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Plant development and many cellular processes are accompanied by the production of
reactive oxygen species (ROS). Some ROS representatives play important roles as second
messengers and are involved in the signaling process in plants. Excessive accumulation
of ROS during stress leads to oxidation of biomolecules and damage to subcellular
structures. Plants must effectively manage ROS levels within cells to prevent exceeding
the physiological concentrations of ROS, which are regulated by the antioxidant defense
system, including the superoxide dismutase (SOD) enzyme family. The expression of
Cu/ZnSOD (CSD) and FeSOD1 (FSDI) in Arabidopsis thaliana depends on copper
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transcription factor, which is a full component of maintaining copper homeostasis in
plants. Previous work suggests that this SOD regulation is partially disrupted in Medicago
sativa, a plant known for its ability to initiate a symbiotic relationship with the nitrogen-
fixing bacterium Sinorhizobium meliloti.

The present work was undertaken to verify the maintenance of this SPL7-driven SOD
regulatory pathway in the related species Medicago truncatula. Detection of SOD
isoforms activity and abundance were performed using NATIVE PAGE with specific
SOD activity staining and Western-blot methods. The SOD isoforms of M. fruncatula
were characterized using inhibitory activity assays. The MtCSD2 gene was previously
identified in M. fruncatula, which probably has no homologues in A. thaliana. The
MtCSD2 protein is predicted to be localized in the chloroplast, according to previous
bioinformatic predictions. Another aim of this work was to prepare a 355::MtCSD2:GFP
construct whose functionality was verified by transient transformation in Nicotiana
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CILE PRACE

Vypracovani reSerSe na téma:

e Reaktivni formy kysliku a jejich detoxifikace pomoci antioxida¢ni obrany rostlin
se zamé&fenim na superoxiddismutasy (SOD).

e Popsani zavislosti a regulace SODs skrze dostupnost meédi a zapojeni
SQUAMOSA promoter-binding protein-like7 transkripéniho faktoru do jejich
regulace.

e Proces nodulace u rostlin Medicago truncatula a Medicago sativa L. a mozné

zapojeni SOD v tomto procesu.

Experimentalni cile:

e Ziskani praktickych zkuSenosti v praci s rostlinami a v zakladnich molekularné-
biologickych a biochemickych metodach.

e Oveéfeni vlivu riznych koncentraci médi v rastovém médiu na abundanci a
aktivitu SOD u divokého typu M. truncatula. Definovani jednotlivych izoenzymu
SOD pomoci inhibicni analyzy u M. truncatula.

e Piiprava konstruktu (355::MtCSD2:GFP) pro fluorescencné znacenou MtCSD2
pod kontrolou nadexpresniho promotoru pomoci metody.

e Ovéfeni funkCnosti piipraveného konstruktu pomoci transientni transformace s

naslednou mikroskopii.



1 Uvod

Veskeré aerobni organismy jsou zavislé na pfitomnosti kysliku v atmosfére. Jeho
odhadovany obsah v atmosfére je v souc¢asné dobé ~ 20,95 %. Kyslik byl hybnou silou
pohangjcici evoluci biosféry na planet¢ Zemi (Mills et al., 2023) a je akceptorem
elektrond v fadé biologickych procest. Tato reakce vSak muze vSak vést ke vzniku
reaktivnich forem kysliku (ROS). Pro rostliny je gradient ROS dulezity pro urcité
vyvojové procesy, nicméne v buitkach musi byt ROS udrzovany homeostaze, protoze
jejich nadmeérna akumulace vede k oxidativnimu poskozeni bunécnych struktur (Dreyer
& Schippers, 2019). Oxidativni stres vznika v disledku piisobeni biotickych i abiotickych
stresord na organismus. Vzhledem k sesilnimu zplisobu zivota doSlo pravé u rostlin
k vyvoji propracovaného a ucinného systému antioxidacni obrany (Janka et al., 2019).
Superoxiddismutasy (SOD) jsou primarnimi antioxidaénimi enzymy pfitomnymi u

organismul (Dreyer & Schippers, 2019).

Exprese Cu/ZnSOD a FFeSODI je u modelové rostliny Arabidopsis thaliana zévisla na
dostupnosti médi, priCemz regulace exprese je fizena prostiednictvim transkripéniho
faktoru SQUAMOSA promoter binding protein-like7 (SPL7) (Yamasaki et al., 2009).
Bylo zjisténo, ze regulace exprese FeSOD prostrednictvim SPL7 byla narusena u
hospodarsky vyznamné plodiny Medicago sativa (Hanakova, 2022). Pfedmétem této
prace je stanoveni vlivu dostupnosti médi na aktivitu a abundanci SOD u pfibuzné rostliny
Medicago truncatula. K tomuto stanoveni byly pouzity biochemické metody NATIVE
PAGE s naslednym specifickym barvenim aktivity SOD a Western-blot. Cilem této ¢asti
prace bylo predevs§im ovéfit, zda u M. fruncatula byla rovnéz v priabéhu evoluce narusena

regulace exprese FeSOD fizena transkripénim faktorem SPL7.

Skupina SOD gent se vyznacuje mezidruhovou konzervovanosti, avSak u M. sativa a
M. truncatula doslo k vyvoji CSD2, ktery se zdd byt pro tyto rostliny unikatni, u
A. thaliana neni pravdépodobné v genomu obsazen ortologni gen. Pro CSD2 byla
porovnanim proteinovych sekvenci u M. fruncatula predikovana chloroplasticka
lokalizace proteinu (Hanakova, 2022). Za ucelem potvrzeni predikované lokalizace
CSD2 u M. truncatula byla Cast této prace zaméfené na genové inzenyrstvi. Pomoci
technologii MultiSite Gateway® byl ptipraven konstrukt 358::MtCSD2:GFP jako
osucast vektoru pB7m34GW a byla provedena validace funkcnosti konstruktu pomoci

transientni transformace Nicotiana benthamiana s naslednou mikroskopickou analyzou.



2 Soucasny stav feSené problematiky
2.1 Reaktivni formy kysliku

Pritomnost kysliku v atmosfére je nezbytna pro zivot veskerych aerobnich organismu,
které ziskavaji energii pii procesu oxidativni fosforylace. Aerobni metabolismus
umoziiuje organismim efektivnéjsi tvorbu energie, coz umoznilo organismim vyvinout
se v slozitéj§i formy zivota. Kyslik hraje klicovou roli v elektronovém transportnim
fetézci, kde je koncovym piijemcem elektron. Paradoxné je vSak kyslik pro aerobni
organismy toxicky. Pfi vystaveni organismi zvySené koncentraci kysliku dochazi
oxidativnimu poskozeni bunek. K oxidativnimu poskozeni vSak dochazi i pfi normalni
koncentraci kysliku. Superoxidova teorie toxicity kysliku oznacuje jako pfi€inu toxicity
kysliku nadmérmou tvorbu superoxidovych radikalt, ktery vznika redukci molekuly

kysliku (Obrazek 1) (Halliwell, 2006).

Ze superoxidového radikalu mohou byt generovani dalsi zastupci reaktivnich forem
kysliku (ROS). ROS se vyznacuji vysokou reaktivitou, diky pfitomnosti nesparovanych
elektronu a nestabilni elektronové konfiguraci. Hlavnimi zastupci ROS v burikach rostlin
jsou superoxidovy radikal (O27), peroxid vodiku (H202), hydroxylovy radikal (OH),
singletni kyslik ('02) (Halliwell, 2006). Jednotlivi zastupci ROS jsou dale
charakterizovani v kapitole (2.1.1).

e- e- e- e-

H)O, H,O, —— OH'
0 T R (H*)

0, H,0

Superoxidovy Peroxid Hydroxylovy
radikal vodiku radikal

Obrazek 1: Produkce reaktivnich formem kysliku prostfednictvim vicestupiiové redukce
molekuly kysliku. Prevzato z (Gechev et al., 2006).

Vétsina ROS vznika pii aktivaci kysliku v elektronovych transportnich fetézcich. ROS
jsou generovany v fadé bunélnych struktur — v chloroplastech, mitochondriich,
peroxisomech, apoplastu a ¢astecné 1 v cytosolu. U rostlin je hlavnim mistem produkce

prave chloroplast (Alscher et al., 2002).

ROS jsou piitomny v rostlinnych 1 zivo€isnych burikach pii béznych fyziologickych
podminkach. Problém vSak nastava, kdyzjsou ROS nadmérné generovany, a to napfiklad
béhem pusobeni biotického a abiotického stresu. ZvysSena akumulace ROS vyvolava

v bunikach oxidativni stres (He et al., 2018). Béhem oxidativniho stresu ROS narusuji



strukturu biomolekul (lipidt, proteint, nukleovych kyselin) a dochazi tak k poskozeni
bunéénych struktur, napiiklad membranovych systémt, coZz negativné ovliviiuje
tfyziologické procesy (Alscher et al., 2002). Vzhledem k tomu ze rostliny ziji pfisedle,
musely si béhem evoluce vytvorit systém adaptaci, aby mohly rast a prospivat i za
nepiiznivych podminek okoli (He et al., 2018). Adaptaci rostlin na oxidacni stres je
propracovany systém enzymatické a neenzymatické antioxidacni obrany (Alscher et al.,

2002), ktera je detailnéji probirana v kapitole 2.2.

Jak jiz bylo zminéno, ROS jsou sice pfi vyssi koncentraci toxické, ale soucasné je jejich
pfitomnost v bunikach nezbytna. ROS figuruji béhem plsobeni stresu jako prevadéce
signalu (sekundarni poslové) v signalizaénich drahach a jsou zapojeny do fady
fyziologickych a vyvojovych procest rostlin (Del Rio & Lopez-Huertas, 2016). ROS
aktivuji odpoveéd’ rostliny na stres a spousteji fyziologické zmény nezbytné pro adaptaci
rostliny, ¢imz zvySuji toleranci rostlin vici stresu (Del Rio & Lopez-Huertas, 2016; He
et al., 2018). Pro plné pohopeni funkci ROS je neprve nutné vysvétlich jejich pavod

vzniku v rostlin€ a jejich chemické vlastnosti.

2.1.1 Charakterizace zastupci reaktivnich forem kysliku
Jednotlivé ROS se vzajemné odliSuji mirou reaktivity a poloasem rozpadu, které jsou

zavislé na jejich struktufe a elektronovém uspofadani. Rada ROS existuje ve formé
volnych radikald. Radime mezi né OH, 0,7, peroxylovy radikal (ROO),
hydroxyperoxylovy radikal (HO>’). Volny radikal je molekula, ktera se vyskytuje volné a
ve svém orbitalu obsahuje nesparovany elektron, diky ¢emuz se molekula vyznacuje
zvySenou reaktivitou. I molekula Oz je ve své podstaté volnym radikalem, protoze

obsahuje dva nesparované elektrony (Halliwell, 2006).

Obecné lze fici, ze nebezpeCnost radikald pro buiky spociva v tom, Ze mohou spustit
fetézovou reakci kterou je naptiklad peroxidace lipida. Béhem peroxidace lipidi dochazi
k poskozeni membranovych proteint, kanalt a receptorti. Muze dojit k naruseni integrity
membran kvali fragmentaci fetézce mastnych kyselin. Membrana se muze stat
propustnéjsi pro slouCeniny, které ji bézné prochazi pres specifické iontové kanaly.
Muzou byt vytvareny sloucenin, které maji schopnost nicit tkané a pletiva jako jsou napf.
isoprostany a kyselina eikosapentaenova. Rozkladem lipidovych peroxidi vznikaji
toxické slouceniny, které naruSuji molekuly DNA a jsou potencidlnimi mutageny —

nasycené a nenasycené¢ aldehydy, ketony, epoxidy (Halliwell, 2006).



Nejvice reaktivnim zastupcem ROS je pravé OH'., zarovenn ma vSak tato molekula
nejniz§i zivotnost a je nejméné stabilni ze vSech ROS (tio= 1 ns), téZ ma nejkratsi
migracni vzdalenost — 1 nm (Mittler, 2017). OH ma silné destrukéni ucCinky vici
biomolekulam (nukleovym kyselinam, proteinim a lipidim). Organismy nemaji
antioxida¢ni obranu pfimo cilenou na tuto formu ROS, jejich taktikou je zabranit formaci
OH'. Ten vznika interakci jinych ROS (Haber-Weissova reakce), nebo pii reakci ROS a
iontd kovi, proto je cilem eliminovat mnozstvi té€chto faktort prispivajicich k tvorbé OH
(Gechev et al., 2000). Mistem vzniku OH' uvnitf bunék jsou chloroplasty, peroxisomy a
mitochondrie (Mittler, 2017). K Produkci OH' dochazi taktéz v bunétné sténé a
cytoplazmatické membrané (Richards et al., 2015). OH vznika Fentonovou reakci
(Obrazek 2), kdy ve vodé rozpustny Fe?" reaguje s H,0s. K této reakci muize dochazet
v zivych organismech, proto je v nich limitovano mnozstvi dostupného Fe?* a H,0,

(Halliwell, 2006).
Fe?* + H,0, — prechodny komplex — Fe(lII) + OH + OH~

Obrazek 2: Vznik hydroxylového radikalu Fentonovou reakci (Halliwell, 2006).
Dale mtuze OH: vznikat pisobenim UV zafeni na molekulu H>O,, kdy dochazi k rozpadu

vazby mezi atomy kysliku (Obrazek 3).

UV zéteni

H,0, —— OH + OH:
Obrazek 3: Vznik hydroxylového radikalu pusobenim UV zafeni na molekulu peroxidu vodiku
(Halliwell, 2006).
Navzdory svym ni¢ivym uinkim a kratkému poloCasu rozpadu figuruje OH' jako

signalizaCni molekula (Richards et al., 2015) (viz. kapitola 2.1.2).

Dalsim pomérné reaktivnim zastupcem ROS je 'O; (tio= 1-4 ps, migraéni vzdalenost —
30 nm) (Mittler, 2017), ktery vznikd pii excitaci Oz, béhem niz dochazi ke zméné
konfigurace elektronti v orbitalech, coz zvysuje oxidacni schopnosti O2. V chloroplastech
vznik4 'O, b&hem fotosyntézy ve fotosystému II (PSII) pii nedostatecné disipaci energie.
Excitaci vznika tripletni chlorofyl, z n€hoz mize dojit k prenosu energie na O» za vzniku
10,, ktery poskozuje fotosynteticky aparat v chloroplastu (Halliwell, 2006). 10, mize byt
generovan 1 v peroxisomech, mitochondriich a v jadfe (Del Rio & Lopez-Huertas, 2016).
10, vznik4 v pfitomnosti iontu kovu v Haber-Weissové reakci (Obrazek 4), kdy spolu

reaguji O2~ a H20,. Vznika taktéz vysoce reaktivni OH (Mor et al., 2014).



H,0, + O, —> OH + OH + 'O,

Obrazek 4: Vznik singletniho kysliku béhem Haber-Weissovy reakce (Khan & Kasha, 1994).

Cilem 'O, jsou proteiny (konkrétné aminokyselinové zbytky cysteinu, histidinu,
tryptofanu a tyrosinu), taktéz 'O, milize pfenést svou energii na nenasycené mastné
kyseliny, dochazi k jejich peroxidaci (Gechev et al., 2006; Mittler, 2017). I pfestoze je
10, toxicky, je signalni molekulou viz. kapitola 2.1.2 (Halliwell, 2006). K zhaseni 'O
dochazi zejména pusobenim malych lipofilnich antioxidantd, kterymi jsou tokoferoly a
karotenoidy. Potencialnimi zha3eni 'O, jsou plastochinon a D1 protein PSII (Jankd et al.,

2019).

Méné reaktivnim zastupcem ROS je Oy V porovnani s OH: a !0, m4 nicméné& podobny
pologas rozpadu jako 'Os (t12= 1-4 us, migraéni vzdalenost — 30 nm). V ptipadé kdyz O,
pfijme elektron, ktery obsadi orbital n*, vznika O, (Halliwell, 2006). Misty vzniku O2~
v rostlinnych buiikéach jsou chloroplast, mitochondrie, peroxisomy, cytoplazma a apoplast
(Janku et al., 2019). V chloroplastech je generovan O~ jak ve fotosystému I (PSI), tak i
ve PSII, v PSII muze dojit k uniku elektrond, coz vede k redukci O» (Janka et al., 2019).
Béhem svételné faze fotosyntézy je na akceptorové strané PSI generovan O~ Mehlerovou
reakci, ktera je dependentni na nizké hladiné NADP™ a na pfitomnosti redukovanych
proteinti thioredoxinu a ferredoxinu (Waszczak et al., 2018). V mitochondriich je Oz~
bézné produkovan v elektronovém transportnim fetézci beéhem respirace. V nadmire je
produkovan v pfipad€, kdy je limitovana rychlost respirace dostupnosti ADP (Janku et
al., 2019). V peroxisomu je O~ generovan jak v membrang, tak i v matrix. V matrix
peroxisomu je Oy~ generovan systémem xantinoxidasy (XO), ktery katalyzuje oxidaci
xantinu a hypoxantinu na kyselinu mo€ovou. Dale O~ vznikd v membrané peroxisomu
jako produkt elektron transportniho fetézce do néjz jsou zapojeny enzymy flavoprotein
NADH :ferrikyanidreduktasa a cytochrom b (Del Rio & Lopez-Huertas, 2016). Tvorba
02~ v apoplastu aktivitou NADPH oxidas je samostatné popsana v kapitole 2.1.2.1.

Cilem O jsou proteiny, kdy ma schopnost inaktivovat enzymy a méni jejich katalytickou
aktivitu, zejména pokud obsahuji Fe-S klastr (Halliwell, 2006). Diky negativnimu naboji
neni Oz~ schopen prachodu pfes bunééné membrany, avSak v kyselém prostiedi se
vyskytuje v protonované formé¢ HO;. Protonovand forma je schopna prochazet pies

bunééné membrany, spousti oxidaci lipida (Halliwell, 2006). Hodnota pH tedy ovliviiuje



distribuci Oz~ v bunéCnych strukturach, az 16 % O, se vyskytuje pravé v protonované

forme (Janku et al., 2019).

Nejméne reaktivni ROS je molekula H>0,, soucasné¢ ma vsak H»O; nejdelsi zivotnost
v porovnani s ostatnimi ROS a je nejstabiln€jsi molekulou ROS. Ma nicméné pomérné
velkou migracni vzdalenost (t12> 1 ms, migracni vzdalenost > 1 um) (Mittler, 2017).
Stabilita a nizka reaktivita H>O, souviseji se zapojenim této molekuly do bunécné
signalizace. Toto zapojeni je nicméné podminéno efektivnim prichodem molekul pies
bunééné membrany. H,O> nemtze volné difundovat z mista vzniku do okolnich bun¢k,
pohyb této molekuly pfes membrany je zprostifedkovan kanaly v membrané — aquaporiny
(Bienert et al., 2006, Henzler & Steudle, 2000). Bylo zjisténo ze aquaporiny maji
chopnost regulovat intracelularni a intercelularni vyménu H>O», diky Cemuz se tyto

kanaly ¢astecné podileji na regulaci signalizace (Bienert & Chaumont, 2014).

