intenzitou
oproti saturaénym pulzom a Vv urCenych intervaloch sa opat’ aplikuji saturacné pulzy.

Aktinické svetlo je dostatocne intenzivne, aby v jeho pritomnosti prebiehala fotosyntéza,
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takze v priebehu par minut dojde K postupnej oxidacii fotosyntetického aparatu, reakéné
centrd sa otvoria aintenzita fluorescencie sa vrati do Standardnych hodnét. Ide
o0 fotochemické zhasanie fluorescencie, pretoze rastie podiel absorbovanej energie
vyuzitej na fotochemické reakcie (Murchie & Lawson, 2013).

Spolu s fotochemickym zhasanim rastie aj intenzita nefotochemického zhasania, kedy
sa energia uvolni vo forme tepla. Po ubehnuti urcitého ¢asu, ktory je druhovo Specificky,
ale vd¢sinou v rozmedzi 15 - 20 minut, nastane rovnovaha vsetkych procesov (Obr. 6)
(Johnson et al., 1990; Maxwell & Johnson, 2000).

Po dosiahnuti rovnovahy sa ziska hodnota ,,steady-state* fluorescencie, ktora sa uz
d’alej v ¢ase nemeni. F’m oznacuje hodnotu fluorescencie, ktora sa ziska pri aplikacii
saturaénych pulzov pocas osvetlenia, a odpoveda hodnote Fim zniZenej o nefotochemické
zhéSanie.

Dalsim délezitym parametrom je Fy, teda fluorescencia v danom ¢&ase t, a poslednym

Casto pouzivanym parameter je Fo, o odpoveda intenzite fluorescencie bez pritomnosti

Fm Fm

L_Fv

Fo

1 T I

fuorescencia  Saturacny Zapnutie aktinického Saturacny
pulz svetla pulz

Obr. 6 Schematicky priebeh experimentu pri merani parametrov chlorofylovej fluorescencie s
rastlinou adaptovanou na tmu. Na zaciatku sa zmeraji minimalna a maximalna hodnota
fluorescencie a vypocita ich rozdiel Fyv. Po zapnuti aktinického svetla sa hodnoty fluorescencie
znizia a dosiahne sa rovnovéaha. Na rastline uz adaptovanej na svetlo sa zmeraju opat’ minimalna
a maximalna fluorescencia po aplikacii saturaénych pulzov a ich rozdiel sa oznacuje Fy‘; prevzaté
(Murchie & Lawson, 2013) a upravené.
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fotosynteticky aktivneho svetla, ktoré ma vel'mi slabu intenzitu a slizi iba na indukciu

fluorescencie. (Maxwell & Johnson, 2000)

2.4.2 ZhaSacia analyza

ZhaSacia analyza je jeden ztypov merania chlorofylovej fluorescencie, na zaklade

ktorého sa daju vyhodnotit’ parametre charakterizujice fotochemické a nefotochemické

procesy:
1. Fotochemické procesy
Obraz o prebiehajucich fotochemickych procesoch podavaju parametre F'm
a Ft. Na ich zaklade sa da stanovit’ kvantovy vytazok fotochémie PSII. Udava
podiel svetla absorbovaného PSII, ktoré bolo vyuzité na fotochemické reakcie,
a teda indikuje stav celkovych fotosyntetickych procesov (Genty et al., 1989).
Kvantovy vytazok sa vypocita takto:

Pps;p = (F'ip— Fo)/F'my
Podobne ako kvantovy vytazok fotochémie PSII je ddlezitym parametrom
hodnota fotochemického zhasania qP. qP uddva mnozstvo reakénych centier
PSII, ktoré su otvorené. Zmeny tohto parametra nastavaji po zatvoreni
reakénych centier v dosledku prili§ vysokej intenzity svetla. Fotochemické
zhéSanie sa vypocita podl'a nasledujiiceho vzt'ahu:
qP = (F' — F)/(F'm— F'o)

Podiel medzi kvantovym vytazkom fotochémie PSIl a fotochemickym
zhasanim reprezentuje posledny dolezity parameter: Fv/Fm. Udava hodnotu
maximalnej efektivity PSII, teda kvantovy vytazok pri 100 % otvoreni
reakénych centier. Tento parameter v pripade rastlin adaptovanych na tmu
ukazuje potencialny vykon PSII a celkovej fotosyntézy. Standardna hodnota
Fu/Fm sa pri vacsine rastlinnych druhov pohybuje na trovni 0,83 (Bjorkman &
Demmig, 1987). Pokial' je hodnota nizSia nez Standardnd, rastlina sa bud’
nachddza v stresovych podmienkach ovplyviiujucich funkciu PSII, napr.
poskodenie prili§ vysokou svetelnou intenzitou, vysoka teplota, atd’., alebo je
to dosledok pretrvavajiacich NPQ procesov relaxujucich vel'mi pomaly (Genty
et al., 1989; Johnson et al., 1993). Fu/Fm sa vypocita podla nasledovného
vztahu:

F,  (Fm—Fo)

Fp, Fp,
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2. Nefotochemické procesy
Vychodzim parametrom pre vypocet NPQ je maximalna hodnota fluorescencie
pri vzorke adaptovanej na tmu - Fn. Zmeny v intenzite energie disipovanej vo
forme tepla sa odrdzaji na maximalnej hodnote fluorescencie. Hodnota NPQ
udava relativnu zmenu v tepelnej disipacii vzhl'adom na dany parameter a
vypocita sa podl'a nasledujiiceho vzt'ahu:

NPQ = (Fp — F'2)/F'm
NPQ je linearne zévislé na mnozZstve energie uvolnenej vo forme tepla
a nadobuda hodnoty 0,5 az 3,5 pri saturacnych svetelnych pulzoch (Bilger &
Bjorkman, 1990; van Kooten & Snel, 1990).
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2.5 Inzer¢né mutanty a PCR genotypovanie

2.5.1 Arabidopsis thaliana — rastlinny modelovy organizmus

Modelové organizmy sluziace na vyskum a analyzu procesov prebiehajucich v zivych
organizmoch maju v modernom vedeckom svete jednoznacne svoje miesto. Postupom
Casu sa preslo od skumania niekol’kych réznych druhov k jednému konkrétnemu, ktory
sa tak dostaval do popredia a poznatky o jeho fungovani ¢i Struktire sa zacali hromadit’.
Na zaklade prvotnych vysledkov sa dalo l'ahSie stavat’ a coraz pokrocilejSie technologie
umoznili detailnejSie a hlbSie analyzy. Poznatky ziskané¢ skiimanim modelovych
organizmov sa nasledne dali dobre aplikovat’ na ostatné, najmi ekonomicky vyznamné
druhy. Ako modelovy organizmus pre rastliny a ob¢as aj Stadium eukaryotickej bunky
ako takej sa pouziva Arabidopsis thaliana.

Arabidopsis thaliana (Arabkovka Thalova) je kvitnuca rastlina z ¢el'ade kapustovité
(Brassicaceae). Vyskytuje sa takmer po celom svete, od Severnej Ameriky cez Europu
po Aziu. Rozne geografické lokality, kde sa Arabidopsis vyskytuje, podnietili vznik
niekol’kych ekotypov. Ekotypy Columbia a Landsberg st Standardne vyuZivané
v molekularnej biologii, genetike a aj Vv rastlinnej fyziologii.

Ide 0 malu rastlinu dosahujicu vysku 15 - 20 cm s kratkym generaénym cyklom
trvajicim cca 6 tyzdinov od vykli¢enia po dozretie semien. Listy Arabidopsis vyrastaju
V prizemnej ruzici a st pokryté trichdémami, vd’aka ¢comu sa mézu vyuzivat’ na $tidium
morfogenézy a bune€nej diferencidcie. Kvety st malé biele a dokdZzu sa samoopelit’.
Plodom su hojne sa vyskytujice SeSule na kazdej rastline, ktoré obsahuji vel'’ké mnozstvo
malych semien.

Dévodov, pre¢o sa prave Arabidopsis stala modelovym organizmom v rastlinnom
vyskume, je niekol’ko. Ide najmi o jej relativne maly gendm, ktory je plne osekvenovany,
rastliny st nendro¢né na pestovanie, vd’aka svojej vel'kosti nezaberaju vela priestoru,

a v priebehu roka je mozné dostat’ az niekol’ko generacii (Meinke et al., 1998).

2.5.2 T-DNA inzercné linie

Mutagenéza patri medzi najvyznamnejSie metody Stadia génov. Na zaklade
fenotypického prejavu mutécie je mozné analyzovat' funkciu génu a jeho vyznam pre
biochemické a bune¢né procesy. Fenotyp mutantného jedinca sa porovna s fenotypom
jedinca divokého typu (wild type, WT), ¢0 umozni ur¢it’ funkciu skimaného génu. Na
Stadium funkcie génov sa vyuzivaju 2 typy mutantnych jedincov: knock-down, ked’ je

gén exprimovany v mensej miere nez u WT rastliny, alebo knock-out, ked’ je gén plne
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nefunk¢ny. NajcastejSie vyuzivanou metédou na pripravu knock-out mutantov je inzercia
T-DNA baktériou Agrobacterium tumefaciens.

Agrobacterium tumefaciens obsahuje Ti plazmid, z ktorého sa po infikovani rastlinne;j
bunky do jej chromozomu vlozi Cast’ sekvencie, tzv. transfer-DNA, alebo T-DNA.
V prirodzenom prostredi T-DNA obsahuje gény pre syntézu rastlinnych horménov
a opinov. Rastlinné hormény indukuju rast nddorov na hostitel'skej rastline, opiny su
vylu¢ované z buniek a sluzia ako zdroj potravy pre baktérie (Christie & Gordon, 2014).
T-DNA sekvencia v plazmide sa da nahradit’ inou, Zelanou sekvenciou, ktora ma byt
vnesena do rastlinného chromozému. Miesto vlozenia T-DNA v chromozéme je ndhodné
a v pripade, ze k vlozeniu dojde v oblasti nejakého génu, je tento gén vacsinou vypnuty.
Pre fyziologické analyzy st najlepSou vol'bou linie s T-DNA vloZenou v sekvencii exonu
skumaného génu, pretoze je tak zaru¢ené jeho vypnutie. Pokial’ je T-DNA vlozena v inej
Casti sekvencie génu, nemusi viest’ k jeho tplnému znefunk¢neniu (Krysan et al., 1999;
O’Malley et al., 2015; Wang, 2008).