K tvorbé H»0; v rostlinnych burikdch dochazi v peroxisomech, chloroplastech,
mitochondriich, cytoplazmé, apoplastu (Mittler, 2017). Pravdépodobné velka ¢ast H>O»
v bunkach ma ptivod v peroxisomech, kde vznika aktivitou glykolat oxidasy, acyl-Co-A-
oxidasy, flavinoxidasy a dismutaci O~ (Del Rio & Lopez-Huertas, 2016). H2O; je
generovan v mitochondriich v elektronovém transportnim fetézci a dismutaci Oz, rovnéz
vznika v elektronovém  transportnim  fetézci  lokalizovaném v membranach
endoplazmatického retikula. V PSII H,O; vznika pfi netplné oxidaci molekuly vody,
taktéz je H2O2 v chloroplastech generovan dismutaci (Janka et al., 2019). I pres nizsi
reaktivitu H,O» oproti ostatnim ROS narusuje H>O> stukturu biomolekul, tyto atakuje
cysteinové a methioninové zbytky proteint, rovnéz negativné interaguji s molekulami

DNA (Mittler, 2017).

Za zminku taktéz stoji, ze ROS radikalové povahy mohou indukovat tvorbu reaktivnich
forem dusiku (RNS), coz jsou taktéz vyzmané molekuly pro bunécnou signalizaci
(Farnese et al., 2016). Naprtiklad reakci O>~ s radikalem oxidu dusnatého (NO) vznika
peroxynitrit (ONOQ"). Protonovana forma peroxynitritu — kyselina peroxydusita

(ONOOH) je silnym oxidantem (Halliwell, 2006).

2.1.2 Signaliza¢ni a vyvojova role ROS
V minulosti byly ROS vnimany pouze jako cytotoxické molekuly, v souCasnosti vSak

doslo k zméné pohledu na tuto skupinu molekul, které jsou nezbytnou soucasti bunééné



signalizace, reguluji fadu bunéénych procest a ovliviiuji genovou expresi (Shapiguzov et

al., 2012).

ROS v signalizaci figuruji jako sekundarni poslové — redoxné puisobi na signalizaCni
molekuly, ¢imz modulyji jejich aktivitu. ROS interaguji s proteiny, které maji ve své
struktufe urcité motivy senzitivni vici oxidaci (vazané atomy kovi, zbytky cysteinu,
methioninu), pravé oxidaci muze byt ovliviiena biologicka aktivit té€chto proteint.
Prostfednictvim ROS mohou byt aktivovany reverzibilni oxidaci redoxné senzitivni
proteiny — thioredoxiny, glutaredoxiny, peroxiredoxiny. ROS mohou ménit redoxni stav
transkripénich faktori a tim je aktivovat (Waszczak et al., 2018). Prostfednictvim ROS
mohou byt aktivovany MAPK kaskady (,MITOGEN ACTIVATED PROTEIN
KINASE®) (Jalmi & Sinha, 2015). ROS mohou rovnéz interagovat s fytohormony, RNS,
Ca?" (Jankd et al., 2019). Nejlépe je popsana signalizaéni role H>O», ten interaguje s fadou
molekul - ABA (kyselina abscisova), ET (ethylen), JA (kyselina jasmonova), SA (kyselina
salicylova), NO (oxid dusnaty), Ca** (He et al., 2018).

2.1.2.1 Vznik ROS v apoplastu a Sifeni signalu

Pro signalizaci jsou klicové ROS produkovany v apoplastu rostlinnych bunék fadou
enzymu - aminooxidasami, peroxidasami bunéénych stén (peroxidasy tfidy I11) a NADPH
oxidasami (Francoz et al., 2015; Qi et al., 2017). Zcela zdsadnim producentem O~
(nésledné ihned dismutovany na H»O) v apoplastu jsou enzymy zname jako NADPH
oxidasy, které jsou u rostlin nazvyvané jako RBOH (,,RESPIRATORY BURST
OXIDASE HOMOLOG"). Tyto enzymy jsou lokalizovany v cytoplazmatické membrané
a maji cytosolickou, transmembranovou a apoplastickou ¢ast. RBOH enzymy katalyzuji
redukci O na Oy 7, pficemz donorem elektronu v této reakci je NADPH (Chapman et al.,
2019). Genom A. thaliana kdduje 10 gentit RBOH, pficemz dvé isoformy RBOHD a
RBOHEF jsou aktivni pfi odpovédi na stres zpusobeny biotickymi a abiotickymi stimuly.
Produkce ROS v apoplastu, bunécné stén¢ a cytoplazmatické membrané zprostredkovana
pfechodnym oxidativnim vzplanutim je esencialni pro imunitni obranou reakci rostlin
vuci patogenim. Béhem pisobeni abiotického i biotického stresu dochazi k propagaci
signalu mezi burikami prostfednictvim tzv. ROS vilny (,ROS waves™). Aktivovany
RBOHD produkuje O,", ktery je dismutovan na H>O,, ten prostiednictvim akvaporint
difunduje do okolnich bunék. H2O> ma schopnost aktivovat kanaly pro transport vapniku
lokalizované na cytoplazmatické membrané. Zasadni pro detekci extracelularniho H>O»

je HPCAl (,H,0,-INDUCED Ca* * INCREASES 1), HPCAl béhem bunééné



signalizace detekuje apoplasticky H>O2. HPCA1 je element propojujici ROS signalizaci
a Ca®' signalizaci, je nezbytny pro aklimatizaci bun&k na stres. HPCA1 m4a schopnost
regulovat kanaly pro transport vapniku. Po detekci apoplastickych ROS/H>0» indukuje
HPCA1 akumulaci vapnnihu v bunécném cytosolu. V disledku akumulace vapniku
dochazi ke spusténi vapnik-dependentni protein kinasovych kaskad. Vysoka hladina
vapniku je detekovana proteinem, ktery ma schopnost vazat vapnik — CBL4
(,CALCINEURIN B-LIKE CALCIUM SENSOR 4%). Po navazani vapniku na CBL4
dojde ke zméné konformace tohoto proteinu, ten nasledné aktivuje proteinkinasu CIPK26
(,CBL4-INTERACTING PROTEIN KINASE 26%), ktera prostfednictvim interakce
muze aktivovat proteinkinasu OST1 (,,OPEN STOMATA 1¢). CIPK26 a OSTI
fosforylaci aktivuji RBOHD, coz vede ke zvysSeni produkce ROS a nasledné propagaci
ROS vlny, jejimz prostiednictvim je signal §ifen do rostlinnych bunék, které nejsou pfimo
stresu vystaveny a dochazi ke spusténi adaptacnich mechanismt potfebnych pro preziti

rostliny (Fichman & Mittler, 2020; Hu et al., 2020).

2.1.2.2 Zapojeni ROS do fyziologickych procest rostlin

ROS reguluji fadu fyziologickych procest esencialnich pro vyvoj rostlin. Ovliviiuji rist
a prodluzovani kotenovych vlaska, rast pylové lacky, vyvoj trichomd, zrani trachealnich
elementt, apikalni dominanci, rast a tvar listt (Gechev et al., 2006). Jednim z divodu,
pro¢ ROS ovlivilyji tyto vyvojové procesy je to, Ze maji znacny vliv na extenzi bunécné
stény béhem bunécného rustu. Napiiklad OH' podporuje elongaci bunééné stény, tim ze
buné¢nou sténu rozvoliuje oxidativnim St€penim pektind a xyloglukand. Naopak H>O»
iniciuje tvorbu pificnych vazeb mezi polysacharidy bunécné stény, formaci disulfidickych

vazeb a dalo by se fici, ze H2O; spise limituje expanzi bunécné stény. (Janka et al., 2019)

V kotenech dochazi k relativné vysoké akumulaci ROS, které reguluji miru proliferace a
diferenciace bunek. Produkce ROS je zcela ztézejni pii spravném vyvoji kotfenovych
vlaskd a zakladani a rustu lateralnich kofent (pfidejte vhodné citace). ROS jsou taktéz

zapojeny do procesu regulace apertury pruducha (Kimura et al., 2017).

Dal§im fyziologickym procesem fizem skrze ROS je programovana bunécna smrt (BS),
kdy dochazi k akumulaci ROS v pletivech, které maji byt odstranény (Kimura et al.,
2017). BS maze nastat v urcité vyvojove fazi rostliny (napf. béhem senescence listi, BS
bunék aleuronové vrstvy semen), anebo je BS vyvolana nepfiznivymi podminkami

vné¢jsiho prostredi, jako je naptiklad hypersenzitivni odpovédi rostlin na patogeny.



V tomto piipadé€ je zpusténa BS napadenych bunék, ¢imz muze byt zabranéno S§ifeni

patogennich organismua do okolnich bunék pletiva (Janku et al., 2019).

2.2 Antioxida¢ni obrana
Oxidacni stres je faktor, ktery ovliviiuje ruzné aspekty rastu a vyvoje rostlin (viz.

kapitola 2.1.2). Oxidacni stres vznika tehdy, kdyz je naruSena rovnovaha mezi produkci
ROS a schopnosti bunek tyto ROS neutralizovat. Behem evoluce doSlo k vyvoji
sofistikovanych obrannych systému, které pomahaji rostlinam vyrovnavat se s oxida¢nim
stresem. Systém antioxidacni obrany rostlin je komplexni a mnohouroviiovy.
Antioxidacni obranu rostlin je mozno rozdélit na dvé hlavni kategorie — na

neenzymatickou a enzymatickou (Dumanovic et al., 2021).

2.2.1 Neenzymaticka antioxida¢ni obrana
Rostliny produkuji fadu antioxidacnich metaboliti — karotenoidy, flavonoidy, tokoferoly,

betalainova barviva, askorbat Tyto metabolity jsou oxidovany ROS, oxidaci vznikaji
nepfili§ aktivni molekuly, diky pfenosu energie dochazi ke zhaSeni ROS a je eliminovano
riziko poskozeni biomolekul reaktivnimi formami kysliku. (Halliwell, 2006; He et al.,

2018).

22.1.1 Askorbat
Askorbat neboli vitamin C je metabolit pfitomny v Siroké fadé rostlinnych pletiv a je

jednim z hlavnich rostlinnych antioxidanti. V bunkach se vyskytuje v redukované formé.
Je syntetizovan v mitochondriich a jeho distribuce probiha pomoci difuze a
elektrochemického gradientu (Ahmad et al., 2010). Je redukénim cinidlem pro fadu
reaktivnich molekul, podili se na detoxifikaci zejména peroxidu H,O> a pfimo deaktivuje
10,, 027, OH,, ROO' a kyselinu peroxodusitou (HNOs3) (Ahmad et al., 2010; Halliwell,
2006). Askorbat nelze striktné oznacit pouze jako prvek neenzymatické antioxidacni
obrany, vzhledem k tomu, Ze je askorbat zapojen 1 do enzymatické antioxidacni obrany,
diky tomu, ze je enzymatickym kofaktorem a je zapojen do askorbat-glutathionového
cyku, ktery je podrobné&ji popsan v kapitole 2.2.2.3. Redukovany askorbat figuruje jako
kofaktor enzymu violaxanthin de-epoxidasy (VDE), ktery je zapojen do procesu
nefotochemického zhaseni (NPQ).

2.2.1.2 Tokoferoly

Tokoferoly jsou v tucich rozpustné molekuly, které jsou syntetizovany pouze
fotoheterotrofnimi organismy. Jedna se o antioxidanty, které hraji protektivni roli pfi

oxidativnim stresu v chloroplastech rostlin. Dale mohou byt u rostlin lokalozovany
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v amyloplastech, leukoplastech a chromoplastech (Ali et al., 2022). Jsou to protektanty
vuci peroxidaci lipidi v membranach, deaktivuji zejména ROO- (Halliwell, 2000).
Tokoferoly maji schopnost zhaSet 'O, (Jank@i et al., 2019) Jedna se o strukturn&
raznorodou skupinu latek, kterou mizeme rozd€lit na jednotlivé formy na zakladé poctu
a polohy methylovych skupin na chromanolovém kruhu. Tokoferoly délime do Ctyt
skupin (a, B, v, 0), pfi¢emz u rostlin je dominantni formou o-tokoferol (Mufioz & Munné-
Bosch, 2019). Lokalizace a-tokoferolu je ve vnitini membrané plastidi a plastoglobul
(Ali et al., 2022). Tyto Ctyfi formy se vzajemné odlisuji riznou biologickou aktivitou,

nejvyssi biologickou aktivitu vykazuje a-tokoferol (Ahmad et al., 2010).

2.2.1.3 Glutathion
Glutathion (GSH) je tripeptid (y-glutamylcysteinglycin) esencialni pro metabolismus

rostlin. Je zdrojem nizkomolekularnich thiold (Noctor et al., 2012). Syntéza GSH je u
rostlin a zivocicht velmi podobna a probiha ve dvou krocich. Do prvni reakce vstupuje
glutamat a cystein a reakce je katalyzovana enzymem y-glutamylcysteinsyntetasou (y-
ECS). Béhem druhé reakce katalyzované glutathionsyntetasou vznikda GSH z y-
glutamylcysteinu a glycinu Nejvy$si koncentrace GSH u rostlin je v chloroplastech,
pficemz redukovana forma prevazuje nad oxidovanou. GSH je zapojen do askorbat-

glutathionového cyklu, viz. kapitola 2.2.2.3 (Ahmad et al., 2010).

GSH je také zapojen do thiol-disulfidickych interakci. GSH je oxidovan na disulfidickou
formu glutathionu (GSSG). GSSG muze byt zpétné redukovan na GSH enzymem
glutathionreduktasou (GR). Oxidované formy GSH mohou tvofit s proteiny a thioly
smiSené disulfidy (Noctor et al., 2012). GSH je soucasti antioxidacni obrany. Je oxidovan
ROS na GSSG, ktery mliZe byt zpétné redukovan GR na GSH. Detoxifikuje H,O2, 10,,
0,7, OH (Ahmad et al., 2010).

2.2.1.4 Karotenoidy

Karotenoidy jsou antioxida¢nimi protektanty syntetizované rostlinami a mikroorganismy.
Struktura karotenoidt jim umoziiuje delokalizovat nesparované elektrony (Ahmad et al.,
2010). Jedna se o polynenasycené isoprenoidni slouceniny syntetizované v plastidech. Je
pro n¢ charakteristické zluté, oranzové, az Cervené zabarveni, a proto jsou vyuzivany jako
pfirodni pigmenty. Syntéza karotenoidi probiha zejména ve fotosynteticky aktivnich
pletivech, jsou vsak téz syntetizovany v plodech, v zasobnich kotenech, v kvétech a
v semenech. Maji schopnost zhaget !O,, OH;, ROO", O,". Akumulace karotenoid® chrani

lipidy membran pred peroxidaci (Ahmad et al., 2010). U rostlin béhem fotosyntézy,
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zhaseji jak tripletni chlorofyl, tak i 'O,, chrani chloroplasty pied poskozenim. (Halliwell,
2006). Béhem zhaseni !0, dochazi k excitaci karotenoidii, pii¢emz elektrony karotenoid
se dostavaji do excitovaného tripletniho stavu. Navrat na standardni energetickou hladinu

je zajistén vyzarenim tepla. Nejjefektivngji 'Oz odbourava B-karoten (Jankd et al., 2019).

2.2.2 Enzymaticka antioxidacni obrana
Enzymaticka antioxidacni obrana rostlin je kli¢ova pro piekonani stresovych podminek.

Jednémi z nejvyznamnéjSich enzyml zapojenych do antioxidacni obrany rostlin jsou
superoxiddismutasy, kterym je vénovana znacna Cast této prace. Dale dulezitou roli
v antioxidaéni obrané rostlin hraji peroxidasy, katalasy a enzymy askorbat-
glutathionového cyklu (Rajput et al., 2021), které jsou nize kratce charekterizovany. Jako
soucast antioxidacni obrany by mély byt zminény taktéz peroxiredoxiny (thioredoxin-
dependentni peroxidasy), jsou klasifikovany do ctyf podskupin. Redukuji peroxidy,
vcetné H>O, a organickych hydroperoxidi, pomoci thiolovych skupin cysteinu. Tyto
enzymy jsou aktivni v peroxisomech (Del Rio & Lopez-Huertas, 2016; Navrot et al.,
2006)

2.2.2.1 Katalasa
Katalasa (CAT) je enzym katalyzujici reakci, béhem niz dochazi k odstranéni H>O; jeho

rozpadem na H>O a na O, (Obrazek 5). U rostlin je katalasa pfitomna predev§im
v peroxisomech (Halliwell, 2006). Katalasa muze byt v peroxisomech pfitomna v podobé
inkluzi, které jsou tvofeny krystaly, mohou mit také amorfni charakter. Peroxisomalni
katalasa vSak neni Ucinna v odbouravani cytoplazmatického H>O». U A. thaliana jsou
koédovany tii geny pro katalasu, CA7/ je spojena s B-oxidaci mastnych kyselin, CA72 je
aktivni pfi fotorespiraci, CA73 hraje roli pii senescenci (Del Rio & Lopez-Huertas, 2016).

2H,0, — 2H,0 + 0,

Obrazek 5: Rozpad molekuly peroxidu vodiku katalyzovany katalasou (Halliwell, 2006).
2.2.2.2 Peroxidasy

Rostlinné peroxidasy (POX) miizeme rozdélit do 3 tfid. Pfikladem POX tfidy I je askorbat
peroxidasa, mezi POX tfidy II patii ligninasa. POX tfidy III (POX; EC 1.11.1.7) jsou
jedinym typem rostlinnych POX, které odbouravaji u rostlin extracelularni H>O», ten je
redukovan za oxidace kosubstratu. Pro redukci H>O; vyuzivaji POX jako kosubstrat
fenolické slouceniny. (Halliwell, 2006; Rajput et al., 2021). POX maji strukturu

glykoproteint, jsou produkovany v endoplaszmatické retikulu a Golgiho aparatu. Jsou
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vylu€ovany do mezibunécnych prostor nebo uchovavany ve vakuolach. Co se tyce jejich
zapojeni do odbouravani H»O», jedna se spiSe o pomocny mechanismus a jsou spise
soucasti druhé obranné linie, Klicovy pro odbouravani H»>O; je akorbat-glutathionovy
cyklus (kapitola 2.2.2.3). POX jsou vyjma odbouravani ROS dulezité i pro bunécné
procesy — zesitovani rostlinnych bunénych stén, rozvoliiovani bunéénych stén,

katabolismus auxind, suberinizaci (Rajput et al., 2021).