V ramci niekol’kych projektov sa vedeckym skupinam postupne podarilo vytvorit’ viac
ako 260 000 roznych inzerénych mutantov Arabidopsis thaliana, ktoré sa vyuzivaju vo
vyskume po celom svete. T-DNA mutantné linie vytvorené v ramci tychto projektov su
usporiadané do niekol’kych kolekeii, napriklad SALK, GABI-KAT, SAIL a WISC, ktoré
vznikli mutagenézou ekotypu Columbia (Col-0). NajpouzivanejSia vo vyskume je
kolekcia SALK (Alonso et al., 2003; O’Malley et al., 2015; Rosso et al., 2003 Sessions
et al., 2002; Woody et al., 2007). V stc¢asnosti existuje knock-out mutatna linia
Arabidopsis takmer pre kazdy jeden jej gén (Meinke et al., 1998).
2.5.2.1 Dedi¢nost’ mutantnych alel
Mutantna alela méze byt pritomna u diploidnej Arabidopsis thaliana v jednej alebo
dvoch kopiach. Pokial je pritomna len jedna kopia, dany jedinec je heterozygotny a plny
mutantny fenotyp sa nemusi prejavit, pretoZze gén ma zachovani funkciu vdaka
pritomnosti druhej klasickej alely. Mutantny jedinec s dvomi képiami je homozygotny,
aVvtomto pripade je gén plne nefunkény. Vo vyskume je najvyhodnejSie vyuzit
homozygotné jedince, pretoze porovnanim s WT jedincom sa relativne jednoducho
analyzuje funkcia avyznam génu. V niektorych pripadoch je mozné vyuzit aj
heterozygotného jedinca, pokial je mutécia pritomna v oboch alelach letalna (Krysan et

al., 1999).
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Dedi¢nost’ mutantnych alel z rodica na potomka podliecha Mendelovym zakonom.
Vd’aka tomu je mozné po analyze genotypu urcitého jedinca urcit’ Stiepny pomer zlozenia
mutantnych alel v rdmci potomstva. 3 zakladné zdkony genetiky formuloval v 19. storoci
Johann Gregor Mendel na zaklade experimentov s hrachom siatym (Pisum sativum) a ich
struéné znenie je nasledovné:

1. Zakon uniformity F1 generacie — Pri krizeni homozygotnych rodi¢ov
Vv jednom znaku su vSetci potomkovia v F1 generacii geotypovo a fenotypovo
rovnaki. Kazdy z potomkov ma heterozygotna vybavu alel, pri¢om pokial je
nejakd z alel dominantnd, ur¢i fenotyp vsetkych jedincov.

2. Zakon segregacie alel v F2 generacii — Pri krizeni jedincov z F1 generacie
(heterozygotov) dochadza ku kombinovaniu alel a jedince v F2 generacii st
genotypovo a fenotypovo odlisni. R6zne kombinacie genotypov sa vyskytuju
Vv urcitych pomeroch. Pri monohybridnom kriZeni je genotypovy a fenotypovy
Stiepny pomer, pokial' je medzi alelami vzt'ah netplnej dominancie, 1:2:1.
Pokial’ je jedna alela plne dominantna nad druhou, fenotypovy Stiepny pomer
je 3:1 v prospech dominantnej alely.

3. Zakon o voP’nej kombinovatelnosti alel — Alely z r6znych génov sa mozu
vol'ne kombinovat, ¢im sa vytvara tol’ko odlisnych kombinacii v gamétach,
kol’ko ich je moZnych. Kazd4 alela ma rovnakua pravdepodobnost’ dostat’ sa do
pohlavnej bunky a byt tak prenesena na potomka.

Niekedy je potrebné ziskat' rastlinu s dvomi alebo viacerymi réznymi mutantnymi
génmi. Pokial’ je vysledny fenotyp viacndsobného mutanta iny ako fenotyp WT jedinca
¢1 jednoduchych mutantov, proteiny koédované ovplyvnenymi génmi pravdepodobne
spolu nejakym spdsobom interagujli. Viacndsobné mutanty je mozné pripravit’ krizenim
jednoduchych mutantov obsahujtcich Ziadané gény. Fenotypovy a genotypovy Stiepny
pomer sa da l'ahko zistit’ roznymi metédami, pri¢om najpraktickej$i je Punnetov Stvorec.

Punnetov Stvorec je prehladna tabulka, ktord méa po obvode vypisané vSetky mozné
kombinécie alel, ktoré moézZe rodicovsky jedinec vytvorit. Vnutro tabulky tvoria
vzajomné kombindcie vzdy jednej alely od jedného rodica a druhej alely od druhého
rodica. Kombinacie alel predstavuju moznu geneticki vybavu potomkov a Punnetov
Stvorec umozinuje uréit pravdepodobnost, sakou sa medzi potomkami vyskytne.
V pripade dvojitych mutantov je vacsinou snaha ziskat’ jedinca, ktory obsahuje vsetky 4
alely mutantné, teda recesivny homozygot v oboch znakoch. Frekvencia recesivnych

homozygotov pri dihybridnom krizeni je 1:15 (Tab. 1).
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Tab. 1: Punnettov $tvorec pri krizeni dvoch heterozygotnych rodi¢ov v oboch znakoch. Zltou
vyznaceny recesiviny homozygot v oboch znakoch.

Rodic¢ovské AB Ab aB ab
gaméty
AB AABB AABDb AaBB AaBb
Ab AABb AAbb AaBb Aabb
aB AaBB AaBb aaBB aaBb
ab AaBb Aabb aaBb aabb

V pripade, Ze sa gény nachadzaji na rovnakom chromozoéme, uplatituje sa medzi nimi
vizba génov. Cim je mensia vzdialenost’ medzi génmi na chromozome, tym vicsia je
pravdepodobnost’, ze budi zdedené spoloc¢ne. Pre gény vo vizbe neplati zdkon o vol'nej
kombinovatel'nosti alel a jedina moznost, ako moze dojst’ K ich vzajomnému oddeleniu
u potomkov, je crossing-over. Ak gény lezia prili§ blizko pri sebe, pravdepodobnost’
crossig-over v mieste medzi nimi sa blizi nule. Génova vézba vyrazne ovplyviuje
genotypovy a fenotypovy Stiepny pomer v ramci potomstva a uréenie Stiepnych pomerov
znacne komplikuje. V pritomnosti génovej vizby mdze byt selekcia dvojitého mutanta

podstatne naro¢nejsia (Snustad & Simmons, 2012).

2.5.3 Analyza genotypov T-DNA mutantov

U mutantnych rastlin sa ¢asto neda iba na zaklade vonkajSicho fenotypového prejavu
rozpoznatel'ného vol'nym okom uréit’ jeho genotyp. Preto sa pritomnost’ T-DNA inzercie
Vv genotype rastliny zistuje metédou PCR.

Polymerazova retazova reakcia (PCR) bola prvy raz popisana v roku 1984 a odvtedy
si pravom vysluzila titul jednej z najpouZzivanejSich a najdostupnejSich metdd
v molekularnej biologii a genetike. Princip metody je v namnozeni ur¢itého tiseku DNA
pomocou enzymu DNA polymeraza. Po niekol’kych cykloch vznikaju aZ miliony kopii
povodnej molekuly. Vyhodou tejto metddy je spolahlivé zistenie pritomnosti hl'adanej
sekvencie DNA, aj ked’ je vzorka malo purifikovand. DNA polymeraza potrebuje na
spustenie replikacie urcity oligonukleotid (primer) komplementarny k vlaknu DNA, ktoré
ma byt replikované. Pomocou konkrétneho primeru pre skimany gén je mozné vd’aka
PCR ur¢it, ¢i je jeho sekvencia vo vzorke pritomna alebo nie, pripadne v akej kvantite.
Ako uz vyplyva z nazvu, reakcia prebieha v cykloch. Jeden cyklus je zlozeny z troch
Casti: denaturacia DNA retazca, pripdjanie primerov na komplementarne sekvencie
(annealing) a samotna replikacia.

Pre spravny priebeh PCR su potrebné 4 zlozky: usek DNA, ktory treba namnozit’, 2

typy primerov (lavy — LP, FP, oznacujtci l'ava hranicu, kde zacina génova sekvencia,
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a pravy — RP, ktory ohranic¢uje pravy koniec replikovanej sekvencie), ktoré nasadaju na
vlakno DNA, enzym DNA polymeraza a vol'né nukleotidy. Prva ¢ast’ cyklu prebieha za
zvysenej teploty (90 — 98 °C), aby doslo k denaturacii dvojzavitnice DNA a jej rozdeleniu
na 2 samostatné ret'azce.

Nasledne prichddzaju na rad DNA primery. Primer je kratka sekvencia nukleotidov
umoziujuca zaciatok replikacie DNA polymerdzou. Vdaka komplementarite retazcov sa
primer viaze vzdy len na urcité miesto v DNA retazci, ¢o robi PCR reakciu vysoko
Specifickou. Annealing prebieha pri nizsej teplote, medzi 50 a 65 °C, priCom kazdy
primer ma svoju Specificku teplotu pouzitia.

V zavere prvého cyklu DNA polymeraza rozpoznava naviazany primer a na jeho
posledny nukleotid priddva prvy nukleotid syntetizovaného vlakna. Vldkna
Snaviazanymi primermi slizia vdaka komplementarite baz ako Sablona pre vznik
novych. Vysledkom je vznik presnych kopii pdvodnej dvojzavitnice DNA. Bilanciou
prvého cyklu su dve identické molekuly, pricom kazda obsahuje jedno staré¢ materské
a jedno novonasyntetizované vlakno a cyklus sa opakuje na oboch novych molekulach.
Po stanovenom pocte cyklov reakcia skon¢i dosyntetizovanim novych vlakien a k d’alse;j
denaturécii uz nedochadza. Replikacia prebieha pri teplote 65 — 75 °C, ¢o je teplota, pri
ktorej by vécsina enzymov denaturovala, preto sa v PCR reakcii vyuziva polymeraza
ziskana z termofilnych organizmov, napr. Thermus aquaticus. (Gibbs, R.A., 1990; Saiki
et al., 1988)

Pomocou PCR sa d4a vel'mi rychlo namnoZit' jedind molekula DNA na mnoZstvo
viditeIné pomocou gélovej elektroforézy. Agar6zova elektroforéza umoziuje rozdelenie
DNA fragmentov na zéklade ich velkosti anasledni vizualizdciu. Zaporne nabité
fragmenty DNA putuju v jednosmernom elektrickom poli ku kladne nabitej elektrode
apocas pohybu su zadrziavané v poroch gélu. Malé fragmenty prechadzaji pdormi
najrychlejSie, preto doputuji najd’alej. Velké fragmenty si zadrZiavané a gélom
prechaddzaji pomalSie. Rozdielna rychlost’ rozne velkych fragmentov umoziuje ich
rozdelenie.

Vzorky z agarozovej elektroforézy treba nasledne vizualizovat'. Pouzivaji sa farbiva
viazuce sa na DNA, ako EtBr, SYBR gold, Crystal violet a d’alSie. V tejto praci bol na
vizualizaciu pouzity EtBr (2,7-diamino-10-etyl-9-fenyl-fenantridinium bromid), ktory sa
viaze medzi bazy v DNA. EtBr je fluorescencné farbivo, ktoré po excitacii UV svetlom
emituje fotony vo viditel'nej oblasti svetla a umoziuje tak pozorovat’ pritomnost’ DNA

fragmentov v géli.
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Komplementarita primerov ku konkrétnej DNA sekvencii umoziuje urcit’ alelické
zlozenie daného jedinca. Primer viazuci sa vramci sekvencie T-DNA umoziiuje
amplifikéaciu od pociatku génu po inzercnu sekvenciu. Pokial’ je mutantna alela pritomna,
amplifikécia nastane pri vyuziti T-DNA Specifického primeru, zatial’ co Vv alele divokého
typu k replikacii nedojde. Primer Specificky pre WT alelu umozni replikaciu WT alely,
ale mutantna alela replikovana nebude (Obr. 7A). Vizualizaciou na géli sa tak da pri
kombinaciach primerov pre alely divokého typu a pre T-DNA urcit’ genotyp skimane;j
vzorky (Obr. 7B) (YImaz et al., 2012; Lee et al., 2012).

A LB+RP B

o
(14
T-DNA g_
* 2

(LP+RP) & (LB+RP)

(LB+RP)

LP+RP

Obr. 7 PCR genotypovanie T-DNA inzerénych mutantov; A - schematické znazornenie primerov
nasadajucich na vlakno DNA, T-DNA je rozpoznavand LB primerom; B - vizualizicia
amplikonov pomocou gélovej elektroforézy pre mozné kombinacie pritomnych alel; prevzaté
(Batth et al., 2020) a upravené.
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material

3.1.1 Rastlinny material
e Arabidopsis thaliana — ekotyp Columbia (Col-0, WT)

T-DNA inzeréné mutanty A. thaliana:

e 5001 (soql-3, SALK 139953c)

e Ihch6 (SALK_077953)

e lcnp (SALK_133049c)

e Uip (SALK_099844)

e 50091 Ihch6 — vznikol skrizenim mutantov A. thaliana s T-DNA inzerciou v géne
SOQ1 (SALK_139953c) a v géne LHCB6 (SALK_077953)

e 500l uip - vznikol skrizenim mutantov A. thaliana s T-DNA inzerciou v géne
SOQ1 (SALK _139953c) a v géne UIP (SALK_099844)

3.1.2 Chemikalie a komerc¢né Kity

e 0,5x TBE (Tris/Borate/EDTA) pufer

e agardza (Sigma, USA)

e destilovana voda

e etanol 70% a 96 %

e ctidium bromid

e (istiaci prostriedok na GMO — Krystal SANAN KLASIK

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

e Thermo Scientific™Phire™Plant Direct PCR Master Mix kit (Thermo Fisher
Scientific, USA)

3.1.3 Technicky material

e 96-jamkové mikrodosti¢ky (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Analytické vahy (Scaltec instruments GmbH, Nemecko)

e Centriftiga (Labnet Iternational, Inc., USA)

e DUAL-Pam-100 (Walz, Nemecko)

e Fytotron (Weiss Gallenkamp, Vel'ka Britania)

e Horizontalna elektroforetickd komorka (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Chlorofylmeter SPAD-502DL (Konica Minolta, Inc., Japonsko)
e Lyofilizator (LaboGene, Dansko)

e Malé centrifiga (VWR, Inc., USA)

e Mikroskiimavky (Eppendporf, Nemecko)

e Mikrovlnna rtra, papierové vrectuska, pinzety, lepiaca paska

e Mixer Mill (Retsch Gmbh, Nemecko)

e Sada automatickych pipiet (Nichipet, USA)

e Smartfén s fotoaparatom (Asus, Taiwan)
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e Spektrofotometer NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Thermal cycler (Bio-Rad, USA)

e UV transillumindtor (Syngene International Limited, India)

e Vodny ohrieva¢ (Grant Instruments Ltd, Anglicko)

e Zdroj jednosmerného napitia (Thermo Fisher Scientific, USA)

3.1.4 Pocitacové programy na spracovanie vysledkov

e Microsoft Excel a Powerpoint (MS Office, USA)
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3.2 Metody
3.2.1 Priprava a genotypizacia dvojitych mutantov soql Ihcb6 a sogl uip

3.2.1.1 Pestovanie rastlinného materialu

VSetky experimenty boli vykonané na rastlinach A. thaliana, konkrétne na inzerénych
mutantoch z kolekcie SALK. Pouzité boli rdzne genotypy, menovite: divoky typ —
Columbia (WT), mutantné linie s T-DNA inzerciou v géne pre protein SOQ1 a v géne
LHCB6 a UIP. Vzijomnym krizenim danych linii boli pripravené rastliny homozygotné
V oboch génoch, teda homozygotny mutant sogl lhcb6 a soql uip.

Semena boli pred vysevom vlozené do mikroskiimavky s vodou, zabalené v alobale a
stratifikované pri teplote 4 °C po dobu 72 hodin v tme. Po stratifik4cii boli semena vysiate
do kvetinacov, pri¢om do jedného kvetinaca sa ich vysialo 5, a ulozené do fytotronu pri
podmienkach deit — 16 h, 19 °C, intenzita svetla 130 pmol foténov m=2st, noc — 8 h,
18 °C, tma. Vlhkost’ vzduchu bola konstantna po cely den 65 %. Vo veku 3 tyzdnov boli

jednotlivé vykli¢ené rastliny presadené do samostatnych kvetinacov.

3.2.1.2 Priama a nepriama metoda pripravy vzorky na PCR reakciu
Genotypovanie bolo realizované priamou PCR metédou podla protokolu Thermo
Scientific Phire Plant Direct PCR Master Mix, pricom bol nasledovany postup
odporucany vyrobcom.

Priama priprava vzorky pozostavala zo separacie kuska lista z minimalne 2-tyZdiovej

rastliny o velkosti priblizne 1x2 mm?

noZnicami. Po kaZzdom oddeleni vzorky boli
noznice postupne sterilizované v skimavkach s €istiacim prostriedkom na GMO Krystal
SANAN KLASIK, 70 % etanolom a destilovanou vodou. Po odobrati bola ¢ast’ listu
vloZzend do mikroskiumavky s 20 pl diluéného pufru, ktory bol stcastou pouzitého
komer¢ného kitu, a rozotretd Spickou pipety o steny skumavky. Ziskany slabo-zeleny
extrakt sa pouzil v PCR reakcii.

Nepriama priprava vzorky sa vyuzila iba raz, na zaver genotypovania, a pozostavala
zizolacie cCistej DNA. Najskor bolo treba rastlinny material homogenizovat. Do
mikrosktimaviek boli vlozené po 2 - 3 listy zo 4-tyzdnovych rastlin a ponechané cez noc
vysusit' a lyofylizovat. Nésledne sa k listom pridali sklenené gulicky a material sa
homogenizoval v mlynéeku 3 min pri 130 otackach min™,

Samotna izolacia DNA prebiehala podla protokolu doporuceného vyrobcom
vyuzitého komeréného kitu NucleoSpin® Plant I1 kit. VV prvom kroku v homogenizovanej

vzorke doslo k 1yze buniek a degradacii RNA za pouzitia pufru PL1, RNAzy a inkubacie
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pri 65 °C. Vzniknuty lyzat sa pre€istoval v NucleoSpin® Filtri. K ziskanému filtratu sa
pridal PC pufer na zvysenie viizbovosti DNA, ktora sa lepsie naviazala na NucleoSpin®
Column v priebehu druhej filtracie. NucleoSpin® Column sa trikrat premyl na precistenie
vzorky. Premytie prebichalo raz v PW1 pufre a dvakrat v PW2 pufre. Na zaver sa
izolovand DNA uvolnila z NucleoSpin® Column pomocou dvojitého filtrovania PE
eluénym pufrom, ktory bol predhriaty na teplotu 65 °C. Koncentracia ziskanej DNA sa
stanovila spektrofotometricky pre kazda vzorku pri vinovych dizkach 260 nm a 280 nm
na NanoDrop® ND-1000 (ThermoFisher Scientific, USA). Na pouzitie v PCR reakcii
bola ziskana DNA z kazdej vzorky DNA nariedené na koncentraciu 10 ng/pl.

3.2.1.3 Podmienky PCR reakcie

Samotna PCR reakcia prebiehala v 96 jamkovej mikrodosticke s vyuzitim komeréného
kitu Thermo Scientific™Phire™ Plant Tissue Direct PCR Master Mix. Postupovalo sa
podl’a protokolu odpori¢aného vyrobcom. Jedna reakéna zmes mala objem 10 pl, pricom
ju tvorilo 4,55 pl vody, 5 pl Phire Plant Direct PCR Master Mix, 0,2 ul zmesi primerov
s koncentraciou 25 umol.I' a 0,25 ul vzorky. Sekvencie pouZitych primerov s uvedené
v tabul’ke 2. Po pridani vSetkych zloziek sa reakcia nechala prebiehat’ v krokoch podla
PCR protokolu s podmienkami uvedenymi v tabul’ke 3. Teplota potrebna pre nasadnutie
primerov (annealing) sa ziskala pomocou nastroja na stranke Thermo Fisher Scientific

Home Page (https://www.thermoscientific.com/pcrwebtools).

3.1.3 Elektroforéza na agar6zovom géli

Na vizualizaciu vysledkov PCR reakcie bola pouzitd metdoda elektroforézy na
agarozovom géli. Bol pouzity 1,2 % gél, ktory vznikol zmieSanim prislusného mnozstva
agarozy v 0,5x TBE (Tris/borate/EDTA) pufre. Agaréza sa nechala v pufre rozpustit’
v mikrovlnnej riire a po ochladeni sa roztok nalial do vane s elektroforetickymi hrebefimi,
kde sa nechal stuhnut. Na gél sa okrem vzoriek naniesol aj velkostny marker
GeneRuler™ Express DNA Ladder. Elektroforéza prebiehala 55 minat pri napiti
4 V.cm™. Po ukonéeni elektroforézy sa gél nechal nafarbit’ po dobu 15 - 20 minat v EtBr

a odfotil v UV transiluminatore (400 ms).