2.2.2.3 Askorbat-glutahionovy cyklus

Vyznamnym komponentnem enzymatické antioxidacni obrany je askorbat-glutathionovy
cyklus (Foyer-Halliwell-Asadav cyklus), ktery probiha v peroxisomech, chloroplastech,
mitochondriich a v cytoplazmé. Tento mechanismus pomaha detoxifikovat ROS na
molekuly s nizsi reaktivitou, zejména dochazi k odbouravani H>O,. Tento mechanismus
je esencialni pro udrzeni redoxni homeostaze. Soucasti cyklu je sled enzymatickych
reakci, které jsou katalyzovany enzymy askorbat peroxidasou (APX) a glutathion
peroxidasou (GPX). V reakci figuruji antioxidanty askorbat a GSH (Del Rio & Lopez-
Huertas, 2016).

V tomto cyklu jsou dvé redukované molekuly askorbatu vyuzity APX jako donory
elektronu pro redukci H202 na H2O. Touto reakci vznika monodehydroaskorbat (MDA),
zngjz dismutaci mize vznikat dehydroaskorbat (DHA) a molekula redukovaného
askorbatu (AsA). Téz je mozny ptfimy vznik AsA z MDA pomoci monodehydroaskorbat
reduktazy (MDAR), donorem elektronu je NADPH. DHA mize byt redukovan zpét na
askorbat pomoci enzymu dehydroaskorbatreduktasy (DHAR). Tato reakce vyuziva GSH
jako elektronovy donor, coz vede k oxidaci GSH na GSSG, ktery aktivitou
glutathionreduktasy (GR), mize byt regenerovan na GSH. Regenerace GSH pomoci GR
je dependentni na pfitomnosti NADPH (Ahmad et al., 2010).

2.2.3 Superoxiddismutasy
Superoxiddismutasy (SOD, EC 1.15.1.1) jsou skupinou metaloenzymu, které jsou

zapojeny do fady fyziologickych procesu u rostlin. Zejména je vSak tato skupina enzyma
zapojena do antioxidacni obrany (Pilon et al., 2011; Song et al., 2018). Jejich primarni
funkci je katalyza dismutace Oz~ na méné toxicky H,O2 a na O, (Obrazek 6) (McCord &
Fridovich, 1969). Dismutace probiha prostfednictvim oxidace a redukce atomu kovu
vazaného ve struktufe SOD. Dochézi k pozménéni redoxniho potencialu ve struktuie

vazaného kovu na hladinu pottebnou pro dismutaci O~ (Perry et al., 2010).
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205 +2H* - 0, + H,0,

Obrazek 6: Dismutace superoxidového radikalu katalyzovana SOD (Halliwell, 2006).

SOD jsou piitomny jak u rostlin, tak i zivo¢ichd. Dismutace O>~ byla popsana McCordem
a Fridovichem v roce 1969, nicméné tyto proteiny byly izolovany uz v roce 1939

Mannem a Keilinem z hovézich erytrocyta.

SOD muzeme rozdélit do ¢tyf skupin podle navazaného kofaktoru, kterym muze byt
kationt médi a zinku (Cu/ZnSOD), zeleza (FeSOD), manganu (MnSOD), nebo niklu
(NiSOD). NiSOD u rostlin nejsou pifitomny (Pilon et al., 2011) a nahcéazi se pouze u
bakterii (Perry et al., 2010).

Evoluce SOD je spojena s vyvojem zemské atmosféry. Tato skupina enzymi vznikla
s nejvyssi pravdépodobnosti jako odpoveéd na selek¢ni tlak — zvySujici se koncentraci
kysliku v atmosfére. Vznik a vyvoj SOD skupin je Gizce propojen s prislusnymi kofaktory
vazanymi ve struktufe jednotlivych skupin. Evolu¢né nejstarsi skupinou SOD jsou
FeSOD. Vyvinuly se jako prvni skupina, nebot’ Zelezo bylo nejdostupnéjsim prechodnym
kovem v biosfére (Bannister et al., 1991; Ochiai, 1983). Vzhledem k tomu, ze FeSOD
nejsou piitomny u zivocichl, existuje teorie, ze se pivodné vyvinuly v chloroplastu a az
pozdé&ji byla jejich geneticka informace zabudovana do jaderného genomu (Alscher et al.,
2002). Skupiny FeSOD a MnSOD jsou evolucné starsi a zda se, ze jsou si 1 vice vyvojove
blizsi. Je mozné, ze se FeSOD a MnSOD vyvinuly zjednoho pivodniho genu. Diky
nartstu tlaku kysliku v atmosféfe doslo k oxidaci Cu* na rozpustnou formu médi Cu®* a
vyvoji prvnicch Cu/ZnSOD. Cu/ZnSOD maji kvuli vazanému atomu médi odlisné
elektrochemické vlastnosti nez FeSOD a MnSOD a lisi se vice od nich svou strukturou

(Bannister et al., 1991).

SOD byvaji primarné€ lokalizovany v organelach, v nichz dochazi ke zvysené produkci
O, ktery neni schopen volné prochéazet pres fosfolipidové membrany. Pravé proto aby
nedoslo k poskozeni buiky, dochéazi v téchto subcelularnich strukturach k akumulaci
SOD (Alscher et al., 2002). Regulace exprese SOD je zce spjata s vyvojovym stadiem,
v némz se rostliny nachazeji, abundance jednotlivym isoforem je v prubéhu Zzivotniho
cyklu rostlin rizna. U A. thaliana jsou nejvice exprimovany FSD1, CSD1, CSD2, MSD1
(Pilon et al., 2011). U A. thaliana je exprese CSD a IF'SD1 regulovana prostfednictvim
transkripcniho faktoru SPL7 (Yamasaki et al., 2009). Tato regulace je podrobné&ji popsana

v kapitole 2.2.3.4. Aktivita SOD miiZe byt regulovana prostiednictvim posstransla¢nich

13



modifikaci (PTM) — glykace, glutathionylace, nitrace, fosforylace (Yamakura &
Kawasaki, 2010).

2.2.3.1 Cu/Zn superoxiddismutasy

Cu/ZnSOD byvaji v burice lokalizovany v chloroplastech, cytosolu a peroxisomech.
Castéji jsou zastoupeny u eukaryotickych organismid nez u prokaryot, aviak byly
nalezeny 1 v prokaryotickych organismech — u Photobacterium leiognathi, pseudomonad
au Caulobacter crescentus (Alscher et al., 2002). Cu/ZnSOD maji strukturu homodimeru
nebo tetrameru. Homodimerni formy jsou lokalizovany cytoplazmé nebo v periplazmé.
Jako homotetramer jsou pfitomny extracelularn€ ¢ v chloroplastech. Jednotlivé
podjednotky enzymu jsou schopny samostatné fungovat nezavisle na zbylych
podjednotkach. Na kazdou podjednotku se vazou jedna molekula médi a jedna molekula
zinku (Alscher et al., 2002). U A. thaliana byly identifikovany tii geny Cu/ZnSOD:
CSD1, CSD2, CSD3 (Kliebenstein et al., 1998).

CSD1 je lokalizovan v cytoplazmé a v jadie (Dreyer & Schippers, 2019; Xu et al., 2010).
CSD1 v jadie a v cytosolu interaguje s proteinem DJ-1a, ktery ma schopnost vazat méd’
a podili se na aktivaci enzymu prostfednictvim transportu médi. Rodina DJ-1 rozsifena u
savcu a bakterii ma ve struktufe obsazeny pouze jeden typ domény DJ-1. U rostlin (u
A. thaliana) doSlo k vyvoji tii variant DJ-1, které nesou oznaceni DJ-1a, DJ-1b a DJ-1c
(Xu et al., 2010).

CSD2 je lokalizovan ve stromatu chloroplastu (obsahuje N-terminalni peptid cilici na
chloroplasty) (Bindschedler et al., 2008; Rutschow et al., 2008). CSD3 je peroxisomalni
varianta enzymu (obsahuje C-termindlni peptid cilici na peroxisomy). Bylo zjisténo, ze
pokud dojde k deleci N-terminalni cilici sekvence CSD2 a nebo C-terminalni cilici

sekvence CSD3, dochazi chybnému umisténi isoforem (Dreyer & Schippers, 2019).

CSD jsou aktivovany prostfednictvim chaperonu pro médnaté SOD (Cu chaperon for
SOD; CCS), jehoz exprese je je taktéz regulovana prostfednictvim SPL7. Jejich hlavni
funkce je dorucené a aktivace skrze inkorporaci médi do aktivniho mista CSD (Cohu et
al., 2009). U mutantnich linii 4. thaliana, kde doslo k inaktivaci CCS prostfednictvim
,,knock out” nebyla namétena detekovatelna aktivita SOD v chloroplastech a v cytosolu,
nicméné tyto rostliny nevykazovaly zadné viditelné zmeény fenotypu. Z toho lze usoudit,
ze rostlinam pro rust sta¢i velmi nizké hladiny aktivit SOD a pro jejich normalni rast je

dostatecna aktivita CCS nezavisle aktivovanych CSD. Existuje teorie, ze jsou CSD
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exprimovany v nadmife, aby do své struktury vazaly Cu?", které jsou pro rostliny ve vyssi
koncentraci toxické (Cohu et al., 2009; Huang et al., 2012). U mutantnich linii esd/, csd2,

ces rosliny A. thaliana byla pozorovéana zvySena termotolerance (Guan et al., 2013).

2.2.3.2 FeSOD

FeSOD se nachazeji u prokaryotnich i eukaryotnich organismi, kde jsou predevsim
akumulovany v chloroplastech. U A. thaliana byly identifikovany tfi rdzné formy
FeSOD: FSD1, FSD2 a FSD3. Protein FSD3 je vyvojové odlisny od ostatnich FeSODs u
A. thaliana, patii do jiného klastru a je lokalizovan v chloroplastech (Kliebenstein et al.,
1998). FSD3 se akumuluyje v plastidovém nukleoidu, FSD2 je pfitomen v celé struktufe
chloroplastu. FSD2 a FSD3 hraji klicovou roli ve vyvoji ¢asnych chloroplasti. Utvareji
dohromady heteromer lokalizovany v plastidovém nukleoidu, ktery eliminuje vznikajici
ROS, diky ¢emuz je chloroplast chranén v ¢asnych fazich vyvoje. U jednoduchych
mutantt fsd2 a fsd3 byl detekovan vybéleny (,,pale green) fenotypovy projev a byl
pozorovan pokles v obsahu chlorofylu. U dvojity fsd2/fsd3 mutant byl narusen vyvoj
chloroplastti, vykazoval albinoidni fenotyp a dochazelo k nadmérné akumulaci ROS.
Naopak u transgennich rostlin, u nichz dochazelo k nadexpresi obou geni, byla
pozorovana zvySena odolnost viiéi ROS. V praci Myouga et al., 2008 nebyl detekovan
fenotypovy projev u fsdl mutantni linie, na zakladé ¢ehoz bylo shledano, ze FSDI
nejspise nehraje dilezitou roli ve vyvoji rostliny pfi normalnich podminkach. Nicméné u
,.knock out”” mutantt fsd/ v praci Dvorak et al., 2021 byl detekovan pokles miry tvorby
lateralnich kofent a bylo zjisténo, Ze aktivita a abundce FSDI1 je u A. thaliana zavisla na
vyvojové fazi rostliny. Taktéz, ze FSD1 hraje dulezitou roli pii osmotickém stresu a pfi
ochrané chloroplastu po oSetfeni s methyl viologenem, ktery je znamy jako herbicid

indukujici oxidativni stres v chloroplastu.

Regulace aktivity FeSOD probihd prostfednictvim mediatoru co-chaperoninu
CHAPERONIN 20 (CPN20). CPN20 interaguje s FeSOD v chloroplastu a zabudovava
zelezo do aktivniho mista, ¢imz je aktivuje. CPN20 ma lokalizaci v chloroplastu a podili
se spolecné€ s CPN60s na procesu skladani proteind. U rostlin, kde doslo k umlceni genu
CPN20 byl detekovan pokles aktivity FSD1 a byl naruSen vyvoj chloroplastd. CPN20
muze hrat roli béhem vyvoje semen a je potencialné spojovan s aborci semen (Kuo et al,

2013).
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2.2.3.3 MnSOD

Mistem lokalizace MnSOD jsou mitochondrie a peroxizomy. Podobn¢ jako FeSOD tvori
1 MnSOD homodimery nebo homotetramery. MnSOD se vyskytuji jak u prokaryot, tak 1
u eukaryot. Rostlinné MnSOD vykazuji znacnou podobnost v sekvencich. Maji sice
podobnou strukturu jako FeSOD, nicméné tyto dvé skupiny enzymt maji odlisné funkce,
které jsou vzajemné nezameénitelné (Alscher et al., 2002). U rostlin skupina MnSOD
vykazuje vysokou konzervovanost sekvenci (Martin et al., 2013).V genomu A. thaliana
jsou kodované dve isoformy MnSOD: MSD1 a MSD2 (Chen et al., 2022; Kliebenstein et
al., 1998).

Aktivita MSD1 je nezbytnd pro samici gametogenezi a pro proces oplozeni, protoze
MSD1 reguluje homeostazi ROS v gametofytu. (Martin et al., 2013). Naopak MSD2 byla
jako prvni SOD izoforma lokalizovana v apoplastu. Potencialné tato isoforma muze byt

soucasti systému extracelularni mezibunécné signalizace ROS (Chen et al., 2022).

2.2.3.4 Regulace exprese superoxiddismutas fizena SPL7
Transkripcni faktor SPL7 (SQUAMOSA promoter binding protein— like7) je soucasti

proteinové rodiny SPL. Rodina SPL gent je u A. thaliana tvorena 16 geny, které maji
schopnost vazat se na GTAC motivy v promotoru, ¢imz mohou regulovat expresi jinych
gentl. Gen SPL7 se sklada z 10 exont a 9 intronl. Protein SPL7 ma ve své struktufe
zinkovy prst typu C4 a ve své strukture obsahuje SBP doménu. Pomoci SBP domény se

vaze na GTAC motivy (Yamasaki et al., 2009).

SPL7 je centralnim regulatorem homeostaze médi u rostliny A. thaliana. Pti nizké
abundanci médi je spusténa exprese SPL7. SPL7 pii podminkach nizké dostupnosti médi
pfimo i nepfimo reguluje expresi fady genll. Aby rostlina kompenzovala nedostatecné
mnozstvi médi, dochazi béhem deficience ke zvySeni exprese genu, které koduji
prenaseCe médi a genu zapojenych do pfijmu médi. SPL7 zvySuje expresi transportéra
medi - COPTI (Copper transporter 1), COPT2, ZIP2 (ZRT, IRT-like proteins), Y'SL2
(metal-nicotianamine transporter). SPL7 rovnéz zvySuje pifi nedostatku médi expresi
chaperonu médi CCH, ktery se podili na mobilizaci mé&di v pletivech béhem senescence.
ZvysSeni exprese prenaseci médi beéhem jejiho nedostatku mize hrat roli v
rovnoméme distribuci médi v rostliné. Naopak pii dostatku médi SPL7 snizuje expresi
FRO3 (Ferric chelate reductase). FRO3 se podili na redukci Cu** na Cu*. Exprese
COPTI1, COPT2, ZIP2, YSL2 a CCH je regulovana SPL7 pfimo. FRO3 neobsahuje
v promotorové oblasti GTAC motivy, je regulovan SPL7 neptimo (Yamasaki et al., 2009).
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Exprese Cu/ZnSOD a FSD1 je u A. thaliana regulovéana prosttednictvim SPL7 (Obrazek
7). SPL7 pfi podminkach deficience médi indukuje expresi mikroRNA miR398. A.
thaliana ma v genomu kédované 3 geny pro miR398 — miR398a, miR398b, miR398c,
ptiCemz miR398b a miR398c reaguji velice podobné na deficit médi a jejich exprese je
fizena SPL7 — obé€ ve své promotorové oblasti (-300 az -1) obsahuji 8 GTAC motivi.
Oproti tomu promotorova oblast miR398a neobsahuje GTAC motivy. miR398 se pfimo
vaze na transkripty CSD/ a CSD2, dochazi ke Stépeni a degradaci jejich mRNA, ¢imz je
snizena exprese téchto gent. Zatimco pii nedostatku meédi dochazi ke snizeni exprese
CSD1 a(CSD2, soucasng je prostiednictvim vazby SPL7 na GTAC motivy v promotorové
oblasti -SD1 aktivovana zvySena exprese této SOD (Yamasaki et al., 2009).

exprese
(o} T
/ CcSD2

:_-a.e-g-ré-d.a-o-e. -‘:
miR398 :CSD1, GSD2 | n——
. _MRNA IZ{> FSD1

\l nizkdi |——p» SPL7

FSD1

Obrazek 7: Schéma regulace exprese SOD u A. thaliana prostfednictvim transkripéniho faktoru
SPL7. Zdroj: (Yamasaki et al., 2009), autor diagramu: (Kristyna Pokorna).

Hladina akumulace miR398 se u A. thaliana pfi pasobeni riznych druht stresu meéni.
Narast akumulace miR398 je spojen s rastovymi podminkami nadmémé koncentrace
sacharosy v rastovém médiu. Pokles hladiny miR398 byl zaznamenan pfi abiotickém
stresu vyvolaném fumigaci ozonem, pfi stresu z nadmérného zasoleni a pfi oSetfeni
rostlin paraquatem, pii nadmérném plisobeni svétla a pfi vysoké koncentraci medi. Pokles
abundance miR398 pozitivné koreluje s narastem akumulace CSD1 a CSD2

(Jagadeeswaran et al., 2009).

SPL7 aktivuje pfi nizké abundaci médi 1 expresi dalSich miRNA: miR397, miR408 a
miR857. Tyto miRNA snizuji expresi gent, které koduji proteiny obsahujici méd’
(Yamasaki et al., 2009).

2.2.3.5 Rodina superoxiddismitas u M. truncatula a M. sativa
Medicago truncatula je diploidni modelovy organismus a ve srovnani s Medicago sativa

disponuje mensi genomem (1,08 pg DNA/2C), ktery byl jiz plné sekvencovan (Fyad-
Lameche et al., 2016; Tang et al., 2014). M. truncatula vykazuje syntenii s fadou
ekonomicky dulezitych luskovin (Young & Udvardi, 2009).
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Genova rodina SOD je u rostliny M. truncatula tvorena 7 geny. Je mensi nez genova
rodina SOD u 4. thaliana, které je tvotena 8 geny. Prozatim jsou v genomu M. truncatula
anotovany 4 Cu/ZnSOD, 2 FeSOD a 1 MnSOD. Jednotlivym MtSOD byly predikovany
tyto lokalizace: MtCSD1 (chloroplast), MtCSD2 (chloroplast), MtCSD3 (cytoplazma),
MtCSD4 (cytoplazma), MtFSD1 (chloroplast), MtFSD2 (cytoplazma), MtMSD
(mitochondrie) (Song et al., 2018). Ve vSeobecnosti lze ale fici, Ze soucasna literatura

neposkytuje mnoho informaci o funk¢nich rolich jednotlivych MtSOD.