3.2.2 Fyziologicka charakterizacia rastlin

3.2.2.1 Pestovanie rastlinného materialu

Na fyziologicku charakterizaciu boli okrem pripravenych dvojitych homozygotnych

mutantov vyuzité aj d’alSie genotypy, menovite iSlo o mutanty sogl, Icnp, Ihch6, uip

a WT. Semena sa v mikroskimavkach nechali stratifikovat’ 48 hodin pri 4 °C v tme a boli
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Tab. 2: Typy a sekvencie primerov pouzitych v PCR genotypovani.

Sledovany gén Typ primeru | Sekvencia primeru
SOQ1 FP AGGAGGTGTTGCTTCAGTCA
RP TAACATGCACATTCTGTCACAC
LHCB6 FP GGTGAGGAACGAAGAACCAA
RP CCAAACTCCCGACTTTACCA
UIP FP GGTCCTGCTAGCTCTCTTCG
RP AGACAACCCTTGTTTCTTGGAGA
LBbl - T-DNA univerzalny | GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT
inzercia

Tab. 3: Protokol vyuzivany na PCR reakciu pri genotypovani.

Cyklicky krok Teplota (°C) Cas Pocet cyklov
Inicialna denaturacia 98 5 min 1
Denaturacia 98 5s 34
Annealing 63 5s

Samotna replikacia 72 1 min

Finalna replikacia 72 1 min 1
Ukoncenie reakcie 4 00

vysiate do kvetinacov. Rastliny boli pestované vo fytotrone pri podmienkach: deii — 8 h,
21 °C, intenzita svetla 100 pmol-m s 1; noc — 16 h, 21 °C. Po cely deii bola konstantna

65 % vlhkost’. Na experimenty sa vyuzili rastliny staré 7 tyzdnov.

3.2.2.2 Stanovenie obsahu chlorofylu v listoch

Na urcenie mnozstva chlorofylu v listoch sa vyuZzila nedestruktivna metoda, konkrétne
chlorofylmeter (SPAD-502DL, Japonsko). Chlorofylmeter vyuziva absorbciu niektorych
vinovych dizok chlorofylom ana ziklade nameranych hodnét uréi koncentraciu
v relativnych jednotkach SPAD (soil-plant analysis development), ktoré su odvodené
podla ndzvu pristroja SPAD-502DL. Na vypocet sa pouziva absorbancia pri dvoch
roznych vinovych dizkach — 650 nm (blizko absorpéného maxima chlorofylu) a 940 nm
(chlorofyl absorbuje len minimalne). Merané listy sa bez oddelenia z rastliny vsunuli do
meracieho klipu a klip sa uzavrel, ¢im sa spustilo meranie. Vysledny obsah chlorofylu sa

vypocital ako priemer z 8 listov r6znych rastlin rovnakého genotypu.

3.2.2.3 Dual-PAM
Aktivita PSI a PSII bola merana pomocou pristroja Dual-PAM-100 (Walz, Nemecko).
Dual-PAM umoziuje simultanne merat’ pomaly fluorescen¢ny indukény jav a zmeny

absorbancie P700. Rastliny boli pred meranim vzdy adaptované na tmu po dobu 30 min.
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Meranie sa uskuto¢nilo na jednom oddelenom liste, ktory sa umiestnil medzi meracie
hlavice pristroja. Stopka listu bola pocas celej doby merania vlozena v kvapke vody.
Meranie prebiehalo podl'a nasledujuceho protokolu:
e meracie svetlo bolo 24 uE;
e aktinické svetlo sintenzitou 1280 pE bolo zapnuté pocas prvej polovice
protokolu, v druhej polovici protokolu sa vzorka nachadzala v tme;
e satura¢né pulzy mali intenzitu 10000 nE a trvali 300 ms, aplikovali sa 10 s, 30 s
a 60 s po zapnuti aktinického svetla a nasledne v 60 s intervaloch az do ukoncenia

merania.

3.2.2.4 Statistické vyhodnotenie

Namerané hodnoty boli porovnavané medzi sebou pomocou t-testu v programe Microsoft

Excel a statisticky vyznamny rozdiel sa stanovoval ako p < 0,05.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Protein SOQ1 potlaca relativne neznamu a nie vel'mi preskimana formu NPQ — gH.
Nefotochemické zhaSanie vyuzivaja rastliny na prispdsobenie sa meniacim sa svetelnym
podmienkam. Predoslé vysledky ukazali, ze SOQ1 interaguje s ostatnymi proteinmi na
tylakoidnej membrane, avSak identita jeho interak¢énych partnerov zatial’ ostava neznama
(Brooks et al., 2013). Jednou z moznosti su LHCII antény, ale na preukazanie tohto
tvrdenia st potrebné d’alSie vyskumy. Okrem moznej interakcie s LHCII proteinmi sa
pomocou Yyeast-two-hybrid experimentu naznacila slaba interakcia SOQ1 s proteinom
HCF136 a s malym nezndmym proteinom (UIP) kédovanym génom At2926340 (vid.
kapitola 2.3.2) (Brooks et al., 2012).

Hypotéza, ze SOQ1 mdze interagovat’ s LHCII anténami viedla K pilotnému skriningu
inzerénych mutantov A. thaliana so zmenenym zloZenim svetlozbernych antén. Zhasanie
gH sa v prirode vyskytuje ako reakcia na stresové podmienky, napr. pri kombinacii
vysokej intenzity svetla a chladu. Presne tieto podmienky vyuzili Malnoé et al. (2018)
K zisteniu, ze chloroplastovy lipokalin LCNP je zapojeny do qH typu zhaSania. Pocas
screeningového experimentu boli listy A. thaliana réznych genotypov vystavené vysokej
intenzite svetla v kombinacii s nizkou teplotou na indukciu gH. Ciel'om screeningu bolo
zistit’, €1 sa u niektorého z nich neobjavi vyraznd zmena v qH. Testované genotypy
zahtnali WT, Ihcb4.3, Ihch3, Ihch5, Ihch6, Ihch7, Icnp, uip, soql, dvojity mutant Ihcb4.1
Ihch4.2, trojity mutant NOM (lhcb5 Ihcb4.1 Ihcb4.2) a patnasobny mutant lhcb3 Ihch6
Ihch4.1 Ihcb4.2 lhcb4.3. Vysledky pilotného experimentu neukéazali ziadneho
potencidlneho kandidata, pretoze Ziadny z pouzitych mutantov nemal pri danych
podmienkach vyraznejsie ovplyvnenu urovein NPQ (Ilikova, nepublikované vysledky).

Ked'Ze v pilotnom experimente sa nepodarilo ziskat’ Ziadneho kandidata spomedzi
pouzitych genotypov, bol vyber uskuto¢neny na zaklade poznatkov z literatary. Protein
UIP kodovany génom At2926340 bol identifikovany ako moZny interakény partner
proteinu SOQ1 (Brooks et al., 2013), preto bol vybrany ako jeden z kandidatov. Minoritna
anténa LHCB6 je nevyhnutna pre spravnu funkciu a organizaciu svetlozbernych
komplexov PSIl ajej nepritomnost’ viedla k zmenam v qE aqZ typu NPQ pocas
experimentov s meranim chlorofylovej fluorescencie (Kovacs et al., 2006), preto bola
zvolena ako druhy kandidatny protein pre testy.

Mutantné rastliny Ihcb6 a uip boli skrizené s soql. Vysledné dvojité mutanty

umoziuji skimanie interakcie chybajtcich proteinov vd’aka zmenam vo fenotype oproti
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jednoduchym mutantom a WT. Postupnou selekciou doslo az k ziskaniu oboch Zelanych
dvojitych mutantov v homozygotnom stave. Nasledne sa vybrané rastliny nechali
dopestovat’ do semien azavereCnym cielom experimentov tejto prace bola ich

fyziologicka charakteristika zamerand najmé na zhasaciu analyzu.

4.1 Priprava dvojitych mutantov soql lhcb6 a sogl uip

Prvym cielom prace bola priprava dvoch dvojito-homozygotnych rastlin soql Ihch6
asogl uip. Genotypy jedincov vo vsetkych generaciach boli zistované pomocou PCR
reakcie snaslednou vizualizaciou ziskanych amplikénov pomocou elektroforézy na
agarozovom g¢li a inkubaciou v EtBr.

PCR reakcia prebiehala podl'a protokolu odporacaného vyrobcom komeréného kitu.
Kazda vzorka bola otestovana 4 dvojicami primerov, pricom sa zistovala pritomnost WT
a mutantnej alely. Vsetky vzorky boli testované na pritomnost T-DNA inzercie v géne
SOQL. Primery $pecifické pre gény LHCBG6 a UIP sa pouzili vzdy iba na vzorky jedincov,
ktorych rodic¢ia obsahovali odpovedajucu mutantni alelu. Jednotlivé kombindcie
pouzitych primerov spolu s velkost'ou ich predpokladanych produktov su v tabul’ke 4.

Kombinacia primerov FP+RP umoziuje identifikovat’ pritomnost’ aspon jednej kopie
WT alely, tj. bez T-DNA inzercie. Pritomnost’ T-DNA inzercie medzi miestami vizby FP
a RP primeru zabrani amplifikacii segmentu DNA, ktory ohranic¢uja. T-DNA inzercia je
relativne dlha sekvencia, ktord po vloZeni do génu znemozni vznik jeho fungujuceho
produktu. Pri PCR reakcii sa FP a RP primery v pritomnosti inzercie nachadzaji prili§
d’aleko od seba a pocas tretiecho kroku cyklu sa segment, ktory ohrani¢uju, nestihne
zreplikovat'.

Amplifikacia pri pouziti LBb1 primeru spolu s FP alebo RP naopak nastane len, pokial
aspon jedna z dvojice alel obsahuje T-DNA inzerciu. Pouzitie FP alebo RP sa urcuje na
zéklade orientacie T-DNA inzercie v genéme. Primer LBb1 viazuci sa na T-DNA
inzerciu umoziuje jej identifikaciu. Pokial’ mala vzorka amplifikaciu v oboch pripadoch,
iSlo o heterozygotného jedinca, ktory mal vo svojom genotype jednu WT alelu a jednu

alelu obsahujucu T-DNA inzerciu.