Pti in silico analyze vzoru exprese SOD u M. truncatula bylo zjisténo, ze CSD1, CSD2,
CSD4 a MSD pravdépodobné hraji ulohu pfi vyvoji semen, protoze pravé v semenech
byla zaznamendana jejich zvySena exprese. Primarni funkci isoforem CSD3, FSD1 a FSD2
je pravdépodobné deaktivace ROS, protoze jsou nejsiln€ji exprimovany v listech. Geny
jednotlivych isoforem SOD jsou béhem odlisnych druhii stresu exprimovany ruzn€, coz
indikuje, ze stézejni roli SOD u M. truncatula je adaptace na stresové podminky. Béhem
plsobeni stresu ze zasoleni na koten M. truncatula byl pozorovan nartst exprese CSD1,
CSD2, CSD4, po 6 h a 12 h od oSetfeni byl detekovan pokles exprese téchto gent. U
ostatnich SOD byl béhem stresu ze zasoleni pozorovan pokles exprese. Béhem pusobeni
stresu ze sucha byl v rané fazi (Pfi ptisobeni chladu na rostlinu doslo k poklesu exprese

vSech SOD isoforem (Song et al., 2018).

Rostlina Medicago sativa je taxonomicky fazena do celedi Fabaceae, n€kdy taktéz
v literatufe oznacované jako Leguminosae. M. sativa je tetrasomni tetraploid s velikosti
genomu 800 — 1000 Mbp (3,4 pg DNA/2C; 1,6x109 parti bazi na haploidni genom).
Doposud nebyla publikovana kompletni sekvence genomu M. sativa, coz ztézuje studium
gend u této rostliny (Bora & Sharma, 2011; Fyad-Lameche et al., 2016). Tato lusténina je
hospodarsky vyznamnou plodinou, kterd se vyuziva predev§im jako krmivo pro
hospodarska zvitata, predevSim protoZze ma vysoky obsah proteind. Vyhodou kultivace
této picniny je schopnost zvySovat kvalitu pudy diky symbiotickym vztahim s dusik

fixujicimi bakteriemi, coz je podrobnéji popsano v kapitole 2.3 (Bacenetti et al., 2018).

Pro optimalni rist M. sativa je vhodny rozsah koncentrace médi 300nM - 3uM. Prii
kultivaci v podminkach s niz§i koncentraci meédi vykazuji rostliny znamky deficience
mineralnich latek, dochazi k chlor6zam listi a predCasné senescenci listl. Naopak pri
vyssich koncentracich mize byt méd’ pro rostliny toxicka. Bylo zjisténo, ze pii zvySené

koncentraci médi (10uM) dochazi ke snizeni ptijmu zeleza u M. sativa au rostlin dochazi
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k poklesu obsahu ferritinu a jsou pozorovany symptomy typické pii podminkach

deficience zeleza (Printz et al., 2016).

Presny pocet SOD kodovanych v genomu M. sativa neni doposud znam, nicméné na
zakladé sekvencni homologie bylo detekovano stejné mnozstvi SOD jako u M. truncatula
(Hanakova, 2022). Geny SOD jsou u ruznych druhii vysoce konzervované (Song et al.,
2018). Zda se byt zajimave, ze CSD2 u M. truncatuly a M. sativy jsou pravdépodobné
vyvojove unikatni. Béhem evoluce prosly vlastni vyvojovou drahou a u 4. thaliana neni
pravdépodobné kodovan ortologni gen pro tuto SOD isoformu (Obrazek 8) (Hanakova,
2022). Proteinova sekvence MtCSD2 neobsahuje dvé konzervované signatury
charakteristické pro Cu/ZnSOD, avSak obsahuje dva motivy pro vazbu kovd, coz
napovida tomu, ze by tato SOD mohla byt homologem chaperonu médi (Song et al.,
2018). Pro protein CSD2 M. truncatuly byla na zakladé porovnani proteinovych sekvenci
predikovana lokalizace v chloroplastech. Na poc¢atku proteinové sekvence MtCSD2 byl
identifikovan signalni peptid, ktery je zodpovédny za lokalizaci proteinu v chloroplastech
(Hanakova, 2022). Podvétev MtFSD1 a MtFSD2 vykazuje piibuznost s AtFSD1 a
zaroven s AtFSD2 (Obrdzek 8). Na zakladé biochemickych vysledkt ziskanych v praci
Hanakova, 2022 je asi pravdépodobné, ze homologni gen pro AtFSD1 u M. sativa neni

pfitomen nebo je narusena jeho regulace skrze SPL7.
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Obrazek 8: Fylogeneticka analyza proteinovych sekvenci superoxiddismutas u rostlin

A. thaliana, M. truncatula, M. sativa. Jednotlivé isoformy byly na zaklad¢ predikované
piibuznosti s A. thaliana rozdéleny do 7 skupin. Cervené byla zvyraznéna izolovana vyvojova
vétev zahmujici MtCSD2 a MsCSD2 modie byla zvyraznéna vyvojova vétev MtFSDI,
MsFSD1, zluté vétveni odpovida — A. thaliana, zelené vétveni — M. truncatula, modré vétventi -
M. sativa. Tato analyza byla pfevzata z bakalaiské prace (Hanakova, 2022).

2.3 Nodulace u rostlin Medicago sativa a Medicago truncatula

Nodulace je pro fadu rostlin vyznamny fyziologicky proces, ktery jim umoziuje ziskavat
biologicky fixovany dusik prostfednictvim symbiotického vztahu s bakteriemi. Nékteré
mikroorganismy maji schopnost konvertovat atmosféricky dusik na formy dusiku, které
jsou pro rostliny vyuzitelné (napt. amoniak). Dusik je jedna z Zivin esencialnich pro rust
rostlin. Symbioticky vztah rostlin s dusik fixujicimi bakteriemi témto rostlinam dodéava
kompeticni vyhodu oproti rostlinam, které tento vztah nejsou schopny navazat. Nodulace
zvySuje produktivitu rostlin v ptidach s nizkym obsahem dusiku. Studium symbiotickych
vztahti mezi rostlinami a dusik fixujicimi bakteriemi ma potencial, protozZe by v budoucnu

diky vyuziti tohoto procesu mohla byt snizena spotieba dusikatych hnojiv v zemédélstvi
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(Roy et al., 2020). Na druhou stranu pro bakterie je tento symbioticky vztah vyhodny diky
tomu, Ze jsou jim rostlinou dodavany asimilaty vzniklé beéhem fotosyntézy. Nodulyjici
rostliny floémem transportuji do nodulti sachar6zu, ktera je zdrojem energie a uhliku

potiebnych pro aktivitu enzymatického komplexu nitrogenasy (Aranjuelo et al., 2015).

Tato interakce rostlin s dusik fixujicimi mikroorganismy je typicka pro celed
Leguminosae (lustinaté), do niz jsou fazeny napt. M. sativa, M. truncatula, Pisum sativum
(hrach sety), Glycine max (soja lutinata). Rada prokaryotickych organismi mé4 schopnost
podilet se na procesu fixace atmosférického dusiku. Tato schopnost je typickd pro
bakterialni rody: Mesorhizobium, Rhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium a
Bradyrhizobium. Schopnost fixovat dusik ma rovnéz rod aktinomycet Frankia. Dusik
fixujici mikroorganismy mohou zit jak v symbiotickém vztahu s rostlinami tak i1 volné

v pudé (Gage, 2004).

Vétsina rhizobii navazuje symbioticky vztah pouze s omezenym mnozstvim hostitelskych
druhi rostlin nebo pouze sjednim druhem. Fixace atmosférického dusiku
prostfednictvim bakterii je katalyzovana nitrogenasovym komplexem. Nitrogenasa je
dvoukomponentovy enzym, sklad4 se z FeP proteinu (homodimer) a MoFeP proteinu
(heterotetramer) (Rutledge et al., 2022). Tento komplex je aktivni pouze pii anoxygennich
podminkach. Aby byly zajistény anoxygenni podminky potiebné pro funkénost komplexu
nitrogenasy rhizobii, dochazi u nékterych druhi rostlin na povrchu korenti k formaci
hlizek (nodul). Rhizobia jsou lokalizovana uvniti nodul, diky ¢emuz je enzymaticky
komplex nitrogenasa izolovana od aerobniho prostfedi (Gage, 2004). Anoxygenni
podminky v nodulech poméha udrzovat hemoprotein leghemoglobin. Leghemoglobin ma
schopnost vazat kyslik, coz podporuje funkénost enzymatického komplexu nitrogenasy,
zarovenl leghemoglobin zajistuje dostatecné mnozstvi kysliku pro respiraci rostlinnych
bunék a bakterii (Appleby, 1984). Rostliny maji schopnost regulovat mnozstvi nodul
prostfednictvim signalizaéni smycky autoregulace nodulace AON (autoregulation of
nodulation). Tato signalizacni drdha probihd mezi kofenem a nazenmni ¢asti v obouch

smérech (Roy et al., 2020).

Na pocatku procesu nodulace bakterie rozpoznaji pfitomnost kofene hostitelského druhu
rostliny prostiednictvim detekce flavonoidi a betainu, které jsou kofenem vylucovany do
pudy. Detekce téchto latek bakteriemi spousti expresi gend pro zahajeni nodulace. Dale

je spusténa syntéza a transport signalizaénich molekul — nodulacnich faktort, které
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indukuji fyziologické zmény u kofent hostitelskych rostlin (Gage, 2004). Nodula¢ni
faktory se vazou na RLK, které jsou lokalizovany v epidermélnich buiikach kofene. U
M. truncatula je za rozponani nodfaktord zodpovédny komplex MtLYK3/MtLYK4 and
MtNFP (Limpens et al., 2005). Po navazani nodulacnich faktord na receptory jsou
spustény fyziologické zmény provazejici iniciaci procesu nodulace. Tyto zmény davaji
vzniknout primordiu nodul — dochazi k deformaci kofenovych vlaskd, membrany bunék
jsou depolarizovany, je iniciovano déleni bunék kortexu kofene a osciluje koncentrace

vapniku uvniti bunék kotfene (Obrazek 9) (Gage, 2004).

Kofenové vlasky jsou cilem rhizobii pravdépodobné diky tomu, Ze maji tenkou bunécnou
sténu. Jejich bunécna st€éna ma niz§i intenzitu zesitovani, coz umoziuje zménu
organizace mikrotubli. Tyto vlastnosti bun€k kofenovych vlaskt usnadiuji prichod
rhizobii do nitra kofene. Rhizobia mohou do kotene dale snadno prochazet misty v nichz
doslo k mechanickému poruSeni rhizodermy (Ferguson et al., 2010). Pfi zakiivovani
korenovych vlaska dochazi k uvéznéni bakterii na povrchu kofene. Kolonie obklopené
bunécnymi sténami kotfene produkuji enzymy §tépici bunécnou sténu a produkuji taktéz
nodulacni faktory. Opakované dochazi k naruseni bunécné stény a kjeji opétovné
syntéze. Kolonie jsou obaleny extracelularni matrix. Témito procesy je iniciovana
formace infekéniho vlakna. Prostfednictvim infekéniho vldkna bakterie pronikaji
z vnéjsiho povrchu kofene pres kofenové vlasky do jeho kortexu. Uvniti infekéniho
vlakna dochazi k bunécnému d€leni bakterii. Infekéni vlakno se veétvi, dochazi k
apikalnimu ristu a postupné prorusta mezibunéénymi prostory. Bakterie se presunou
z infekéniho vlakna do cytoplazmy bun€k primordia nodulu. Prostorova orientace déleni
bunék primordia nodulu je fizena prostorovym gradientem fytohormont. Jednim z téchto
fytohormon je ethylen. V primordiu nodulu dochazi k bunéénému déleni, k diferenciaci
bakterii a k nésledné syntéze aparatu pro fixaci dusiku (Gage, 2004; Roy et al., 2020).
Bakterie jsou pii procesu podobnému endocytdéze obaleny membranou rostlinného
pivodu a vznika peribakteroidni membrana. Bakterie se zformuji do Gtvari zvanych
symbiosomy. Uvniti symbiosomi probiha bunééné déleni. Symbiosomy se diferenciuji
na bakteroidy, které pozbyvaji schopnost reprodukovat se. Mezi bakteroidy a rostlinnymi

burikami dochézi k vymeéné zivin (Becker, 2017; Ferguson et al., 2010).
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Obrazek 9: Schématické znazornéni vsech fazi procesu procesu nodulace. Vysledkem infekee je
formace nedeterminovanych nodul v kofenovém systému rostliny. Po rozpoznani dusik-
fixujicich bakterii dochazi k exkreci flavonoidi buiikami kofene. Rhizobia uvoliiuji nodulaéni
faktory, kter¢ jsou rozpoznany rostlinou. Bakterie vstupuji do nitra kofene pfes zakfivujici se
kotenové vlasky, dochazi k formaci infekéniho vlakna. Zraly nedeterminovany nodul je slozen
z meristematické zony (I), infekéni zony (I1), interzony (I1Z), zony fixujici dusik (IIT) a zony
senescence (IV). Obrazek byl prevzat a upraven z (Wang et al., 2018).

Béhem procesu fixace atmosférického dusiku vznika v bakteroidech amoniak. Ten je
uvnitt rostlinného pletiva pfeveden enzymem glutaminsynthasou na glutamin, ktery je

glutamatsynthasou konvertovan na glutamat (Ferguson et al., 2010).

2.3.1 Zapojeni superoxiddismutas do procesu nodulace
Fixace dusiku v nodulech mize vést ke vzniku zvySeného mnozstvi ROS a RNS, coz

vyzaduje existenci antioxidacni obrany nodul. Na antioxidacni obrané se podileji oba
symbiotiCti partnefi — rostlina i1 bakterie (Becana et al., 2010). Bakteroidy maji vlastni
systém antioxidacni obrany, do néjz jsou zapojeny jimi produkované metabolity a enzymy

(napt. CAT, GR, peroxiredoxiny a MnSOD) (Becana et al., 2010).

Bylo zjisténo, ze ROS jsou v rizné mife akumulovany v nodulech v zavislosti na
vyvojovém stadiu nodulu. Oz~ je akumulovéan v oblastech, kde doSlo k infekci a je
pfitomen v infekénim vlakné. K akumulaci O~ dochazi v meristématicky aktivnich
zonach korene. Dale je 02~ akumulovan v primordiich nodult a uvnitf mladych noduld,
které jest¢ nejsou schopny fixovat dusik. V mladych nodulech dochazi k vysoké

akumulaci O2". U nodul fixujicich dusik byla v oblastech, kde je dusik fixovan,
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pozorovana nizka akumulace O>”. H>O: je akumulovan v buiikach, které byly infikovany,
aby doSlo k zesileni bunécné stény v mistech infekce. Nodul je Clenén na oblast
s akumulaci O;~, oblast s akumulaci H2O> a na prechodnou oblast a oblast s nizkou

koncentraci Oz, kde dochézi k fixaci dusiku (Yu et al., 2019).

V nodulech pfitomnych u M. truncatula dochazi ve vysoké mife k expresi isoforem
MtCu/ZnSOD a MtMnSOD, oproti tomu MtFeSOD nejsou exprimovany v takové mire.
MtCu/ZnSOD jsou nejsiln€ji exprimovany vinvazni a meristematické zoné.
MtCu/ZnSOD jsou zapojeny do rastu infekcniho vlakna. Jejich aktivitou je tvoren H2O»,
ktery je zapojen do procesu zesitovani extensini uvniti a v extracelularni matrix
infekéniho vladkna, coz je nezbytné pro tvorbu bunécné stény infekéniho vlakna.
Abundance H>O, muze byt rovnéz fizena aktivitou CAT. Je pravdépodobné, ze
MtCu/ZnSOD jsou pfitomny v periplazmatickych prostorach bakteroidi. Pfimo v
bakteroidech noduld byly lokalizovany MtFeSOD a mitochondrialni MtMnSOD.
Nejvyssi mira exprese MtMnSOD je v infekéni zon€. (Becana et al., 2010).

Béhem procesu nodulace u M. fruncatula byla v rané fazi vyvoje nodul pozorovana
zvySena exprese MiMSD, MtFSD2, MtCSDI1, MtCSD2, MtCSD4 (Obrazek 10). U
MtCSD2, MtCSD4 v prabéhu vyvoje nodul doslo k poklesu exprese. U MtCSD],
MtFSD2, MtMSD byl zaznamenan 10 dpi (dni po inokulaci) pokles exprese, nicméné u
téchto gent byla zaznamenana zvySena exprese 28 dpi. MtCSD3 byl rovnéz exprimovan
v 28 dpi, tyto isoformy jsou pravdépodobné zapojeny do pozdniho vyvoje nodul. Naopak
béhem nodulace byla zaznamenana velmi slaba exprese MtFSDI, nebyla témér

detekovana (Song et al., 2018).
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Obrazek 10: Profil exprese genu superoxiddismutas M. truncatula (MtSOD) béhem procesu
vyvoje nodul. Primémé hodnoty log signalit MtSOD byly ziskany z M. truncatula atlasu genové

exprese (MtGEA). Databaze projektu (https://mtgea .noble.org/v3/). Barevna skala
reperezentuje hodnoty log signalii. Dpi = pocet dni po inokulaci bakteriemi rhizobium, Root =

koten, Nod = nodul.