4.1.1 Krizenie a F1 generacia

Ako rodicovské rastliny pri priprave dvojitych mutantov boli pouzité homozygotné
mutanty sogl (SALK 139953c), lhcb6 (SALK 077953) auip (SALK 099844).
Prvotnym krizenim mutantov soql s Ihch6 a sogl s uip bola ziskana F1 generacia. Podl'a

Mendelovych zakonov je F1 generacia uniformna, pricom vsetci potomkovia su hetero-
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Tab. 4: Kombindcie primerov vyuzitych na detegovanie jednotlivych alel.

Sledovany gén | Kombinacia primerov Predpokladana | Detegovana alela
vel'kost’
amlifika¢ného
produktu (bp)
SOQ1 FP + RP (oba SOQ1) 1182 WT SOQ1
SOQ1 FP + LBb1 550 Inzercia v SOQ1
LHCB6 FP + RP (oba LHCB6) 731 WT LHCB6
LHCB6 FP + LBbl 300 Inzercia v LHCB6
UIP FP + RP (oba UIP) 940 WT UIP
UIP FP + LBbl 450 Inzercia v UIP

zygotni. Ku segregacii alel dochadza az v F2 generacii arézne kombinécie alel sa
vyStiepia s roznym pomerom. F2 generacia bola ziskand samoopelenim jedincov F1
generacie. KriZenie a pestovanie rastlin F1 generacie prebiehalo eSte pred zaciatkom tejto
prace. Ziskané semend F2 generacie boli zasadené a az tieto rastliny sa vyuZili na

genotypovanie.

4.1.2 F2 generacia

Rozlozenie alel v populacii potomkov po krizeni podlicha Mendelovym zdkonom
a v pripade dihybridného krizenia nait méze vplyvat aj vdzba génov. Frekvencie roznych
genotypov sa daju 'ahko dohl'adat’ pomocou Punnettovho $tvorca (vid’ kapitola 2.5.2.1).
V F2 generacii bolo genotypovanych 40 potomkov z linie sogl Ihch6 a 27 z linie soql
uip. Predpokladany vyskyt dvojnasobnych homozygotov v F2 generacii je podla
Punnettovho Stvorca 1:15, takZe obe populéacie st dostato¢ne vel'ké, aby sa v nich aspon
jeden jedinec s hl'adanym genotypom vyskytoval.

U linie soqgl Ihch6 je treba brat’ do uvahy fakt, ze gény SOQ1 a LHCB6 lezia u A.
thaliana oba na chromozéme 1 (Obr. 8) a uplatiiuje sa medzi nimi vdzba génov. Vyskyt
génov na rovhakom chromozome st’azuje ich rekombinéciu, avSak je moznd, ked’Ze sa
gény nachadzaju na rozdielnych chromatidach. Vysledny Stiepny pomer v potomstve je
V pritomnosti génovej vizby nizs§i nez 1:15 a presne by sa dal urcit’ vypoctom s pouzitim
genetickej mapy A. thaliana. U linie soql uip génova vézba neplati, pretoze gén UIP sa
nachddza na chromozome 2 a dedi¢nost’ podlieha iba Mendelovym zakonom.

Linia soqgl Ihch6
Z F2 generacie z linie s0g1 Ihcb6 sa na genotypovanie pouzilo 40 rastlin. Vsetky rastliny
mali napohl'ad rovnaky fenotyp, takZe Ziadna kombinécia génov sa nedala odliSit’ na

zaklade jednoduchého pozorovania. V prvom kole genotypovania sa spomedzi vSetkych
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Obr. 8 Chromozémova mapa s lokalizaciou génov LHCB6, SOQ1 a UIP u A. thaliana. Pripravené
pomocou Arabidopsis Home Page (https://www.arabidopsis.org/jsp/ChromosomeMap/tool.jsp)

40 vzoriek ukézali rastliny ¢. 11,13 a 14 ako dvojité homozygotné mutanty. Taktiez sa
podarilo identifikovat' rastliny, ktoré boli homozygotné mutanty v jednom znaku
a heterozygotné v druhom. Islo o rastliny ¢. 17, 22 a 30, ktoré by mohli byt’ v krajnom
pripade pouzité na d’alSie experimenty, pokial’ by dvojitd mutacia ovplyvnila rast a vyvoj
rastlin natol’ko, Ze by sa nepodarilo ziskat’ semena na d’al$ie experimenty (Obr. 9).

KedZe bola vyuzita priama metoda pri priprave vzoriek a nie izolovana DNA, bolo
nezanedbatelné riziko faloSne negativnych vysledkov PCR amplifikdcie z dévodu
moznej pritomnosti kontaminantov inhibujucich PCR reakciu. Z tohto dévodu boli
vytipované vzorky podrobené genotypovaniu este raz.

Vzorky 17 a22 sa potvrdili ako homozygotné mutanty v jednom znaku
a heterozygotné v druhom. Cislo 13 malo velmi slabi amplifikaciu pri WT primeroch
z génu soql, takze jeho dvojito homozygotny genotyp ostaval otdzny. Pri vzorke 11
pribudla amplifikacia pri WT primeroch génu SOQ1, takze sa tento jedinec zaradil do
skupiny ku 17 a 22 (Obr. 10). Vzorky 14 a 30 boli nakoniec heterozygotné v oboch

38



znakoch a d’alej sa s nimi nepracovalo. V prvom kole genotypovania nastal zrejme
problém pri amplifikacii s pouzitim primerov WT alely génu SOQ1. Pri opakovanom
experimente sa vzorky povodne homozygotné v tomto géne ukazali ako heterozygotné
a pribudli prave amplifikacie tejto alely. V F2 generacii nebol identifikovany ziadny
dvojity homozygot, preto bolo potrebné genotypovaniu podrobit’ aj F3 generaciu.

Linia soql uip

V pripade krizenia sog1 s uip bolo testovanych 27 jedincov z F2 generacie. Podobne ako
v predo§lom pripade, ani teraz sa jednotlivé genotypy nedali odliSit na zéklade
vonkajsieho fenotypového prejavu. V prvom kole sa podarilo identifikovat’ 3 vzorky
obsahujtce vSetky 4 mutantné alely — iSlo o rastliny ¢. 8, 19, 26. Vzorka 25 vysla ako
homozygotny mutant v géne UIP, ale pre gén SOQ1 sa neobjavila ziadna amplifikacia
(Obr. 11).

Pri opakovanom genotypovani vytipovanych kandidatnych rastlin sa bohuzial’ ani jedna
z 3 vzoriek 8,19 a 26 nepotvrdila ako dvojity homozygot. Vzorka 8 a 26 bola
heterozygotna pre gén SOQ1 a homozygotny mutant v géne UIP. Jedinec ¢. 19 mal oproti

predoslym dvom vymenent kombinaciu alel (Obr. 12). Opakovana genotypizacia rastliny

FPSOQ 4+ RpsSOQ FPSOQ + | Bb1

FPLHCB6 4 RpLHCBG FPLHCBS 4+ | Bb1

Obr. 9 Vizualizacia vysledkov PCR genotypovania vybranych rastlin z F2 generacie z kriZzenia
so0ql x Ihch6. Jamky s oznac¢ené ¢islami vzoriek a primermi pouzitymi na genotypovanie.
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FpsoQ 4 RpsoQ FPSOQ 4+ | Bb EPLHCB6 4 RPLHCB6 | FPLHCBG 4 | Bh1

ey \

Obr. 10 Vizualizacia vysledkov pri opakovanom PCR genotypovani vybranych rastlin z F2
generacie z kriZzenia soql x Ihch6 . Jamky st oznac¢ené ¢islami vzoriek a pouzitymi primermi.

¢. 25 ukazala, ze vzorka je homozygotnd pre WT alelu génu soql a d’alej sa s fiou
nepracovalo.

4.1.3 F3 generacia

Na zaver genotypizacie F2 generacie sa Ziadny zo skimanych jedincov nepotvrdil ako

dvojnasobny homozygot, preto bolo treba pristupit’ ku zasadeniu F3 generécie. Aby sa

maximalizovala Sanca na zisk ¢o najvacsieho poctu dvojitych homozygotnych jedincov

FPSOQ 4 RpSOQ FPSOQ 4 | Bb1 FPYP.4 RPHIP FPUP +1Bb1

Obr. 11 Vizualizacia vysledkov PCR genotypovania vybranych rastlin z F2 generacie z kriZzenia
soql x uip. Jamky st oznacené Cislami vzoriek a primermi pouzitymi na genotypovanie.
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FPSOQ 4 RpSOQ | FPSOQ+ |Bb1 | FPUP+RPUP | FPUP+|Bbl
WT 8 19 25 26 {WT 8 19 25 26 |WT 8 19 25 26 | WT 8 19 25 26

I

1500 bp
1000 bp

750 bp
500 bp

e o o

--
- -

4 1

Obr. 12 Vizualizacia vysledkov pri opakovanom PCR genotypovani vybranych rastlin z F2
generacie z kriZzenia soql x uip . Jamky st oznacené ¢islami vzoriek a pouzitymi primermi.

v F3 generécii, rodi¢mi sa stali tie jedince z kazdej populécie, ktori boli homozygotni
mutanti v jednom skiimanom znaku a heterozygotni v druhom (soql Ihb6 — vzorky 13,
17; s0ql uip —vzorky 8 a 19). Homozygotny rodi¢ prenesie na potomstvo jedine mutantnt
alelu, u heterozygotného jedinca sa alely vyStiepia v pomere podl'a Mendelovych
zakonov 1:3, ¢o bol aj o¢akavany Stiepny pomer v F3 generdcii.

Na vysiatie F3 generacie sa vybrané rastliny nechali samoopelit’ a semena sa nechali
dozriet. Vysadilo sa 15 potomkov od kaZdého rodica, kazd4 rastlina bola nanovo
ocislovana a cela F3 generacia bola, podobne ako F2, podrobena genotypizacii v dvoch
kolach. Oc¢akavany vyskyt h'adanych mutantov bol 1:3, takZe populacia bola dostato¢ne
vel'ka, aby sa konecne podarilo identifikovat’ jedincov s h'adanym genotypom.

Linia sogl Ihch6

Od rodica €. 13 sa najskor podarilo izolovat’ jedného potomka s h'adanou kombinaciou
génov (vzorka 6), no ani ten sa pri opakovanej PCR reakcii nepotvrdil. Druhou vyuzitou
rastlinou z F2 generacie bolo ¢.17. V tomto pripade sa najskor ukazovali 4 potencialni
kandidati s hl'adanym genotypom a pri opakovanom experimente boli potvrdeni 2 —
vzorky 7 a 8. (Obr. 13). Oc¢akavana frekvencia homozygotov v potomstve bola 1:3, realna
bola 2:15.