SOD jsou aktivni béhem procesu nodulace jak u rostliny, tak 1 u symbiotickych bakterii.
U volné zijicich bakterii rodu Rhizobium byla detekovana zvySena aktivita SOD oproti
bakteriim zijicim v symbiotickém vztahu s rostlinami ve formé bakteroidu. Nejvyssi
aktivita SOD a nitrogenasy byla detekovana ve stejné vyvojové fazi. ZvysSené hladiny
SOD koreluji se zvySenou akumulaci O, ktery miize byt generovan respiraci nebo
metabolismem dusik fixujicich bakterii (Puppo & Rigaud, 1986). Bakterialni SOD nehraji
roli pouze pii protekci nitrogenasy, jsou esencialni pro navazani symbiotického vztahu
mezi kofenem rostliny a bakterii. Volné zijici mutantni bakterie s absenci genu sodA
vykazovala pouze nizkou senzitivitu vii¢i oxidacnimu stresu a jejich fyziologické funkce
se zdaly byt norméalni. AvSak u S. melioti v symbioze s M. sativa doslo k negativnimu
ovlivnéni vyvoje nodul. Mutantni bakterie ve velké mife nedosahly stadia diferenciace,
nedoslo k formaci bakteroidi schopnych fixovat dusik. U takto postizenych bakterii doslo
k predCasné senescenci. Absence genu sodA S. melioti méla negativni vliv na formaci
nodul. U mutantnich bakterii byla pozorovana snizena tispésnost infekce kotend, protoze

doslo k pteruseni vyvoje infekcnich vlidken (Santos et al., 2000).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Biologicky material

Agrobacterium tumfaciens (kmen GV3101; kmen GV3101 p/9)
divoky typ Arabidopsis thaliana (Col-0)

divoky typ Medicago sativa (Regen-SY)

divoky typ Medicago truncatula (Jemalong A17)

Escherichia coli (One Shot TOP10)

3.2 Piistroje a pomiicky

Allegra 64R, chlazena centrifuga (Beckman Coulter)

Automatické pipety s rozsahem 2,5; 10; 100; 200; 1000 pl (Eppendorf)
Centrifugacni zkumavky BIluCAPP 50 ml (Capp)

Digestot (MERCI)

Elektromagnetické michadlo (Boeco)

Fytotronova komora (WEISS Gallenkamp)

Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad)

Injekeni stiikacka (OMNIFIX)

Laminarni box (MERCTI)

LSM 710, Axio Imager 2, konfokalni laserovy skenovaci mikroskop (Carl ZEISS)
Membranovy filtr PES Syringe Filter, velikost port 0.22 um (filtraTECH)
Mikrotitrani 96jamkova desticka

Mikrozkumavka (Eppendorf)

NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific)

Pasteurovy pipety

pH metr (Eutech Instruments)

Plastové mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a 2 ml (Eppendorf)
Spektrofotometru s monochromatorem Infinite M Nano (TECAN)
Suchy blok s ohfevem ThermoCell MixingBlock (Bioer)

Spicky (Eppendorf)

T100 Thermal Cycler, PCR termocykler (Bio-Rad)

Vortex Genie 2, vortex (Scientific Industries)

XA 110/2X, analytické vahy (Radwag)
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3.3 Seznam pouzitych programi a databazi
e A plasmid editor (ApE; v2.0.61)

e EPSON Scan (3.49E; Seiko Epson Corporation)

e Image Lab (BioRad; verze 4.0.1 build 6)

e Microsoft Excel (Microsoft)

e Microssoft Powerpoint (Microsoft)

e The Arabidopsis Information Resource (TAIR; https://www.arabidopsis.org/)
e ZEN Blue (Carl ZEISS)

3.4 Chemikalie
e 1-bromo-3-chloropropan (BCP; Sigma Aldrich)

e [(-merkaptoethanol (Sigma Aldrich)

e Akrylamid - N,N'-methylenbisakrylamid, 40%, 37,5:1 (BioRad)

e Cinidlo Bradfordové - Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad)

e Deoxyribonukleotidy (ANTP; 10 mM)

e Dihydrat molybdenanu sodného (Na:MoO4*2H>0; Sigma Aldrich)

e Dihydrogenfosforecnan draselny (KH2POs; Sigma Aldrich)

e Dihydrogenfosforecnan sodny (NaH2POs; Sigma Aldrich)

e DNA Gel Loading Dye, 6X (Thermo Scientific)

e DNasa I (Invitrogen)

e Dodecylsiran sodny (SDS; Sigma Aldrich)

e Draselna stl kyseliny 2-(N-morfolino)ethansulfonové (MES; Duchefa
Biochemie)

e Dusi¢nan amonny (NHNOs; Sigma Aldrich)

e Dusicnan draselny (KNOs; Sigma Aldrich)

e EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova, Sigma Aldrich)

e Ethanol o koncentracich 70 % a 96 % (Lach:ner)

e Fe EDTA (Sigma Aldrich)

e First Strand Buffer (Thermo Scientific)

e Gateway™ BP Clonase™ II Enzyme mix (Thermo Scientific)

e Gateway™ pDONR™221 Vector (Thermo Scientific)

e Gellan gum (Sigma Aldrich)

e GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma Aldrich)
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GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific)
Hexahydrat chloridu kobaltnatého (CoCl2*6H,0; Sigma Aldrich)
Heptahydrat siranu zine¢natého (ZnSO4*7H,0; Sigma Aldrich)
Hydrogenfosforecnan sodny (Na;HPOy; Sigma Aldrich)
Hypochlorid sodny (NaClO; Honeywell Fluka)

Chlorid nitrotetrazoliové modii (NBT; Sigma Aldrich)

Chlorid vapenaty (CaClz; Sigma Aldrich)

P1 pufr (QIAGEN)

P2 pufr (QIAGEN)

P3 pufr (QIAGEN)

iProof HF Buffer (5x koncentroavny; BioRad)

iProof High Fidelity DNA Polymerase (BioRad)

Protilatka -  primarni, antti  CSD2  chloroplastic =~ Cu/ZnSOD
(rabbit; Agrisera, kat. ¢. AS06 170)
Protilatka — primarni, anti FeSOD chloroplastic Fe-dependent SOD

(rabbit; Agrisera, kat. ¢. AS06 125)

Protilatka — sekundarni, anti rabbit (Thermo-Fischer, kat. ¢. 31460)

Jodid draselny (KI; Sigma Aldrich)

Kanamycin (Duchefa Biochemie)

Kyanid draselny (KCN; Sigma Aldrich)

Kyselina borita (H;BOs; Sigma Aldrich)

Kyselina chlorovodikova (HCI; Sigma Aldrich)

Kyselina L-askorbova (Sigma Aldrich)

Kyselina sirova (H2SO4; Sigma Aldrich)

Laemliho pufr, 4X (BioRad)

LB Broth (Miller; Sigma Aldrich)

LB Broth s agarem (Miller; Sigma Aldrich)

M-MLYV reverzni transkriptasa (Invitrogen)

Midori Green Advance DNA/RNA stain (Nippon Genetics)
Monohydrat siranu manganatého (MnSO4*H>O; Sigma Aldrich)
Ndel (Thermo Scientific; ER0581)
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED; Sigma Aldrich)

28



NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (MACHEREY-NAGEL)
Odtu¢néné susené mléko, Blotting Grade Blocker (BioRad)
Oligo(dT)18 primer (Sigma Aldrich)

pB7m34GW (VIB, Gent, Belgie; Karimi et al., 2005)
Pentahydrat siranu méd’'natého (CuSO4*5H>0; Duchefa Biochemie)
Peroxid vodiku (H202; Sigma-Aldrich)

Peroxodisiran amonny (APS; Sigma Aldrich)

Primery (Eurofins Genomics)

Proteinase K, recombinant, PCR grade (Thermo Scientific)
Pyull (Thermo Scientific; ER0631)

Reak¢ni pufr s MgCl, pro DNasu I, 10X (Thermo Scientific)
Riboflavin (Applichem)

RNasin Ribonuclease inhibitor (Promega)

Sacharosa (Penta Chemicals)

Siran hotec¢naty (MgSO4; Sigma Aldrich)

SOC médium (Invitrogen)

Spektinomycin (Duchefa Biochemie)

TE buffer (Invitrogen™)

Tris Acetat EDTA (TAE), 10X (Sigma Aldrich)
Tris(hydoxymetyl)aminomethan (Tris; Sigma-Aldrich)
TRIzol Reagent (Invitrogen)

Tween 20 (Sigma Aldrich)

UltraPure DNase/RNase-Free destilovana voda (Invitrogen)
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3.5 Slozeni roztoki a médii
SloZeni zasobnich roztoku pro piipravu MS média s modifikovanym obsahem médi byla

popsana v (Tabulka 1, Tabulka 2).

Tabulka 1: Slozeni 1000 x koncentrovan¢ho zasobniko roztoku mikroelementii pro pfipravu
MS média. Uvedené navazky jsou pro objem 1000 ml.

1000x koncentrovany zasobni roztok mikroelementi
Mikroelementy Navazka (g)

H3;BO; 6,2

CoCl,*6H,0 0,025
Na:MoO4*2H,0 0,25
ZHSO4*7H20 8,6

KI 0,83
MHSO4*H20 16,9

Objem zasobniho roztoku byl doplnén deionizovanou vodou do 1000 ml.

Tabulka 2: Slozeni 10 x koncentrovaného zasobniko roztoku makroelementi pro pripravu
MS média. Uvedené navazky jsou pro objem 1000 ml.

10x koncentrovany zasobni roztok makroelementi
Makroelementy Navazka (g)
CaCl, 3,32
KH,PO, 1,7
KNO3 19,0
MgSO, 1,81
NH4NO; 16,5

Objem zasobniho roztoku byl doplnén deionizovanou vodou do 1000 ml.
1000 x koncentrovany zasobni roztok Zeleza (100 ml)

e 3,67 g FeEDTA bylo rozpusténo v 100 ml deionizované vody.
Zasobni roztok 2mM médi (100 ml)

e 0,05 g CuSO4*5H>0 bylo rozpusténo v 100 ml deionizované vody.
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MS médium s modifikovanym obsahem médi (1000 ml)

e 10 g sacharosy

e 0,5gMES

e 6,5 g Gellan gum

e 100 ml zasobniho roztoku makroelementti

e 1 ml zasobniho roztoku mikroelementt

e 1 ml z4sobniho roztoku zeleza

e 2mM zéasobni roztok médi
o Pro0,01uM koncentract médi — 5 pl/l
o Pro0,1uM koncentraci médi — 50 pl/l

o Pro2uM koncentraci médi — 1 ml/I

pH bylo upraveno na hodnotu 5,8 pomoci 10M a 1M KOH. Objem byl doplnén

deionizovanou vodou do 1000 ml. Sterilizace byla provedena autoklavovanim
Steriliza¢ni roztok pro sterilizaci M. sativa

e 66 ml 10% (v/v) hypochloridu sodného
e 34 ml 70% (v/v) ethanolu

e 1 ml smacedla Tween 20
Extrakéni NaP pufr (200 ml)

e 11,1998 g NaH,POq4
e 35,2 mg kyselina L-askorbova
e 20 ml glycerolu

pH bylo pomoci 1M NaOH upraveno na hodnotu 7,8 a objem byl deionizovanou

vodou doplnén do 200 ml.
Cinidlo Bradfordové - Protein Assay Dye Reagent Concentrate
e Cinidlo je fedéno deionizovanou vodou v poméru 1:4.

10% roztok APS (w/v)

e 80 mg APS bylo rozpusténo v 800 pl deionizované vody
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10 % roztok SDS (w/v)

e 10 g SDS bylo rozpusténo v 100 ml deionizované vody.
Tris-Cl 0,SM pufr (pH=6,8) (400 ml):

o 24 gTris

pH bylo pomoci HCI upraveno na hodnotu 6,8. Objem roztoku byl deionizovanou vodou

doplnén do objemu 400 ml.
Tris-Cl, 1,5M (pH 8,8) (300 ml):
o 5445 ¢gTris

pH 8,8 byl pomoci HCI upraveno na hodnotu 8.8. Objem roztoku byl deionizovanou

vodou doplnén do objemu 300 ml.
Transferovy Tris-glycinovy pufr (1000 ml):

o 3gTris
e 144 ¢gglycin

Objem byl deionizovanou vodou doplnén do objemu 1000 ml.
12% separacni gel o tloust'ce 1 mm

e 3 ml akrylamidu

e 2 5 ml Tris-HCI pufru (pH=8,8)

e 435 ml deionizované vody

e 5 ul TEMED

e 50 ul 10% (w/v) APS

e Pii SDS-PAGE bylo pro ptipravu gelu pouzito 0,1 ml 10% (w/v) SDS

4% zaostrovaci gel

e 0,5 ml akrylamidu

e 1,26 ml Tris-HCI pufru (pH=6,8)

e 3,18 ml deionizované vody

e 5ul TEMED

o 25l 10% (w/v) APS

e Pii SDS-PAGE bylo pro pfipravu gelu pouzito 0,05 ml 10% (w/v) SDS
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200mM roztok KCN

e 0,025 g KCN bylo rozpusténo v 1,9 ml 50mM roztoku NaH>PO4 (pH=7,8)
S0mM roztok NaH2PO4 (pH=7,8) (300 ml)

e 267 g Na,HPO4*2H,O0 bylo rozpusténo v 250 ml deionizované vody.
pH bylo upraveno na hodnotu 7,8 a objem byl doplnén do 300ml.

e Inhibi¢ni analyza H,O2 — k 50 ml roztoku NaH,POs bylo ptidano 24 pl 35% (v/v)
e Inhibi¢ni analyza KCN —k 50 ml roztoku NaH>PO4 bylo pfidano 0,5 ml 200mM
roztoku KCN

Roztok NBT (50 ml)
e 24 4 mg NBT bylo rozpusténo v 50 ml S0mM roztoku NaH>PO4 (pH=7,8).

Roztok EDTA (50 ml)

e 92 mg Na;EDTA bylo rozpusténo v 50 ml SOmM roztoku NaH>PO4 (pH=7,8).
e 2 minuty pred pocatkem inkubace bylo pfidano 162 ul TEMED
e 2 minuty pfed poc¢atkem inkubace bylo piidano 6 pul roztoku riboflavinu, ktery byl

pfipraven rozpusténim 7,2 mg riboflavinu v 500 ul 96% (v/v) ethanolu.

Pufr pro SDS-PAGE (Running buffer) (1000 ml)

o 3gTris
e 144 gglycin
e 1gSDS

Objem byl doplnén deionizovanou vodou do 1000 ml.
TBS-T pufr (1000 ml)

o 242 gTris
e 8.78 g NaCl

e 1 ml Tween 20

pH je pomoci HCI upraveno na hodnotu 7,4 a objem je doplnén deionizovanou vodou do

1000 ml.
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Roztoky mléka

e 5% (w/v) roztok mléka - 5g mléka na 100 ml TBS-T
e 2% (w/v) roztok mléka — 1,5g mléka na 50 ml TBS-T

1% agarosovy gel pro horizontalni elektroforetickou separaci (100 ml)

e 1 gagarosy
e 100 ml 1x TAE
e 1 pl/ml Midori

Tekuté LB médium (500 ml)
e 12,5 g LB Broth bylo rozpusténo v deionizované vode.

pH bylo upraveno na hodnotu 7,2 a objem byl doplnén do 500 ml. Prob¢hla sterilizace

autoklavovanim.
Tuhé LB médium (250 ml)

e 10 g LB Broth s agarem bylo umisténo do 500ml sklenéné lahve a zalito 250 ml

deionizované vody. Sterilizace prob&hla autoklavovanim.

3.6 Metody

3.6.1 Priiprava kultivaéniho MS média s modifikovanym obsahem médi
Ptriprava kultivacniho média vychazi z postupu ptipravy MS média (Murashige a Skoog

médium-DUCHEFA). V 700 ml deionizované (MilliQ) vody bylo rozpusténo 10 g
sacharosy a 0,5g MES. Do roztoku bylo pfidano 100 ml zasobniho roztoku
makroelementll a 1 ml zasobniho roztoku Zeleza (zasobni roztoky viz. kapitola 3.5).
Pomoci 10M a 1M roztoku KOH bylo upraveno pH na hodnotu 5,8. Objem média byl
doplnén deionizovanou vodou na 1000 ml. Médium bylo rozdéleno po 500 ml do dvou
litrovych lahvi. Do obou lahvi bylo pfidano 3,25 g ztuzovace Gellan gumu a obsah
uzaviené¢ lahve byl promichan krouzivymi pohyby. Meédium bylo sterilizovano
v autoklavu. Po sterilizaci byl do média pfidan v laminarnim boxu 1 ml sterilniho roztoku
mikroelementd. Mikroelementy byly sterilizovany prostfednictvim filtrace pres
membranovy filtr. Do média dale bylo pfidano pfislusné mnozstvi sterilniho roztoku
2mM médi, ktery byl rovnéz sterilizovan filtraci. Byla pfipravovana média
s koncentracemi meédi: 0,01pM; 0,1uM; 2uM. Média s pfidanymi komponenty byla

rozlita pfiblizn€ po 50 ml do hranatych Petriho misek.
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3.6.2 Sterilizace semen Arabidopsis thaliana
Sterilizace semen byla provadeéna ve sterilnich podminkach laminarniho boxu. Do 2ml

Eppendorf mikrozkumavky obsahujici semena byl pipetovan 1 ml 70% ethanolu (v/v).
Semena byla v 70% (v/v) ethanolu inkubovana po dobu 5 minut za stalého protfepavani.
Po ubéhnuti 5 minut byl pomoci pipety odstranén co nejvétsi objem ethanolu. Do
mikrozkumavky byl nasledné pipetovan 96% (v/v) ethanol, vnémz byla semena
inkubovana 1 minutu. V tomto kroku je tfeba dodrzet dobu inkubace, nebot delsi
inkubacni doba muze negativné ovlivnit kli¢ivost semen. Po 1 minuté byl pipetou
odstranén podil ethanolu. Semena byla dale promyvana ve sterilni deionizované vodé. Do
mikrozkumavky byl pfidan 1 ml deionizované sterilni vody, ktery byl po 5 minutach
promyvani odstranén. Promyvani deionizovanou vodou probiha celkem dvakrat po dobu
5 minut. Po druhém promyvani jsou semena ponechana ve vodé. Pomoci automatické
pipety se sterilni §pickou byl rozvifen obsah mikrozkumavky. Nasledné byl obsah nabran
do Spicky pipety. Pomoci pipety byla nasata semena rovnomerné rozprostiena na povrch
filtracniho papiru, ktery byl polozen do nitra zaoblené Petriho misky. Semena byla
ponechana v laminarnim boxu v oteviené Petriho misce, tak aby doslo k odpatreni vody
z filtracniho papiru. Po odpateni vody byl obsah Petriho misky uzavien pomoci parafilmu
a papirové lepici pasky, tak aby nedoSlo ke kontaminaci semen po vyjmuti misky

z laminariho boxu.