Linia soql uip

V potomstve ziskanom od rodica ¢.8 sa uz v prvom kole neobjavil Ziadny jedinec
s hl'adanou kombindciou alel. Je tak pravdepodobné, Ze rodiCovska rastlina mala iny
genotyp, nez ukazalo posledné genotypovanie kandidatov F2 generacie.
U druhého rodi¢a z tejto linie (€. 19) sa ukazali v prvom kole 3 jedince s dvojito

homozygotnym zlozenim alel (vzorky 1,7,10), ktoré sa nasledne aj potvrdili (Obr. 14).
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FPSOQ + RPSOQ | FPSOQ 4+ |Bpl |FPLHCEE 4 RPLHCEG| FpLHCBSy | B

1500 bp

Obr. 13 Vizualizacia vysledkov pri opakovanom PCR genotypovani vybranych rastlin z F3
generacie z krizenia soql-3 x lheb6 . Jamky s oznacené ¢islami vzoriek a pouzitymi primermi.
Cervenou oznacena vzorka 6 pochadzajtca od rodi¢ovskej linie 13.

FPSOQ 4 RPSOQ | FPSOQ 4+ |Bb1 | FPUP+RPUP | FPUP+LBbl

750 bp
500 bp

Obr. 14 Vizualizacia vysledkov pri opakovanom PCR genotypovani vybranych rastlin z F3
generacie z krizenia soql X uip . Jamky st oznacené ¢islami vzoriek a pouzitymi primermi.

Frekvencia homozygotnych potomkov je, podobne ako u rodica ¢.17, 1:5, o je relativne
blizko predpokladanej frekvencie na zaklade Mendelovych zakonov.

Izolacia DNA

Zaverom selekcie dvojitych homozygotnych mutantov bola izolacia DNA z vybranych 6
vzoriek (linia sogl Ihch6 — vzorky 7,8; linia soql uip — vzorky 1,7,10) a jej nasledné
podrobenie PCR reakcii rovnakym spdsobom, ako boli testované priame vzorky pocas
celého genotypovania.

Izolacia cCistej DNA predstavuje nepriamu pripravu vzorky na genotypovanie, je
Casovo naro¢nejsia, ale za to vysledky st presné, pretoze nedochadza Kk ziadnemu
narusaniu priebehu reakcie kontaminujicimi molekulami.

Tesne po samotnej izolacii DNA bola stanovena spektrofotometricky jej koncentracia
v 1 ul pomocou pristroja NanoDrop. Z kazdej vzorky sa podarilo vyizolovat' iné
mnozstvo DNA (Tab. 5). Na pouzitie v PCR reakcii bola koncentracia upravena riedenim

destilovanou vodou tak, aby finalna koncentracia predstavovala 10 ng/pl.
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Tab. 5: Koncentracia izolovanej DNA. Vzorky zacinajice 17 oznacuju potomkov rastliny 17
linie soql Ihch6, vzorky zac¢inajice 19 oznacuju potomkov rastliny 19 linie sogl uip.

Testovana rastlina Koncentracia DNA (ng/ul)
WT 22,4
17-7 22,8
17-8 33,7
19-1 26,6
19-7 14,2
19-10 36,4

PCR genotypovanie s pouzitim ¢istej DNA potvrdilo 5 z 5 dvojitych homozygotnych
mutantov (Obr. 15 A,B). Vsetky dvojito homozygotné rastliny boli dopestované do
semien, aby sa mohla nasadit’ F4 generéacia. Potomkovia ¢isto homozygotnych rodi¢ov
zdedia rovnaku kombinaciu alel, ako mali rodic¢ia. Vo veku 7 tyzdnov boli rastliny F4

generacie pouzité na fyziologicka charakterizaciu.

A
FPSOQ 4+ RPSOQ |  FPSOQ 4 |Bbl | FPLHCES 4 RPLHCES | FPLHCES 4 | Bb]
78 |78, |78 |2&
.
1500bp &
1000bp ¥ ——
750bp |
500bp [ “ “
B
FPS0Q 4 RPSOQ FPSOQ + | Bb1 FPUP + RPUP FPUP + LBb1

17 10 1 7 10 1 7 .10 1 7 10

ed -

i
# % 1500 bp
& 1000 bp

750 bp

- | 8 soobp
Wt

Obr. 15 Vizualizacia vysledkov PCR genotypovania vybranych rastlin z F3 generacie linii A.
thaliana soql Ihcb6 ¢.17 (A) a soql uip ¢.19 (B) s pripravou vzorky priamou metddou izolaciou
DNA. Jamky st oznacené c¢islami vzoriek a pouzitymi primermi. Obrazky vznikli spojenim
fragmentov z viacerych gélov.
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4.2 Fyziologicka charakterizacia rastlin

Fyziologickd charakterizacia pripravenych mutantov prebiehala na rastlinach starych 7
tyzdiiov a bola zamerand hlavne na charakterizaciu nefotochemického zhaSania
u vybranych rastlin A. thaliana. Hlavnym cielom bolo zistit, ¢i dvojité mutanty soql
Ihcb6 asoql uip budi mat priebeh NPQ odlisny ako jednoduché mutanty, ¢o by
naznacovalo interakciu medzi proteinom SOQ1 a LHCB6 alebo UIP.

Pre ilustraciu jednotlivych genotypov rastlin v obdobi testovania bola vytvorena
fotodokumentécia reprezentativnych jedincov (Obr. 16). Fotografia ukazuje aj to, ze
dvojité mutanty mali vol'nym okom pozorovatel'ny mierne odlisny fenotyp — boli 0 nieco
mensie nez ostatné rastliny. U jednoduchych mutantov sa mutacie nijak navonok

fenotypovo neprejavili.

4.2.1 Obsah chlorofylu v listoch

Celkovy obsah chlorofylu v listoch ma vel’ky fyziologicky vyznam pre rastliny. Znizeny
obsah chlorofylu oproti standardnym hodnotam méze indikovat’, Ze sa rastlina nachadza
Vv stresovych podmienkach.

Vysledny obsah chlorofylu u WT mozZzno porovnat’ s hodnotami ziskanymi od
ostatnych genotypov. Velké rozdiely pozorované neboli. Najvyssiu koncentraciu
chlorofylu na merant plochu mal mutant sogl a statisticky vyznamny rozdiel oproti

vSetkym ostatnym hodnotam sa potvrdil pomocou t-testu. Najnizsie hodnoty mali oba

Obr. 16 Reprezentativne rastliny z kazdého genotypu pouzitého na fyziologicka charakterizaciu;
hore zl'ava — WT, soql Ihch6, soql uip; dole zl'ava sogl, uip, Ihch6, Icnp. Mierka je 7 cm.
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Obr. 17 Priemerna koncentracia chlorofylu na meranti plochu u rastlin divokého typu (WT),
jednoduchych mutantov lcnp, 1hch6, uip a sogl-3, a dvojitych mutantov sogl Ihch6 a soql uip.
Hodnoty st vyjadrené ako priemer = SD, n = 8. Skupiny dat bez statisticky vyznamného rozdielu
podla t-testu (p < 0,05) su oznac¢ené rovnakym pismenom.

dvojité mutanty, avsak rozdiel oproti zvySnym meranym rastlinam nie je S$tatisticky
vyznamny. Vysledky ukazuju, ze jednotlivé mutacie nemaju vel'mi vel’ky vplyv na obsah
chlorofylu v listoch (Obr. 17).

4.2.2 Fotochémia fotosystému II

Meranie fyziologickych parametrov zacalo stanovenim hodnoty minimalne;j
a maximalnej fluorescencie pre listy rastlin adaptovanych na tmu. Minimalna
fluorescencia (Fo) sa ziskava pri osvetleni listu svetlom s nizkou intenzitou, ktora nevedie
k zatvaraniu reakénych centier fotosystému II (RCII). Po adaptacii na tmu st takto na
pociatku merania vSetky reakéné centra otvorené. Pokial je hodnota Fo zvySena oproti
Standardnej hodnote ziskanej pri optimalnych podmienkach, mdze to znamenat’ zniZenie
efektivity PSII v désledku jeho poskodenia alebo zvySenu emisiu antén odpojenych od
RCII (Ilikova et al. 2021).

Nasledne po zmerani Fo je aplikovany silny saturacny pulz, ktory vsetky RCII uzavrie,
¢im sa umozni zmeranie maximalnej fluorescencie Fm. Ked'Ze rastlina bola adaptovana
na tmu, fotochemickeé a nefotochemické zhaSanie je pri aplikacii tohto saturacného pulzu
nulové, teda excitatna energia sa z molekul chlorofylu emituje vo forme fluorescencie
V najvd¢som moznom mnozstve. Pokial je hodnota Fm alebo Fo znizena oproti
Standardnej, moze to signalizovat, ze dochadza ku kompeticii medzi vyzarovanim
energie ako fluorescencie a disipacie vo forme tepla. Fm a Fo sa nasledne vyuzivaju na
vypocet maximalneho vytazku fotochémie PSII (Maxwell & Johnson, 2000).
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Fo

Z pouzitych genotypov nebola u styroch (WT, Icnp, sogl a soql uip) pozorovana vyrazne
rozdielna hodnota. Jednoduchy mutant Ihch6, uip a dvojity mutant soql lhcb6 mali
hodnotu Fo zvySenu (Obr. 18). Chybajuica svetlozberna anténa LHCB6 vedie k zvyseniu
Fo hodnoty, ako uz bolo zistené v predchadzajucich Studiach. Dovodom moze byt
nespravne pripojenie LHCII k PSII, ¢o vedie k neefektivnemu prenosu excita¢nej energie
do RCII (Kovacs et al., 2006).

Fm

Rastliny WT, Icnp, Ihcb6 a sogql mali hodnoty, ktoré sa Statisticky nelisili. Genotyp lhch6
a oba dvojité mutanty mali podobné hodnoty. Jednotlivé testované vzorky genotypu Ihch6
mali rozdielne hodnoty, ¢o sa prejavilo pri vypocte priemeru a viedlo K velkej
smerodajnej odchylke. Najniz$iu hodnotu mali oba dvojit¢é mutanty (Obr. 19).
U dvojitého mutanta sogl Ihcb6 je zjavny vplyv chybajicej svetlozbernej antény LHCBS,
ktoré ovplyviiuje podobne ako Fo aj Fm (Kovécs et al., 2006). Vplyv proteinu UIP a jeho
absencie na hodnoty Fo a Fm je tazko urcit, ked’ze tento protein zatial’ nie je vel'mi
preskiumany.

Fu/Fm

Parameter Fv/Fm sa pouZziva v rastlinnej fyzioldgii na detekciu stresu rastlin. Fyziologické
Standardné hodnoty st okolo 0,8, ktoré rastlina nadobuda za optimélnych vonkajSich

podmienok. Hodnoty niZSie ako 0,8 znacia, Ze rastlina sa nachadza v stresovych podmien-

0,40
0,35

0,30

0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Ienp Ihcb6 soql soql lhch6  soql uip

F, a.u.

Obr. 18 Minimalna fluorescencia u testovanych rastlin divokého typu (WT), jednoduchych
mutantov Icnp, lhch6, uip a sogl, a dvojitych mutantov sogql Ihch6 asoql uip. Hodnoty su
vyjadrené ako priemer + SD, n = 4-5. Skupiny dat bez $tatisticky vyznamného rozdielu podrla t-
testu (p < 0,05) st oznacené rovnakym pismenom.
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Obr. 19 Maximalna fluorescencia u testovanych rastlin divokého typu (WT), jednoduchych
mutantov lcnp, 1hchb6, uip a sogl, a dvojitych mutantov sogl Ihch6 a soql uip. Hodnoty su
vyjadrené ako priemer + SD, n = 4-5. Skupiny dat bez Statisticky vyznamného rozdielu podra t-
testu (p < 0,05) st oznacené rovnakym pismenom.

kach (Bjorkman & Demmig, 1987). Tento parameter zavisi od otvorenych reakénych
centier asvetlozbernych antén, ktoré nie si spravne naviazané vramci PSII
superkomplexu (vid d’alej). Cim v4&3i stres, tym menej je otvorenych reakénych centier
a pomer Fy/Fm sa znizuje (Maxwell & Johnson, 2000).

Okrem mutantov Ihcb6 a soql Ihch6 mali vSetky genotypy hodnoty nad 0,8 a podobné
WT, ¢o znaéi, ze PSII nie je v stresovych podmienkach. Mutant soql uip ma o niec¢o
niz§iu hodnotu ako WT, ale stale je v okoli hodnoty 0,8, a jeho hodnota je podobna
jednoduchému soql mutantu. Jednoduché mutanty soql a uip maju hodnoty takmer
rovnaké (Obr. 20).

Nepritomnost’ svetlozbernej antény LHCB6 znizuje pomer Fv/Fm, o sa ukazalo aj
vV tomto merani. LHCB6 mé vyznamny vplyv na funkciu celej fotosyntetickej drahy,
moZe byt nevyhnutnd na spravne viazanie M-trimérov v ramci PSII superkomplexu.
Nespravna organizacia LHCII u mutantov Ihch6 méze viest k znizeniu efektivity prenosu
zachytenej energie do reakéného centra, ¢o ma za nasledok zvysenie Fo a znizenie pomeru

Fu/Fm (Kovacs et al., 2006).

4.2.3 Nefotochemické zhasanie
Jednym z najdolezitejSich ciel'ov fyziologickej charakterizdcie vybranych rastlin bolo
zhodnotit’ priebeh ich nefotochemického zhasania (NPQ) pri prechode z tmy na svetlo.

Ro6zne mechanizmy spadajtice pod indukciu NPQ umoziuju rastlindm vyrovnavat’ sa S
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Obr. 20 Pomer Fu/Fn u testovanych rastlin divokého typu (WT), jednoduchych mutantov lcnp,
Ihch6, uip a soql, a dvojitych mutantov soql Ihch6 a soql uip. Hodnoty st vyjadrené ako priemer
+ SD, n = 4-5. Skupiny dat bez Statisticky vyznamného rozdielu podla t-testu (p < 0,05) su
oznacené rovnakym pismenom.

meniacimi sa svetelnymi podmienkami v prostredi a eliminovat’ tym svetlom indukované
poskodenie fotosyntetického aparatu (Melis, 1999). Protein SOQ1l a LCNP maja
vyznamnu tlohu pri qH type NPQ (Brooks et al., 2013; Malno¢ et al., 2018), qE typ je
zas ovplyviiovany pritomnostou proteinu LHCB6 (Kovacs et al., 2006). Porovnanim
profilov indukcie arelaxacie NPQ u dvojitych mutantnych rastlin, ktoré neobsahuju
protein SOQ a bud’ LHCB6 alebo UIP, s kontrolnymi genotypmi by sa mohla odhalit’
mozna rola LHCBG6 alebo UIP v ramci qH.

U WT rastlin bol priebeh NPQ Standardny. So zapnutim aktinického svetla sa NPQ
postupne zvySovalo. Spociatku bol narast rychlejsi, ale od cca 120. sekundy merania sa
rast spomalil. V polovici merania doslo k vypnutiu aktinického svetla a NPQ relaxovalo
v kratkom €asovom useku po vypnuti vel'mi rychlo. Nésledne sa relaxdcia spomalila
a postupne sa blizila takmer k nule. Islo o qE typ zhasania, ktory sa aktivuje a relaxuje
najrychlejSie. Na zaver merania qE uZ pritomné nie je a posledna hodnota v grafe znaci
uroven pomalSie relaxujucich procesov NPQ (qZ, qH, ql). Priebeh NPQ u vsetkych
testovanych genotypov rastlin zobrazuje graf na obrazku 21.

Priebeh NPQ u lcnp rastlin bol len minimalne odlisny od WT. Avsak protein LCNP je
dolezity v qH type NPQ, na ktorého aktivaciu a relaxaciu je treba dlhsi ¢asovy interval
oproti qE. Ako sa predpokladalo, chybajuci protein LCNP neovplyvnil qE a na zaver

merania boli pritomné pomaly relaxujice procesy bez qH (Malnoé et al. 2018).
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U mutantov lcnp qH zhasanie neprebicha, preto sa tato hodnota da pouzit’ ako referencna
pre jeho vypocet u ostatnych genotypov (vid’ d’ale;j).

Jednoduché mutanty s chybajicim LHCB6 proteinom mali nastup NPQ najrychle;jsi,
no jeho najvyssia hodnota bola v porovnani s ostatnymi nizsia. Tento vysledok odpoveda
predpokladom, kedze LHCB6 minoritna anténa ovplyviuje qE typ zhasania a jej
nepritomnost’ znizuje jeho hodnotu (Kovacs et al., 2006).

Chybajici samostatny protein UIP viedol k 0 nie¢o vy$sim hodnotdm NPQ oproti WT,
ale narast nebol vel'mi vyznamny. Celkovo sa da konstatovat’, ze genotypy WT, Ihcb6,
Icnp a uip mali priebeh zhasania velmi podobny s malymi odliSnost'ami spdsobenymi
chybajucou LHCB6 anténou, ako bolo popisané vyssie.

Mutant neobsahujtci protein SOQ1 mal podl'a ocakavania hodnoty NPQ vysSie nez
WT. Protein SOQ1 brani vzniku qH typu zhéSania a tym v prirodzenych podmienkach
znizuje celkova troven NPQ. Mutant soql nedokaze tento protein syntetizovat a priebeh
gH tak nie je obmedzovany. Désledkom je vyssia celkova urovein NPQ u tychto rastlin
(Brooks et al., 2013).

Dvojity mutant sogl lhcb6 mal priebeh NPQ vel'mi podobny priebehu ako mutant
soql. Tento vysledok naznacuje, ze LHCB6 anténa pravdepodobne nepatri medzi
interakénych partnerov proteinu SOQ1 a nema vplyv na proces qH.

U mutanta soql uip boli pozorované najvyssie namerané hodnoty NPQ zo vsetkych
pouzitych genotypov. Spociatku mala krivka Standardny priebeh, no od 120. sekundy
merania boli pozorované vyrazne odlisné hodnoty. V najvyssom bode (pri 780 s) bola
hodnota NPQ dvojitého mutanta vyssia oproti samotnému soql. gE v pripade dvojitého
mutanta relaxovalo podobne ako pri ostatnych genotypoch, takZe sa da predpokladat’, ze
tento typ NPQ ovplyvneny nebol. AvSak, na zadver merania ostala hodnota celkového
NPQ stile relativne vysoko oproti ostatnym testovanym rastlindm, takZe pomaly
relaxujtce procesy ako napr. qZ alebo gH boli stale pritomné. Protein UIP tak s vel'kou
pravdepodobnost’'ou nejakym sposobom interaguje s SOQL a ovplyviiuje qH.
gE vs. qH
Na zaver analyzy NPQ boli vypocitané hodnoty qE a qH pre vSetky genotypy testovanych
rastlin. Pre ziskanie vyslednej hodnoty qE bola pouzita hodnota v bode 780. sekunda,
kedy doslo k vypnutiu aktinického svetla a NPQ procesy zacali relaxovat. Tato hodnota
bola znizena 0 hodnotu v poslednom bode na konci merania ktora odpovedala uz len

pomaly relaxujiicim procesom. Pre vypocet qH bola pouzita posledna hodnota merania,
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NPQ

Obr. 21 Priebeh NPQ u testovanych rastlin divokého typu (WT), jednoduchych mutantov lcnp,
Ihch6, uip a sogl, a dvojitych mutantov soql Ihch6 a soql uip. Hodnoty su vyjadrené ako priemer
+ SD, n =4-5.

od ktorej sa odratala posledna hodnota ziskana meranim lcnp, pretoZe u tohto mutanta je
qH rovné 0. Vypocitané hodnoty pre qE a qH vSetkych genotypov s na obrazku 22.

Vysledné qE sa pohybovalo okolo 1,7. Rastliny WT, lcnp, sogl, uip a sogl uip
mali hodnoty velmi podobné, ¢o odpovedalo predpokladom, ked’ze ani SOQ1 a ani
LCNP nijako qE neovplyviiuji. Rozdiely neboli ani medzi mutantmi sogl lhcb6 a Ihch6
a taktiez medzi jednoduchym mutantom sog1 a soql lhcb6. Jednoduchy a dvojity mutant
s chybajiucou LHCB6 anténou aj spolu mali niz$iu hodnotu ako WT, ¢o napoveda opat’
0 efekte chybajuce;j tejto svetlozbernej antény (Kovacs et al., 2006).