3.6.3 Chemickeé naruSeni testy a sterilizace semen Medicago truncatula
K sementim umisténym v 50ml Eppendorf zkumavce bylo v digestofi ptidano 25 ml 96%

(v/v) kyseliny sirové. Za stalého protfepavani byla semena inkubovana v kyseliné po
dobu 10 minut. Po 10 minutach byla kyselina sirova ze zkumavky odstranéna pomoci
Pasteurovy pipety. Semena byla Sestkrat promyta v 40 ml destilované vody.
V laminarnim boxu byla semena inkubovana v roztoku 4% (v/v) hypochloridu sodného
po dobu 10 minut za stalého protiepavani obsahu zkumavky. Po odstranéni roztoku
hypochloridu sodného byla semena sedmkrat promyta v 25 ml sterilni deionizované vody.
Po poslednim promyvani byla semena ponechana v 25 ml sterilni deionizované vody.
Usti zkumavky bylo obaleno parafilmem, aby nedoslo ke kontaminaci jejiho obsahu.
Semena byla ponechéana v lednici ve vode po dobu minimélné 24 h pred jejich samotnou

kultivaci.
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3.6.4 NarusSeni testy a sterilizace semen Medicago sativa
Pro kultivaci semen M. sativa je esencidlni porusit testu semene. Poruseni testy zlepSuje

kli¢ivost semen. Semena M. sativa maji testu o vétsi tloustce nez M. truncatula. U
M. sativy byl vyzkousSen protokol pii némz je testa naruSena pomoci smirkového papiru.
Bylo taktéz vyzkouSeno chemické naruSeni testy pomoci kyseliny sirové, které byva
vyuzivano u M. truncatula (viz. kapitola 3.6.3). Byla rovnéz provedena kombinace obou
protokolti, kdy bylo nejprve provedeno mechanické naruseni testy a sterilizace
sterilizacnim roztokem a poté bylo provedeno chemické naruSeni testy a sterilizace
roztokem hypochloridu. Kombinace téchto dvou protokolt se neosvédéila a nejlepsi

klicivost byla zaznamenana u protokolu vyuzivajici chemické naruSeni testy.

Pfi mechanickém narusSeni testy byl do zaoblené Petriho misky polozen vystfizeny kruh
smirkového papiru, na néjz byla rozprostfena semena. Semena byla pfikryta dalSim
kruhem smirkového papiru. Petriho miska byla uzaviena pomoci papirové lepici pasky.
Pomoci lepici pasky byla Petriho miska i s jejim obsahem pfipevnéna na vortex. Semena
byla timto zpusobem mechanicky obruSovana po dobu 8 minut. Po ukonceni brouseni
semen byla semena pfenesena do 50ml Eppendorf zkumavky a byla sterilizovana
v laminarnim boxu. K sementim bylo pfidano 25 ml 70% (v/v) ethanolu, v némz byla
inkubovana 1 minutu. Po odstranéni ethanolu pomoci pipety bylo k semenim pfilito
25 ml sterilizacniho roztoku pro sterilizaci M. sativa (viz. kapitola 3.5) a semena byla
v roztoku za protfepavani ponechana po dobu 3 minut. Po 3 minutach byl sterilizacni
roztok odstranén pomoci pipety a semena byla dvakrat promyta ve sterilni deionizované
vodé. Stejné jako M. frunactula byla semena M. sativa po dobu 24 hodin ponechana

v lednici v sterilné uzaviené zkumavce obsahujici vodu, aby doslo k nabobtnani semen.

3.6.5 Kultivace rostlin v in vitro podminkach
Sterilizovana semena A. thaliana byla pomoci sterilniho paratka prenesena z filtracniho

papiru na povrch kultivaéniho média v hranaté Petriho misce. Semena A. thaliana byla

pred kultivaci ve fytotronové komote stratifikovana 1-2 dny pii teploté 4°C.

Sterilni semena M. truncatula a M. sativa byla v Eppendorf zkumavce rozvifena a byla
prelita spolecné s vodou do sterilni prazdné Petriho misky. Pomoci sterilni pinzety byla
semena umistovana na povrch kultivaéniho média. Mezi jednotlivymi miskami byla
pinzeta namacena do 96% (v/v) ethanolu a byla zihana v pfistroji pro sterilizaci nastroji,

aby bylo eliminovano riziko kontaminace.
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Semena byla kultivovana ve fytotronové komorte za podminek: teplota 22°C, pfi dennim
rezimu: 16 hodin svétlo, 8 hodin tma, 70% vlhkosti a intenzit€ osvétleni

150 umol m2-s ~ 1.

3.6.6 Homogenizace rostlinného materialu
Semenacky M. sativa a M. truncatula byly homogenizovany ve stafi 28 dni, 4 thaliana

ve stafi 19 dni. Rostlinny material byl homogenizovan v tfeci misce, ktera byla predem
vychlazena tekutym dusikem. Do tfeci misky obsahujici tekuty dusik byl pomoci pinzety
ponofen semenacek. Nasledné byl tlouckem semenacek rozdrcen na jemny homogenat.
Homogenat byl $pachtli pfenesen do 2ml mikrozkumavky Eppendorf. Mikrozkumavka
obsahujici homogenat byla ponofena do tekutého dusiku, ¢imz byl vzorek rychle
zamrazen, aby bylo eliminovano riziko denaturace biomakromolekul. Takto pfipravené

vzorky byly skladovany v mrazicim boxu pii teploté -80°C.

3.6.7 Extrakce proteini
Do mikrozkumavky obsahujici homogenat byl pipetovan extrak¢ni NaP puftr. Na piiblizné

1 ml homogenitu bylo pipetovano 400 ul extrakéniho pufru. Homogenat s extrakénim
pufrem byl mirné vortexovan a ponechan na ledu po dobu 35 minut, pfi¢emz kazdych
pfiblizn€ 10 minut byl vzorek jemné vortexovan. Vzorek byl 15 minut centrifugovan
v centrifuze pii 13 000 g a teploté 4°C. Po centrifugaci byl pipetou ze zkumavek odebran
supernatant. Supernatant byl pfenesen do sterilnich mikrozkumavek a byl znovu
centrifugovan po dobu 5 minut pii 13 000 g a teploté 4°C, aby doslo k odstranéni
veskerych znec€istujicich pevnych ¢astic. Po druhé centrifugaci byl opét pipetou odebrany
supernatant pfenesen do sterilnich mikrozkumavek. Takto ziskany extrakt byl zmrazen

v tekutém dusiku a dale byl skladovan v mrazicim boxu pfi teploté -80°C.

3.6.8 Kvantifikace celkového obsahu proteini metodou Bradfordové
Principem kolorimetrické metody stanoveni celkové koncentrace proteini Marion M.

Bradfordové je navazani barviva Coomassie brilliant blue G-250 na bazické
aminokyseliny a zbytky aromatickych aminokyselin proteinti. Po navazani barviva na
proteiny dochazi ke zméné zabarveni roztoku a posunu absorpéniho maxima z 465 nm na
595 nm (Bradford, 1976). Nejprve musi byt ¢inidlo Bradfordové nafedéno deionizovanou
vodou vpoméru (1:4). Mefeni absorbance jednotlivych vzorkd je provadénou
spektrofotometricky v 96jamkové mikrotitracni desticce. Méfeni kazdého vzorku je
provadéno ve 3 replikatech, a kromé vzorkd musi byt tézZ zméfen slepy vzorek (tzv.

blank), jehoz absorbance je od¢itana od absorbanci jednotlivych vzorki. Do 3 jamek
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desticky bylo napipetovano jako blank 300 pl zfedéného cCinidla. Pro kazdy vzorek je do
3 jamek napipetovano 299 ul zfedéného ¢inidlaa 1 pl daného vzorku. Pomoci pipety byly
extrakt a cinidlo promichany. Pfed méfenim absorbance je tfeba vzorky s Cinidlem
alespori 15 minut inkubovat pifi laboratorni teploté. V jamkach nesmi byt pfitomny
vzduchové bubliny, které by mohly ovlivnit méfeni. Po inkubaci je mozno vlozit
mikrotitraéni desticku do spektrofotometru (Infinite M Nano) a zméfit absorbance.
Koncentrace byly zjistény zjiz zname kalibracni kiivky hovéziho sérového albuminu

(BSA). Vysledky byly zpracovany v programu MS Excel.

3.6.9 Stanoveni aktivit superoxiddismutas metodou NATIVE-PAGE

Elektroforetickd separace probéhla za nedenaturujicich podminek. Byly pouzity 1mm
polyakrylamidové gely. Hustota rozdélovaciho gelu byla 12 %. Vrstva zaostfovaciho gelu
mela hustotu 4 %. Skla pro pfipravu gelt byla fadn€ vycisténa 96% (v/v) ethanolem a
nasledné byla vysusSena dusikem. Byla sestavena aparatura pro ptipravu geld. Nejprve byl
ptipraven rozdelovaci gel (viz. kapitola 3.5). Mezi skla byla pomoci Pasteurovy pipety
napipetovana vrstva rozdélovaciho gelu. Hladina rozdélovaciho gelu nesahala az po horni
hranu skla, byl ponechéan prostor pro vrstvu zaostfovaciho gelu a pro vlozeni hiebinku
(ptiblizné 2 cm). Nepolymerizovany gel byl pfevrstven vrstvou isopropanolu, aby bylo
zabranéno odpareni vody z gelu. Gel byl ponechan k tuhnuti 45 minut. Po ztuhnuti byla
slita ochranna vrstva isopropanolu, gel byl 10x promyt destilovanou vodou. Piebyte¢na
voda byla z gelu odstranéna pomoci filtracniho papiru. Rozdé€lovaci gel byl prevrstven
4% zaostfovacim gelem (viz. kapitola 3.5) a mezi skla byl vlozen 10jamkovy hiebinek.
Gel byl ponechan k tuhnuti 30 minut. Po ztuhnuti byl pfed pouzitim gel zabalen do Ciré
potravinaiské folie, aby bylo zabranéno vysychani gelu. Pro experiment byl pouzit
proteinovy extrakt v NaP pufru (viz. kapitola 3.6.7). Pro stanoveni aktivit SOD u
A. thaliana byla pouzita nanaska 20 mg proteini. Pro stanoveni aktivit u M. sativa a
M. truncatula byla pouzita nanaska 30 mg proteini. Béhem separace byla
elektroforetickd vana naplnéna transferovym tris-glycinovym pufrem. Do jamek gelu
byly pipetovany objemy extraktu odpovidajici pozadované nanasce proteinti. Do jedné
zjamek bylo naneseno 3,5 pl markeru Precision Plus Protein Dual Color Standards.
Aparatura byla béhem separace chlazena ledem. Pfi separaci proteint na jednom gelu byl
aplikovan konstantni proud 20 mA a proménlivym napétim s maxime pii 270 V. Separace

probihala 1,5 hodiny.
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Po ukonceni separace byl gel vyjmut ze skel. Nejprve byl za stalého tfepani 10 minut
inkubovan v 50mM roztoku NaH>PO4 o pH 7,8. Poté byl gel za stalého tfepani inkubovan
20 minut ve tmé v roztoku NBT (viz. kapitola 3.5). Nasledné byl gel umistén na 15 minut
do roztoku EDTA (viz. kapitola 3.5). Inkubace v roztoku EDTA probihala ve tmé za
stalého tfepani. Po 15 minutach byl gel s roztokem EDTA vystaven svételnému zafeni o
intenzité¢ 150 pmol-m2-s!. Po 5 minutach byl roztok EDTA odstranén a nahrazen
destilovanou vodou. Gel v destilované vodé byl dale alespori 1 hodinu ponechan na
svétle, aby doslo k vyvoji zabarveni. Gel byl zdokumentovan na zafizenich Image
Scanner III (GE Healthcare) a ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad). Byly pouzity
programy PSON Scan (3.49E; Seiko Epson Corporation) a Image 47 Lab (Bio-Rad).

Pro provedeni inhibi¢nich analyz byly do roztoku 50mM NaH;PO4 o pH 7,8 pfidany
inhibitory H2O> (vysledna ¢ = SmM), a KCN (vysledna ¢ = 2mM).

3.6.10 Piiprava vzorki pro SDS-PAGE

Pro pfipravu vzorkl se pouziva Laemliho pufr, ktery se fedi B-merkaptoethanolem
v poméru 9:1 (900 ul Laemliho pufru bylo smiseno s 100 pl B-merkaptoethanolu).
Proteinové extrakty v NaP pufru byly smiseny se zfedénym Laemliho pufrem v poméru
3:1 (90 pl proteinového extraktu na 30 pl zfedéného Laemliho pufru). Nasledné byly
extrakty zahraty inkubovéany v suchém bloku s ohfevem pii teplot¢ 96°C po dobu

5 minut.

3.6.11SDS-PAGE
Gely byly piipraveny stejnym zpusobem jako u metody NATIVE-PAGE (viz.

kapitola 3.6.9), avSak do separacniho a zaostfovaciho gelu byl navic piidan roztok 10%
SDS. Elektroforeticka vana byla naplnéna pufrem pro SDS-PAGE (viz. kapitola 3.5). Do
jamek byly pipetovany proteinové extrakty obsahujici Laemliho pufr. Samotna
elektroforetickd separace probihala nejprve 15 minut pii napéti 150 V, poté bylo napéti

zvySeno na 100 V. Separace probihala 90 minut.

3.6.12 Transfer proteinti na PVDF membranu
Byla pfipravena PVDF membrana o rozmérech 6 x 8,5 cm. Membrana byla aktivovana

v methanolu (pfiblizn€ 30 s). Filtra¢ni papir a houby byly hydratovany v transferovém
pufru. Taktéz membrana byla promyta v transterovém pufru. Do kazety byly navrstveny
v nésledujicim pofadi: houba, 3 filtracni papiry, polyakrylamidovy gel, membrana, 3
filtracni papiry, houba. Na jednotlivé vrstvy byl aplikovan valeCkem pfiméreny tlak, aby
doslo kvypuzeni vzduchovych bublin. Kazeta byla vlozena do vany naplnéné
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transferovym pufrem a byla chlazena chladicim blokem. Byl zvolen pomaly transfer,
ktery probihal pfes noc (pfiblizné 17 h). Vana byla beéhem transferu chlazena v lednici a
bylo zvoleno napéti 24 V. Po ukonceni transferu byla membrana promyta v deionizované
vodé. Proteiny na membrané byly obarveny roztokem Ponceau S. pro ovéfeni transferu.
Membrana byla zbavena piebytecného barviva promytim v deionizované vodé a byla
fotograficky zdokumentovana. Membrana byla tfikrat (pokazdé po dobu 10 minut)
promyta v TBS-T pufru.

3.6.13 Imunolokalizace proteint
Membrana byla 2 hodiny blokovana v roztoku 5% (w/v) suSeného mléka rozpusténého

v TBS-T pufru. Blokace probihala za pokojové teploty na tfepacim zafizeni. Primarni
protilatky (anti FeSOD, anti CSD2) byly zfedény v 5% roztoku suSeného mléka v TBS-
T pufru v poméru 1:2000. Membrana byla v roztoku obsahujicim primarni protilatku
inkubovana pifes noc, na tfepacim zafizeni pii teploté¢ 4 °C. Po ukonceni inkubace
v roztoku s primarni protilatkou byla membrana 4x promyta v TBS-T pufru (kazdé
promyvani trvalo 8 minut). Nasledné byl ptipraven roztok sekundarni protilatky (1:5000)
v 2% (w/v) roztoku suseného mléka v TBS-T. Inkubace membrany probihala 1,5 h za
pomalych kyvavych pohybu za pokojové teploty. Po ukonceni inkubace byla membrana
3x promyta v TBS-T (kazdé promyti probihalo 5 minut). Pro vizualizaci byl pfipraven
roztok luminolu a H,O> v poméru 1:1, v némz byla membrana inkubovana 2 minuty.
Membrana byla vizualizovana v pristroji ChemiDoc MP Imaging Systém (Bio-Rad), byl
vyuzit program Image Lab.

3.6.14 Izolace celkové RNA Medicago truncatula

Pro izolaci celkové RNA byly pouzity homogenaty rostlinného materialu M. fruncatula
(viz. kapitola 3.6.6), které byly kultivovany na MS médiu o koncentracich médi: 0,01uM;
0,1uM; 2uM.

Zmrazeny homogenat v 2ml mikrozkumavce byl pievrstven 800 ul TRIzol Reagentu.
S Reagentem byl homogenat 5 minut inkubovanan pfi laboratorni teploté. Suspenze byla
centrifugovana pii 12000 g, 10 minut, pii teploté 4°C. Po centrifugaci byl odebran
supernatant, ktery byl pfenesen do sterilni 2ml mikrozkumavky a byl pfevrstven 80ul
BCP. Vzorek s BCP byl tfepanim (20 s) promichéan a néasledné tato smés byla inkubovana
10 minut pii laboratorni teploté. Vzorek byl centrifugovan pfi 12000 g, 15 minut, pfi
teploté 4 °C. Po centrifugaci vzniklo rozhrani fazi, byla odebrana vodna faze, byla

prenesena do sterilni 2ml mikrozkumavky a prevrstvena 100% (v/v) isopropanolem
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v poméru 2:1. Pomoci vortexu byla smés fadné promisena. Nasledovala inkubace 5 minut
pti laboratorni teploté, po ukonceni inkubace byl vzorek centrifugovan pii 12000 g,
8 minut, pii teploté 4 °C. Supernatant byl pomoci pipety odstranén a ziskany pelet byl
prevrstven 1 ml 75% (v/v) ethanolu. Probé&hla centrifugace pfi 7500 g, 5 minut, pfi teploté
4°C. Pomoci pipety byl odstranén ze vzorku ethanol a pelet byl nasledné vysusen (5 minut
pfti laboratorni teplote). Vysuseny pelet byl rozpustén v 50 ul destilované vody s nulovou
aktivitou RNas (UltraPure DNase/RNase-Free destilovana voda). Pelet s destilovanou

vodou byl inkubovan na ledu 30 minut.

Pomoci NanoDrop Lite spektrofotometru byla zméfena absorbance vzorku RNA.
Koncentrace vzorku RNA byla pomoci destilované vody s nulovou aktivitou RNas

upravena na hodnotu 200 ng/pl.

3.6.15 Odstranéni kontaminujici DNA se vzorku izolované¢ RNA
Ze vzorku RNA bylo nutno odstranit kontaminujici gDNA pomoci enzymu DNasa 1.

Celkovy objem enzymatické reakce byl 20 pul. Do mikrozkumavky bylo pipetovano 2 pl
reakéniho pufru s obsahem MgCla (pufr je 10x koncentrovany, jeho vysledna koncentrace
je 1x), 2 ul DNasy I, 10 ul vzorku izolované RNA (2000 ng izolatu RNA v reak¢ni
smesi). Objem byl do 20 pl doplnén 6 pl destilované vody s nulovou aktivitou RNas.

Reak¢ni smés byla inkubovana v termocycleru (40 minut, pii 37 °C). Pro zastaveni
aktivity enzymu DNasa I byly do reakéni smési byly pfidany 2 ul SOmM roztoku EDTA.
Reak¢ni smés byla s EDTA inkubovana 10 minut pii 70 °C. Purifikovany izolat RNA byl
umistén na led. Byla odebrana ¢ast izolatu RNA pro zhodnoceni Cistoty a kvality izolatu
pomoci horizontalni elektroforetické separace (viz. kapitola 3.6.18) v 1% (w/v)

agarosovém gelu.