Procesy qH boli pozorované iba u genotypov uip, sogl a oboch dvojitych mutantov.
Hodnota ziskana pre jednoduchy mutant sogl sa da v pripade qH pouZzit’ ako referencna.
Dvojity mutant s chybajicim proteinom LHCB6 mal podl'a t-testu Statisticky rovnaku
hodnotu qH ako soql, takze o vyraznom vplyve chybajicej antény LHCB6 na qH sa
Vv tomto pripade hovorit’ neda. Druhy dvojity mutant, Soql uip, mal hodnotu qH najvyssiu
zo vSetkych pouzitych genotypov. O pravdepodobnej ulohe proteinu UIP v tomto type
zhasania vypoveda aj nizka, no predsa ziskana, hodnota qH u samostatného uip mutanta.

Vysoka hodnota gH u mutanta soql uip poskytuje priestor na d’alSie skimanie funkcie

proteinu UIP v ramci nefotochemického zhaSania. Vysledky naznacujt, Ze jeho pritom-
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Obr. 22 Vysledné vypocitané hodnoty qE a qH testovanych rastlin divokého typu (WT),
jednoduchych mutantov lcnp, lhch6, uip a soql, a dvojitych mutantov sogl Ihch6 a soql uip.
Hodnoty st vyjadrené ako priemer £ SD, n = 4-5. Skupiny dat bez Statisticky vyznamného
rozdielu podla t-testu (p < 0,05) s oznacené rovnakym pismenom.

nost’ zabezpecuje potlacanie tohto typu zhésania, ked’ze mutanty s chybajicim proteinom
mali hodnoty vyssie. Ked'Ze tento protein je vel'mi malo preskiimany a nepozna sa jeho
Struktira, neda sa vel'mi uvazovat’ o jeho presnej funkcii a molekularnej podstate jeho
interakcie v procesoch NPQ. Avsak z vysledkov sa da odvodit’, Ze UIP v§eobecne posobi
ako represor indukcie gqH typu NPQ, ¢i uz v optimalnych podmienkach, alebo stresovych
podmienkach, pri vysokej intenzite osvetlenia, ktora bola pouzitd po¢as merania.

V prirodzenych optimdlnych podmienkach protein SOQ1 potla¢a qH, ktoré je
indukované proteinom LCNP. Vzhl'adom na to, Ze UIP taktiez pdsobi ako represor qH,
je mozna jeho interakcia aj s LCNP. Jednoduchy mutant soq1l mal urovenn qH vyssiu nez
WT, ¢o bolo predpokladané vzhl'adom na znamu funkciu proteinu SOQ1. Protein UIP je
pritomny a qH u tohto mutanta nedosahuje takych vysokych hodnét ako u dvojitého
mutanta v kombinacii s soql. Samotny mutant v proteine UIP mal nizku, no predsa
pozorovanu uroven qH, ¢im sa potvrdzuje jeho represivna funkcia v tomto type zhasania.
Pritomnost’ proteinu SOQ1 utohto mutanta sice vicSinu qH zhaSania potlaci, ale
nepritomnost’ druhého represora k urcitej indukcii vedie. Tento fakt prispieva
k vysledkom Brooks et al. (2012), ked’ bola naznadena slaba interakcia medzi SOQI1
a UIP. Pokial rastline oba represory chybaji, qH nie je ni¢im obmedzené a jeho troven
je najvyssia spomedzi pozorovanych (Obr. 23).

Ziskané vysledky ukazujii funkciu neznameho proteinu UIP v procesoch
nefotochemického zhaSania. Na zistenie presnej podstaty, ako sa tento protein do

procesov zapaja, budi nutné¢ dalSie experimenty. Zistenie Struktury a nasledne
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rozpoznanie moznych motivov, ¢i vézbovych miest alebo identifikdcia d’alSich

interakénych partnerov by mohli pomdct k objasneniu mechanizmu vplyvu proteinu UIP

na gqH.
Optimalne podmienky Stresové podmienky
A
Vysoka intenzita svetla
gH neprebieha qH prebieha
Optimalne podmienky Stresové podmienky

» Vysoka intenzita svetla

qH neprebieha

gH prebieha

C Optimdlne podmienky Stresové podmienky

Vysokad intenzita svetla

gH neprebieha gH prebieha

D Optimalne podmienky Stresové podmienky

‘ Vysoka intenzita svetla

qH neprebieha

qH prebieha

Obr. 23 Schematicky znazornena mozna interakcia medzi represormi qH proteinom SOQ1 a UIP
s aktivatorom LCNP. A - WT; pritomné su vSetky proteiny, qH prebieha len pocas stresovych
podmienok, kedy sa mnozstvo aktivnych represorov znizuje a LCNP tento proces spusta. Protein
SOQ1 a UIP spolu ur¢itym doteraz presne neobjasnenym spdsobom interaguju; B — mutant soql,
SOQL1 ako jeden z represorov nie je pritomny, qH prebieha vo vacsej miere; C — mutant uip; druhy
represor, protein UIP, nie je pritomny, qH prebieha ale nie az tak intenzivne ako v pripade B; D
— dvojity mutant soql uip; Ziadny represor nie je pritomny, qH prebicha v maximalnej moznej
miere.
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5 ZAVER

V teoretickej Casti tejto bakalarskej prace bolo cielom predstavit’ zhrnutie poznatkov
ziskanych z literatiry na tému fotosyntézy a nefotochemického zhasSania spolu
S jednotlivymi procesmi, ktoré pod NPQ spadaju. Druhd podstatnd téma spracovana
V teoretickej Casti bola protein SOQL1 a jeho funkcia v ramci nefotochemického zhasania.
Ziskané poznatky ohl'adom tohto proteinu viedli k hypotéze, Ze protein SOQ1 mdze
interagovat’ so svetlozbernymi komplexmi v ramci PSII a tito hypotéza bola pocas
experimentalnej Casti otestovana.

Experimentalna Cast’ zahfhala pripravu dvojitych mutantov sogql Ihch6 asoql uip.
Zvolené potencialne interakéné proteiny boli nakoniec vybrané na zaklade poznatkov
z literatary, ked’Ze pilotny skrining mutantov vo svetlozbernych anténach PSII neukazal
ziadneho kandidata na interakciu s proteinom SOQ1.

Postupne boli analyzované vsetky vzorky rastlin F2 generacie, ktoré sa ziskali
krizenim jednoduchych mutantov, a pre potvrdenie spravnosti vysledkov sa rastliny, ktoré
sa v prvom kole ukdzali ako homozygotné dvojité mutanty, podrobili genotypizacii eSte
raz. Ani v jednom pripade F2 generacie sa hl'adany genotyp nepotvrdil, preto bolo
potrebné dopestovat F3 generaciu. V F3 generacii sa podarilo izolovat' jedince
s hladanym dvojito-homozygotnym genotypom a vysledok bol eSte potvrdeny PCR
reakciou na Cistej izolovanej DNA.

Ziskané mutanty sogl Ihch6 a sogl uip boli nasledne dopestované do semien a jedince
F4 generacie sa pouzili na fyziologicku charakterizaciu so zameranim predovsetkym na
priebeh NPQ u testovanych rastlin. V pripade proteinu LHCB6 nebola dokazana ziadna
spojitost’ s proteinom SOQ1 aani s qH typom zhasania. Nepritomnost’ svetlozbernej
antény LHCBG6 viedla iba k zmenam minimalnej, maximalnej fluorescencie a pomeru
Fu/Fm, ako bolo uz prezentované v predoslych stadiach (Kovacs et al., 2006).

Jednoduchy mutant uip mal ur¢itd nizku hodnotu qH na zaver merania a dvojity
mutant sogql uip mal hodnotu qH najvyssiu zo vsetkych testovanych genotypov. Z
tychto vysledkov vyplyva, ze protein UIP funguje ako represor indukcie qH typu
zhaSania a je pravdepodobné, ze nejakym sposobom interaguje s proteinom SOQ1. Tento
vysledok prispieva k zisteniam Brooks et al. (2012), kde bola slaba interakcia medzi
SOQ1 a UIP prvy raz popisana. Aky je presny mechanizmus zapojenia UIP do procesov

NPQ ostava nateraz zéhadou.
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Vysledky odhal'uji novy nezndmy protein, ktory je zapojeny do procesov NPQ.
Identita a skuto¢na funkcia proteinu UIP nie je znama. Na objasnenie jeho presnej role
a molekularneho mechanizmu, akym sa do procesov NPQ zapdaja, bude treba dalSie
experimenty. V buducnosti bude treba tento nateraz neznamy protein preskimat’, ¢o sa

tyka jeho $truktary, lokalizacie v ramci bunky a jeho d’alsich interakénych partnerov.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

Fo

F1

F2

Fm

Ft

Fv

Fv¢
HAD
HHL1
LCNP
LHC
LHCII
LP, FP
LQY1
MPH2
NoM
NPQ
OEC

P
P680*
PCR
PQ
PSI, P700
PSII, P680

QA

pmol foténov m2s 1
Larbitrary units*
ethyl-methyl sulfonat
etidium bromid

maximalna fluorescencia pri vzorke adaptovanej na svetlo

relativna hodnota maximalnej fluorescencie pri vzorke adaptovanej

ha tmu

minimalna fluorescencia

prva filidlna generacia

druha filidlna generacia

maximdlna fluorescencia

fluorescencia v Case t

variabilna fluorescencia

variabilna fluorescencia rastliny adaptovanej na svetlo
haloacidicka dehalogenaza

,,hypersensitive to high light*

plastidovy lipokalin

svetlozberny komplex

svetlozberné komplexy fotosystému II

lavy (,,forward*) ohranicujlici primer

,,low quantum yield of PSII*

,maintenance of PSII under high light*

mutant s chybajlicimi minoritnymi svetlozbernymi anténami
nefotochemické zhésanie

kyslik vyvijajiice centrum

parentalna generacia

oxidovany stav reakéného centra forosystému 11
polymerazova retazova reakcia

plastochin6n

fotosystém |

fotosystém II

plastochinon A
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qE

gqH

ql

gP

qT

qZ

RCII

ROS

RP

SOQ, SOQ1
T-DNA
Ti-plazmid
Trx

UIP

VDE
WT

zhéaSanie zavislé na energii

zhasanie zavislé na proteine SOQ a LCNP

fotoinhibicné zhéasanie

fotochemické zhasanie

zhasanie zavislé na stavovych prechodoch

zhasanie zavislé na zeaxantine

reak¢éné centrum fotosystému II

reaktivne formy kyslika

pravy (,,reverse*) ohranicujuci primer

,supressor of quenching*; protein regulujtici qH typ NPQ
transferovd DNA

,tumor-inducing plasmid*; plazmid spoésobujtci nadory
tioredoxin

,2unknown interacting protein®; nezndmy protein s moznou
interakciou s proteinom SOQ1

violaxantin de-epoxidaza

rastlina divokého typu
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