3.6.16 Reverzni transkripce
Pro ptipravu konstruktu bylo nutno ziskat z purifikovaného izolatu RNA pomoci reverzni

transktiptasy komplementrani cDNA. Reakce byla provedena v 0,2ml mikrozkumavkach.
Celkovy objem reakcni smési byl 20 pl, tato reakce vSak byla slozena ze dvou reakénich

smesi (reakéni smés I, reakcni smés II), pficemz obé reakcéni smési mély objem 10 pl.

Do reak¢ni smési I bylo pipetovano: 4,5 pl destilované vody s nulovou aktivitou RNas,
0,5 ul Oligo(dT)18 primer (10uM), 5 pl purifikovaného izolatu RNA. Probéhla inkubace
reakéni smési I v termocycleru (10 minut, 70 °C, teplota vika 75 °C). Po ukonceni

inkubace byla reak¢ni smés I umisténa na led a byla néasledné pfidana reak¢ni smés IL.
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Reak¢ni smés I obsahovala: 4,2 ul destilované vody s nulovou aktivitou RNas, 4 ul First
Strand Pufr (5x koncentrovaného, vysledna koncentrace 1x), 0,4 ul RNasin Ribonuclease
inhibitoru, 0,4 ul M-MLV reverzni transkriptazy, 1ul 10mM dNTP (vysledna
koncentrace 0,5mM). Reak¢ni smés obsahujici reakéni smési I a II byla v termocycleru
inkubovana 3 hodiny, pii 42 °C, teplota vika 45 °C. Deaktivace reverzni transkriptasy je
provedena pomoci pisobeni zvySené teploty na vzorek. Pro deaktivaci byl vzorek vlozen

do termocycleru a byl 10 minut inkubovan pfi teploté 70 °C, teploté vika 75 °C.

3.6.17 PCR reakce

Pro PCR reakci byla jako templat pouzita izolovana cDNA z M. truncatula kultivované
na MS médiu s 2uM koncentraci meédi. Byl pouzit tento izolat vzhledem k tomu, Ze cilem
bylo amplifikovat cDNA CSD2, pficemz exprese Cu/ZnSOD je silné zavisla na
abundanci médi. Béhem pfipravy reakéni smési byly jednotlivé komponenty chlazeny na
ledu, enzym byl chlazen v chladicim stojanu a se smési bylo opatrné zachazeno, aby

nedoslo k degradaci cDNA a enzymu, a nebo ke kontaminaci reakéni smeési.

Byla provedena PCR o objemu 200 pl. Do 1,5ml mikrozkumavky bylo pipetovano: 40 ul
pufru 5X iProof HF Buffer (vysledna koncentrace 1x), 4 ul dNTP (vysledna koncentrace
200uM), 10 pl pracovniho roztoku forward primeru a 10 ul pracovniho roztoku reverse
primeru (koncentrace pracovniho roztoku 10uM; vysledna koncentrace obou primert
0,5uM), 134 pl destilované vody s nulovou aktivitou RNas/DNas, 2 ul DNA polymerasy
(iProof High Fidelity DNA Polymerase; vyslednd koncentrace 0,02 U/ul), 1 pl
templatové cDNA. Pripravena 200ul reakce byla jemné promichana pomoci vortexu a
byla stoCena ve stolni mikrocentrifuze. Smés byla po 50 pl rozpipetovana do 4
mikrozkumavek o objemu 0,2 ml. Pfipravena reak¢ni smeés byla vlozena do termocycleru,
teplota annealingu byla nastavena na 72 °C, teplota vika na 105 °C, reakce byla nastavena
na opakovani 35 cykla. Po ukonCeni polymerasové reakce byla provedena horizontalni

elektroforeticka separace.

Pro amplifikaci genu MtCSD2 byly navrzeny primery tak, aby byl usek ohranicen attB1

a attB2 rekmobinacnimi misty:

Forward primer:
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGATGGCATTTCTAAGGTCAATA
GC
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Reverse primer:
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGAACTTGCTAGGAACAAAATC
TG

3.6.18 Horizontalni elektroforeticka separace
Byla nachystana aparatura na pfipravu agarosového gelu a nasledné byl pfipraven 1%

agarosovy gel (viz. kapitola 3.5). Agarosa byla za pusobeni tepla rozpusténa v 1x TAE.
Po zchladnuti na pfiblizné 45 °C bylo pfidano Midori, aby nedoslo k degradaci barviva.
Tekuty agarosovy gel byl vlit do aparatury pro pripravu gelu, do neztuhnutého gelu byl
vlozen 10jamkovy hiebinek a gel byl ponechan k tuhnuti 30 minut. K vzorku bylo
pfidano 6x Loading Dye (vysledna koncentrace 1x). Gel byl vlozen do elektroforetické
vany naplnéné 1x TAE. Do prvni jamky byly pipetovany 4 pul markeru GeneRuler 1 kb
Plus DNA Ladder. Do zbytku jamek byl pipetovan vzorek smiseny s Loading Dye. Na
zdroji bylo nastaveno elektrické napéti 100 V, elektroforetickd separace probihala 30
minut. Gel byl vizualizovan v pfistroji Gel Doc EZ Imager a pro zpracovani byl vyuzit

program Image Lab.

3.6.19 Izolace PCR produktu z gelu a jeho purifikace

Po ukonceni horizontalni elektroforézy byla cast gelu obsahujici amplifikovany PCR
produkt vyfiznuta z gelu pomoci skalpelu. Pro vizualizaci PCR produktu byl pouzit UV

transiluminator.

Pro purifikaci PCR produktu byla pouzita sada NucleoSpin Gel and PCR Clean-up.
Vyftiznuty gel byl umistén do mikrozkumavky a prevrstven NTI pufrem. Na 800 mg 1%
(w/v) agarosového gelu bylo pouzito 1,6 ml NTI pufru. Vzorek byl zahtivan v suchém
bloku s ohfevem pfi teploté 50 °C do tplného rozpusteéni gelu, aby nedoslo k ucpani pora
purifikacni kolonky. Vzorek byl v pribéhu rozpousténi gelové matrice trikrat promichan
pomoci vortexu. Do purifikaéni kolonky bylo naneseno 700 ul vzorku. Kolonka byla
centrifugovana pii 11000 g po dobu 46 s. Eluat, ktery prosel kolonkou, byl znovu
napipetovan do kolonky a opét centrifugovan. To bylo opakovano jesté jednou, aby bylo
dosazeno co nejvySsiho vytézku. Do kolonky bylo pipetovano 700 ul NT3 pufru a
nasledné byla centrifugovana po dobu 30 s pii 11 000 g. Eluaat byl odstranén a prazdna
kolonka byla opét centrifugovana (1 minutu pti 11000 g), aby byla zbavena rezidui pufru.
Kolonka byla v suchém bloku s ohfevem 5 minut zahtivana pfi teploté 70 °C, aby doslo
k vysuSeni kolonky. Do kolonky bylo pipetovano 34 pl destilované vody s nulovou
aktivitou RNas/DNas a kolonka byla 1 minutu centrifugovana pii 11000 g. Eluat
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obsahujici cDNA byl dvakrat znovu pipetovan do kolonky a centrifugovan, aby bylo
uvolnéno z matrice maximalni mnozstvi cDNA. Nasledné byla na NanoDrop Lite
spektrofotometru zméfena absorbance vzorku cDNA. Purifikovany izolat cDNA byl

dlouhodobé uchovan pii teploté -20 °C.

3.6.20 BP rekombinac¢ni reakce
Do mikrozkumavky byl pipetovan 1 ul cDNA PCR produktu, 1 pl donorového vektoru

(150 ng/pl) a objem reakce byl doplnén do 8 ul TE pufrem (pH=8). Do reakéni smési
bylo pipetovano 8 pul enzymu BP Clonase™ II enzyme mix. Reakéni smés byla mirné
vortexovana. Reak¢ni smés byla inkubovana pres noc pfi teploté 25 °C. Do reakcéni smeési
byl pfidan 1 pl Proteinasy K, smés byla jemné promichana pomoci vortexu a inkubovana

10 minut pfi teploté 37 °C.

3.6.21 Transformace konstruktu do bakterialni kultury Escherichia coli
Do mikrozkumavky bylo ke kultute Escherichia coli pipetovano 10 pl vektoru. Bakterie

byly vystaven teplotnimu Soku. Kultura s vektorem byla 30 minut ponechana na ledové
tfisti. Poté byla kultura na 1 minutu umisténa do suchého bloku s ohfevem, ktery byl
pfedem zahtat na teplotu 42 °C. Kultura byla opét inkubovéana na ledu, a to po dobu
3 minut. Ke kultufe bylo pfidano 200 ul SOC média. Pro regeneraci byla kultura 1 h

inkubovana na tfepacce v inkubatoru pfi teploté 37 °C.

Tuhé LB médium bylo rozehtfato v mikrovinné troubé. Ke kapalnému LB médiu bylo
ptfidano po zchladnuti antibiotikum, aby nedoslo k jeho degradaci. Vektor pDONR™22]
nese gen pro rezistenci vici kanamycinu. K 25 ml LB média bylo pfidano 25 pl
kanamycinu (koncentrace zasobniho roztoku 50 mg/ml; vysledna koncentrace v médiu
50 pg/ml). Vektor pB7m34GW obsahuje gen pro rezistenci vuci spektinomycinu. K 25 ml
LB média bylo pfidano 12,5 pl spektinomycinu (koncentrace zasobniho roztoku
100 mg/ml; vysledna koncentrace v médiu 50 pg/ml). 200 ul bakterialni kultury bylo
v laminarnim boxu pomoci oc¢kovaci hokejky rozetieno na povrch tuhého LB média
s obsahem selekcniho antibiotika. Bakterialni kultura byla na LB médiu pfes noc
kultivovana pii teploté 37 °C. Kultury v Petriho misce kultivované na LB médiu byly

skladovany v lednici pfi teploté 4 °C.

Pomoci sterilniho paratka bylo jednotlivymi koloniemi inokulovano sterilni tekuté LB
médium obsahujici dana selek¢ni antibiotika v koncentraci 50 pg/ml (z kazdé kolonie

byla zalozena nova kultura v tekutém LB médiu). Takto vytvorené suspenzni kultury bly
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kultivovany do druhého dne v inkubatoru pfi teploté 37 °C. Z jednotlivych kultur byla
izolovana plasmidovda DNA. Transformované kultury byly uchovany v 25% (v/v)

glycerolu v mrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

3.6.22 Izolace plasmidové DNA

Bakterialni suspenzni kultura (viz. 3.5.21) byla pfenesena do 2ml mikrozkumavky a
centrifugovana (3000-6000 g; 4 minuty). Byl odstranén supernatant, timto zptisobem byl
centrifugovan cely objem bakterialni kultury. K peletu bylo v dalsim kroku pfidano
250 ul Py pufru. Pomoci vortexu byla kultura v pufru suspendovana. Bylo piidano 250 pl
P> pufru. Vzorek byl 10x promichan kyvavym pohybem a inkubovan 5 minut pii
laboratorni teploté. Ke vzorku bylo napipetovano 300 ul Ps; pufru, vzorek byl 5 minut
inkubovan na ledu. Poté probéhla centrifugace vzorku (14000-15000 g, 15 minut, 4 °C).
Kratce pfed koncem centrifugace bylo do sterilni 1,5ml mikrozkumavky pipetovano
600 ul 100% (v/v) isopropanolu. Po ukonceni centrifugace byl odebran supernatant, ten
byl nasledné pfidan do mikrozkumavky obsahujici isopropanol. Probéhla centrifugace
(16000g, 20 minut, za pokojové teploty). Po ukonceni centrifugace byl odstranén
isopropanol a pelet byl promyt 750 ul vychlazeného ethanolu 75% (v/v). Probéhla
centrifugace (16000 g, 5 minut, pfi pokojové teploté). Pomoci pipety byl odstranén
ethanol. Vzorek byl opét centifugovan (16000 g, 2 minuty, pfi pokojové teplote) a byly

odstranény zbytky ethanolu. Pelet byl vysusen v laminarnim boxu.

Po wvysuSeni byl pelet rozpustén v 50 pl destilované vody s nulovou aktivitou
RNas/DNas. Na NanoDrop Lite spektrofotometru byla zméfena absorbance vzorku prti

programu métfeni dSDNA. Vzorek byl uchovan v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.

3.6.23 Restrik¢ni Stépeni
Pro restrikéni $tépeni entryklonu 1 expresniho vektoru byl pouzit enzym Pvull. Expresni

vektor byl podruhé §t€pen endonukleasou Ndel. Restrikcni §tépeni bylo provedeno pro
oveéfeni spravnosti pifipraveného konstruktu. Na 1 reakci bylo pipetovano: 14,8 pul
destilované vody s nulovou aktivitou RNas/DNas, 2 pl pufru, 0,2 pl enzymu Pvull, 3 pl
DNA. Reakce byla inkubovana 45 minut pfi teploté 37 °C. Po ukonceni inkubace byla

provedena horizontalni elektroforeticka separace vzorku (viz. kapitola 3.6.18).

3.6.24 Purifikace plasmidové DNA
Pro purikaci plasmidové DNA byla pouzita sada GenElute™ Plasmid Miniprep Kit. Do

kolonky bylo pipetovano 500 ul promyvaciho pufru Column Preparation Buffer. Kolonka

naplnéna promyvacim pufrem byla 1,5 minuty centrifugovéana pti 12800 RPM. Ke vzorku
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bylo ptidano 200 ul Optional Wash Solution. Veskery objem vzorku byl pipetovan do
promyté kolonky a nasledné€ centrifugovan (12800 RPM, 1,5 minuty, laboratorni teplota).
Pro zvySeni vytézku, byl eluat dvakrat opétovné nanesen do nitra kolonky a centrifugovan
(centrifugace probéhne celkem tfikrat). Eluat byl odstranén a do kolonky bylo pipetovano
750 ul Wash Solution. Probéhla centrifugace (12800 RPM, 2 minuty, laboratorni teplota).
Eluat byl odstranén a centrifugace byla opakovana, aby doslo k odstranéni zbytkt roztoku
z kolonky. Kolonka byla susena 5 minut v suchém bloku s ohfevem pfi teploté 65 °C. Do
kolonky bylo pfidano 35 pl destilované vody s nulovou aktivitou RNas/DNas a probéhla
centrifugace (12800 RPM, 2 minuty, laboratorni teplota). Pro zvySeni vytézku purifikace
byl eluat opétovné pipetovan do kolonky a centrifugovan. V pfistroji NanoDrop Lite

spektrofotometr byla zmétena absorbance vzorku pfi programu méfeni dsDNA.

3.6.25 Transformace bakteridlni kultury Agrobacter tumefaciens
K 50 pl bakterialni kultury A. fumefaciens v 1,5ml mikrozkumavce bylo pipetovano 5 ul

purifikované plasmidové DNA. Bakterialni kultura byla umisténa na led a prob&hla
inkubace kultury po dobu 30 minut. Kultura byla zmrazena tekutym dusikem a v dusiku
byla ponechana 5 minut. Nasledné probéhla 15minutova inkubace kultury pfi laboratorni
teploté. Pro regeneraci bunek v kulture bylo ptidano 400 ul SOC média. Kultura byla
inkubovana (180 RPM, 25 °C, po dobu dvou hodin).

3.6.26 Transientni transformace Nicotiana benthaminana
Do 20 ml tekutého LB média byl ptidan spektinomycin (vysledna koncentrace 50 ug/ml).

Médium bylo inokulovano 50 pl bakterialni kultury 4. tumefaciens nesouci konstrukt
358::MtCSD2:GFP. Rovnéz bylo inokulovano 20 ml LB média s kanamycinem
(vysledna koncentrace kanamycinu 50 pg/ml) 50 ul kultury p/9. Kultury byly uchovany
v 25% (v/v) glycerolu pii -80 °C. Probéhla kultivace pies noc (180 RPM, 25 °C, ve tm¢).

Druhého dne byly kultury centrifugovany (3200 g, 10 minut, pfi laboratorni teplot¢).
Supernatant byl odstranén. K peletu bylo pfidano 10 ml infiltraéniho média. Pelet
s infiltraénim médiem byl centrifugovan, aby doslo k jeho promyti (3200 g, 5 minut, pfi
laboratorni teploté) a supernatant byl nasledné odstranén. K peletu bylo pfidano 10 ml
infiltraniho média. Pelet byl suspendovan kyvavymi pohyby a byla zmeétena opticka
hustota kultury pfi vinové délce zareni 600 nm. V ptipadé ze se ODsoo u kultury nesouct
358::MtCSD2:GFP pohybovalo v rozmezi 0,7-0,8, kultura méla vhodnou hustotu. Pokud
bylo ODsoo vyssi nez 0,9, kultura byla zifedéna infiltranim médiem. Vhodné ODeoo pro

kulturu p79 bylo 1. Nasledné probehla inkubace bakterialnich kultur 2 h ve tmé pfi
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pokojové teploté. Dvé hodiny pred transformaci byly z fytotronu preneseny do laboratote
rostliny Nicotiana benthamiana, aby byly aklimatizovany na laboratorni podminky a byly

zality vodou, aby doslo k otevieni praducha v listech.

Byly smiseny bakterialni kultury 35S::MtCSD2:GFP a p19 v poméru 1:1. Bakterialni
kultury byly pomoci 2ml injekéni stiikacky vpraveny do listd Nicotiana benthamiana.
Rostliny byly do druhého dne ponechany v laboratofi pfikryté tmavymi sacky, aby bylo
eliminovano pusobeni svétla na bakterialni kulturu v listech. Druhého dne byly rostliny
preneseny do fytotronu (22 °C, denni rezim: 16 hodin svétlo, 8 hodin tma, 70% vlhkost,

intenzita osvétleni: 150 umol-m2 -s 1),

3.6.27 Mikroskopicka analyza listi po transientni transformaci
Tii dny od provedeni transientni transformace byla provedena mikroskopicka analyza.

Vzorek byl piipraven nasledujicim zptusobem: Na podlozni sklicko byly proti sobé
horizontaln€ nalepeny dva tenké prouzky oboustranné lepici pasky. Na podlozni sklicko
bylo Pasteurovou pipetou naneseno pifimérené mnozstvi vody. Byl ustfizen segment listu
v okoli vpichu, kam pronikla kultura béhem infiltrace. List byl polozen do kapky vody na
podlozni skli¢ko abaxialni stranou vzhuru. List byl ptikryt krycim sklickem. Volné okraje
kryciho sklicka byly obaleny parafilmem, aby bylo zabranéno odpatrovani vody z prostoru

mezi skly.

Pro mikroskopickou analyzu byl pouzit konfokalni laserovy mikroskop LSM 710, Axio
Imager 2. ZvétSeni okularu tohoto mikroskopu je 10x. Béhem pozorovani byl nejprve
pouzit objektiv s 10x zvétSenim (EC Plan-Neofluar 10x/0.30 M27), poté byl pouzit
objektiv s 20x zvétSenim (Plan-Apochromat 20x/0.8 M27). Pro excitaci zeleného
fluorescenc¢niho proteinu byl vyuzit laser o vinové délce 488 nm a 2% intenzité. Chlorofyl
byl excitovan laserem o vinové délce 633 nm a 2% intenzité. Emisni spektrum zeleného
fluorescencniho proteinu bylo detekovano v rozmezi 493-598 nm, emisni spektrum
chlorofylu bylo detekovano v rozhrani 638-721 nm. Fotografie byly zpracovany
v programu ZEN Blue.
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4 Vysledky

4.1.1 Stanoveni aktivit superoxiddismutas u M. truncatula v zavislosti na

rizné dostupnosti médi
Pro stanoveni aktivit SOD u M. fruncatula a M. sativa byly pouzity rostliny kultivované

na MS médiu, které bylo pfipravovano ze zasobnich roztokl, aby byla modifikovana
koncentrace médi v médiu. Pro kultivaci bylo pouzito MS médium s tfemi koncentracemi
medi (0,01pM; 0,1uM; 2uM). U rostlin nebyla pozorovana vyznamna zména fenotypu
v souvislosti s modifikaci dostupnosti médi v médiich (Obrazek /7; Obrazek /2). Rostliny
kultivované v podminka s deficienci médi nemély v tomto stadiu rdstu vyrazné mensi
vzrust oproti rostlinam v podminkach s dostatkem médi. Roslinny material M. sativa a
M. truncatula byl sesbiran a homogenizovan ve stati 28 dni, A. thaliana ve stati 19 dni.
V navaznosti na to byla provedena extrakce a kvantifikace proteini pro ucely

nasledujicich biochemicky analyz.

Obrazek 11: Dvanactidenni semenacky Medicago sativa kultivované na MS médiu
piipravovaném ze zasobnich roztokii s modifikovanym obsahem médi. A— MS médium s 0,01uM
koncentraci médi; B - MS médium s 0,1uM koncentraci médi; C— MS médium s 2uM
koncentraci médi. Velikost métitka je 1 cm.
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Obrazek 12: Dvanactidenni semenacky Medicago truncatula kultivované na MS médiu
piipravovaném ze zasobnich roztokii s modifikovanym obsahem médi. A— MS médium s 0,01uM
koncentraci médi; B - MS médium s 0,1uM koncentraci médi; C— MS médium s 2uM
koncentraci médi. Velikost métitka je 1 cm.

Dale byla provedena elektroforetickd separace v polyakrilamidovém gelu za nativnich
podminek pro porovnani aktivit SOD u A. thaliana, M. truncatula, M. sativa v zavislosti
na podminky rizné dostupnost médi béhem kultivace rostlin (Obrazek /3). U rosliny A.
thalina, ktera byla k experimnetu pifidana jako kontrolni modelovy organismus, nedoslo
k aplné separaci Cu/ZnSOD pasu, coz je jiz znamy a popsany jev. Aktivita MnSOD pfi
raznych koncentracich médi zlistava u vSech trech rostlin neménna. Exprese MnSOD neni
regulovana transkripricnim faktorem SPL7, proto pasy odpovidajici MnSOD mohou
figurovat jako kontrola rovnomémého naneseni vzorkil proteinového extraktu. U
A. thaliana je s rostouci koncentraci médi mozno sledovat trend poklesu intenzit past
odpovidajich aktivit€¢ FSD1. Soucasn€ se zvySujici se koncentraci médi dochazi k nartstu
aktivit CSD isoforem (Obrazek 73). Regulace exprese FSDI je u A. thaliana
zprostiedkovana transkripénim faktorem SPL7 (Yamasaki et al., 2009). U M. fruncatula
a M. sativa na ménici se dostupnost medi reagovaly pouze aktivity Cu/ZnSOD isoforem
(Obrazek 73). S narastem koncentrace médi je mozno sledovat u M. truncatula a M. sativa
zvySuyjici se gradient aktivit Cu/ZnSOD isoforem. Naopak nedochazi k poklesu aktivit

FeSOD s nartistem dostupnosti médi, s ménici se koncentraci médi zlistava intenzita pasu
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odpovidajici aktivit¢ FeSOD konstantni. U M. truncatula a M. sativa byla regulace
exprese CSD isoforem fizena SPL7 zachovéna, regulace exprese FSD/ fizena SPL7

zachovana nebyla (Obrazek 73).

AT MT MS

uMCu 0,01 0.1 2 0,01 0.1 2 0,01 0.1 2

MnSOD
MnSOD
FeSOD FeSOD
Cu/ZnSOD
Cu/ZnSOD Cw/ZnSOD

Obrazek 13: Porovnani aktivit isoforem superoxiddismutas u rostlin 4. thaliana, M. truncatula,
M. sativa v zavislosti na rizné dostupnosti médi (0,01uM; 0,1uM; 2uM) v MS médiu béhem
kultivace.

Pro povrzeni totoznosti jednotlivych pasi u M. truncatula a M. sativa byly po
elektroforetické separaci provedeny inhibi¢ni analyzy (Obrazek /4). H>O2 ma schopnost
inhibovat veskeré FeSOD a Cu/ZnSOD isoformy (Beyer & Fridovich, 1987; Bray et al.,
1974), pricemz aktivni zistavaji pouze MnSOD isoformy (Obrazek /4B). KCN inhibuje
Cu/ZnSOD isoformy (Asada et al., 1974) (Obrazek /4C). Pii inhibici KCN je patrné, ze
nedoslo k aplné inhibici aktivit Cu/ZnSOD, nicméné doslo k poklesu intenzit pasu, které
odpovidaji aktivité Cu/ZnSOD isoforem. Popis past SOD isoforem u M. truncatula je
v souladu s identifikaci past v publikované praci (Esteban et al., 2016). Ziskané vysledky
zadefinovaly pfitomnost jednolivych SOD izoenzymu u rostlin M. sativa a M. truncatula
a potvrdily nepfitomnost nebo naruseni regulace FeSOD v zavyslosti na ménici se

koncentrace médi skrze SPL7.
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MT MS MT MS

A

uM Cu 0,01 0.1 2 0,01 0.1 2 B uM Cu 0.01 0.1 2 0,01 0.1
MnSOD MnSOD
FeSOD
Cu/ZnSOD
Cu/ZnSOD
C MT MS

uMCu 0.01 0.1 2 0,01 01 2
MnSOD
FeSOD
Cw/ZnSOD

Cw/ZnSOD

Obrazek 14: Inhibi¢ni analyzy aktivit superoxiddismutas u M. fruncatula a M. sativa.
A — Analyza aktivit SOD bez pouziti inhibitorti; B — Inhibice aktivit FeSOD a Cu/ZnSOD pomoci
H,0; ; C — Inhibice aktivit Cu/ZnSOD isoforem pomoci KCN.

4.1.2 Imunolokalizace SOD izoenzymii u M. truncatula

Pro detekci abundance Cu/ZnSOD byla pouzita primarni protilatka anti-CSD2, ktera
rozpoznava CSD2 a CSD1 u A. thaliana (Obrazek 15). Jako kontrola specificity protilatek
byl pouzit proteinovy extrakt z A. thaliana kultivované na médiu se zvySenou dostupnosti
medi. U extrakth z M. truncatula a M. sativa byla zaznamenana zvySujici se abundance
proteini Cu/ZnSOD se zvySujici se koncentraci médi. Diky znalosti velikosti
jednotlivych past pouzitého markeru Precision Plus Protein Dual Color Standards byly
popsany pasy Cu/ZnSOD isoforem A. thaliana jako proteiny CSD1 (15 kDa), CSD2 (22
kDa). U M. truncatula byly bioinformaticky predikovany 4 Cu/ZnSOD isoformy o
molekulovych hmotnostech: MtCSD1 — 21,24 kDa; MtCSD2 — 33,63 kDa; MtCSD3 —
16,42 kDa; MtCSD4 — 15,23 kDa (Song et al., 2018), nicméné vSak nelze na zakladé této
analyzy presné definovat identitu jednotlivych proteint u M. sativa a M. truncatula.
Z vysledka je zde patrny trend zvySujici se abundance nezname CSD izoformy jak u M.
sativa tak u M. truncatula, coz naznacuje zachovné regulace v zavyslosti na dostupnosti
meédi na urovni abundance CSD. MtCSD1 je moznym homologem CSD2 A. thaliana,

vzhledem ktomu, ze tyto proteiny maji podobnou velikost a vykazuji podobnost
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proteinovych sekvenci (Handkova, 2022). Je tedy mozné, ze nejsilnéj§i pasy MtCSD1,

nicmén¢ jedna se pouze o spekulace, které by musely byt dale experimentaln€ povrzeny.
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Obrazek 15: Imunolokalizace Cu/ZnSOD isoforem u M. sativa a M. truncatula v zavislosti na
menici se dostupnosti médi v kultivacnim MS médiu. A — Imunoblot Cu/ZnSOD isoforem. Pro
detekei proteinu byla pouzita primarni protilatka AS06 170- anti-CSD2 Chloroplastic Cu/ZnSOD.
Pro urc¢eni molekulovych hmotnosti odpovidajici jednotlivym pastm byl pouzit marker Precision
Plus Protein Dual Color Standards. B — Kontrola nanasky proteinu pomoci vizualizace proteini
barvivem Ponceau S.

Pro detekci FeSOD byla pouzita anti-FeSOD primarni protilatka (Obrazek /6), ktera
rozpoznava FSD1 izoenzym u A. thaliana. Jako kontrola byl pouzit proteinovy extrakt
z A. thaliana kultivované v podminkach s nizkou abundanci médi. Pfi pouziti markeru
v kombinaci s touto protilatkou mize dochazet k nezadoucim nespecifickym interakcim,
proto marker nebyl pouzit pfi této analyze. AvSak na zakladeé predeslych experimentt
(Dvorak et al., 2021) byl identifikovan pas odpovidajici proteinu FSD1 A. thaliana, jehoz
velikost je 23,8 kDa. Na zaklad¢ této analyzy nelze presné popsat jednotlivé detekované
pasy odpovidajici FeSOD. Z vysledku experimentu je vSak patrné, ze v obou ptipadech u
M. sativa i u M. truncatula je pii ménici se koncentraci médi intenzita jednotlivych pasu
odpovidajici abundanci FeSOD neménnd. Regulace exprese FeSOD neni u M. sativa i u
M. truncatula zavisla na dostupnosti médi, coz bylo dok4zano 1 na urovni abundndace

FeSOD.
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Obrazek 16: Imunolokalizace FeSOD isoforem u M. sativa a M. truncatula v zavislosti na ménici
se dostupnosti médi v kultivacnim MS médiu. A — Imunoblot FeSOD isoforem. Pro detekci
proteinti byla pouzita primami protilatka AS06 125 — anti FeSOD Chloroplastic Fe-dependent
superoxide dismutase. B — Kontrola nanasky proteini pomoci vizualizace proteint barvivem
Ponceau S.

4.1.3 Priprava konstruktu 35S::MtCSD2: GFP

4.1.3.1 Izolace cDNA z M. truncatula
Pro pftipravu konstruktu 35S::MtCSD2:GEFP bylo tieba izolovat cDNA z M. truncatula.

Byla izolovana ¢cDNA zrostlin kultivovanych na MS médiu pfi koncentracich médi

0,01uM; 0,1pM; 2uM.

Prvnim krokem byla izolace celkové RNA z rostliny. Izolovana RNA byla nasledné
pomoci enzymu DNAsa I zbavena kontaminujici gDNA (genomické DNA). Pro
potvrzeni Cistoty a kvality Stépenych vzorki byla provedena horizontalni elektroforeticka
separace na 1% agarosovém gelu (Obrazek /7). Jako kontrola byly pouzity neStépené
vzorky. U kontrolnich vzorkll je mozno vidét pasy odpovidajici gDNA v oblasti pod
jamkami. U gDNA vzhledem kjeji velikosti téméf nebyla pozorovana migrace.
Pritomnost intenzivnich pasi v oblasti 2000-1000 bp, které odpovidaji rRNA, znaci
doubrou kvalitu izolované RNA (Obrazek /7). Poizolaci a preci§téni RNA byla provedena
reverzni transkripce pomoci enzymu M-MLV reverzni transkriptasy, ¢imz byla ziskana

odpovidajici cDNA.
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Obrazek 17: Kontrola purifikace RNA pomoci enzymu DNAsal. RNA byla separovana
v 1% agarosovém gelu. Jako marker byl pouzit GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder.
Vzorky €. 1,2,7.8 — izolaty RNA zrostlin kultivovanych pii 0,01puM koncentraci médi.
Vzorky €. 3, 4, 9, 10 - izolaty RNA zrostlin kultivovanych pfi 0,1uM koncentraci médi.
Vzorky €. 5, 6, 11, 12 - izolaty RNA z rostlin kultivovanych pfi 2uM koncentraci médi.

Dal§im cilem bylo pfipravit konstrukt nesouci gen MtCSD2, ptiCemz pii zvySené
koncentraci médi pfirozené dochazi u M. fruncatula ke zvysené expresi tohoto genu.
Proto byla provedena amplifikace cilového genu pomoci PCR s navrzenymi primery pro
MtCSD2 a izolatem cDNA z M. truncatula kultivované v podminkach se zvysenou
koncentraci meédi (2uM koncentrace médi). Primery pro tuto reakci byly navrzeny tak,
aby byl PCR produkt ohranicen attB1 a attB2 rekombina¢nimi misty, jejichz pfitomnost
je nutna pii syntéze konstruktu MultiSite Gateway® technologii.

Po amplifikaci genu zajmu byla provedena horizontalni elektroforetickéd separace v 1%
agarosovém gelu (Obrazek /8). Separace PCR produktu probéhla ve Ctyfech jamkach.
V gelu byl detekovan pas cDNA MtCSD2 v piiblizni poloze okolo 1000 bp, pfic¢emz
velikost cilového genu s att presahy je 987 bp. Z ptitomosti jednoho pasu a jeho velikosti
1ze usoudit, ze byl reakci amplifikovan gen z4jmu. Po ukonceni separace byl z gelu PCR
produkt vyfiznut a purifikovan pomoci komercéné dostupné soupravy NucleoSpin Gel and

PCR Clean-up.
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Obrazek 18: Produkt amplifikace genu MrCSD2 pomoci PCR s primery navrzenymi pro
inkorporaci attB1 a attB2 rekombina¢nich mist. Jako templat byla pouzita izolovana cDNA.
Velikost cilového genu s att presahy je 987 bp.

4.1.3.2 Rekombinacni reakce: MultiSite Gateway® Technology

Za ulelem potvrzeni predikované lokalizace MtCSD2 v chloroplastu rostliny
M. truncatula byl ptipraven konstrukt 35S::MtCSD2:GFP. Konstrukt byl pfipraven
pomoci technologie MultiSite Gateway®, jejiz princip je zaloZzen na rekombinacnich
reakcich. Ttifragmentovy expresni vektor byl vytvofen pomoci dvou rekombinacnich

reakcich.

Nejprve byla s amplifikovanou DNA MtCSD2 provedena BP rekombinacni reakce,
béhem niz byl PCR produkt ohrani¢eny attBl a attB2 rekombina¢nimi misty
rekombinovan do donorového vektoru pDONR™22] nesouciho attPl a attP2
rekombinacni mista. Nasledné byla rek¢ni smés transformovana do bakterialni kultury
E. coli (One Shot TOP10). Transformovana kultura byla selektovana na pevném LB
médiu obsahujicim antibiotikum kanamycin. Po ukonceni kultivace bylo detekovano 11
potencialné transformovanych kolonii. Pro ucely validace skrze restrikéni Stepeni bylo

vypichnuto a kultivovéano 11 kolonii.

Z kultur byla izolovana plasmidova DNA, ktera byla purifikovana pomoci komeréné
dostupné soupravy GenElute™ Plasmid Miniprep Kit. Restrikéni analyza byla provedena
pomoci enzymu pvull (Obrazek 19). Endonukleasa pvull §tépi prazdny donorovy vektor
ve tfech specifickych mistech za vzniku tii fragmentt o velikostech: 2217 bp, 1942 bp,
602 bp; pozitivni klon obsahujici gen zajmu je endonukleasou Stépen rovnéz ve trech

mistech za vzniku fragmentl o velikostech: 1942 bp, 965 bp, 576 bp. Po restrikénim
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Stépeni byla provedena elektroforeticka separace. VSech 11 kolonii bylo pozitivnich. Jako

kontrola byl stépen prazdny donorovy vektor.
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Obrazek 19: Restrik¢ni Sté€peni produktu BP rekombinacni reakce endonukleasou pvull. DNA

izolovana z pozitivnich kolonii byla enzymem §tépena na tfi fragmenty o velikostech 1942 bp,
965 bp, 576 bp. Jako kontrola byl restrikéné St€pen prazdny donorovy vektor pDONR™22] za
vzniku tfi fragmentt o velikostech 2217 bp, 1942 bp, 602 bp.

Dal§im krokem byla pfiprava finalniho vektoru pomoci tiikomponentové rekombinacéni
reakci mezi destinaCnim vektorem pB7m34GW a tfemi vektory: pDONR221 P1-P4
nesoucim promotor 355 C-MV, BP reakci ptipravenym pDONR22 [ : :MtCSD?2 a vektorem
pDONR221 P3-P2 nesoucim eGFP se stopkodonem. Po rekombinaci byla provedena
transformace reakéni smésy do kultury £. coli (One Shot TOP10).

Opét byla provedena selekce na pevném LB médiu, tentokrat obsahujicim antibiotikum
spektinomycin. Bylo detekovano 11 kolonii, které byly déle kultivovany v tekutém LB

médiu. Z kultur byla izolovana a purifikovana plasmidova DNA.

Pro restrik¢ni Stépeni byl nejprve zvolen taktéz enzym pvull (Obrazek 20), jako kontrola
byl pouzit nerekombinovany destinacni vektor. Tato endonukleasa $tépi destinacni vektor
i expresni vektor na dva fragmenty majici velice podobné velikost (velikost fragmentd
destinacniho vektoru: 8464 bp, 1481 bp; velikost fragmentt expresniho vektoru: 8745 bp,
2370 bp). Byla zavrzena moznost pfitomnosti bun€k transformovanych
nerekombinovanym destinacnim vektorem, vzhledem k tomu, ze nerekombinovany
destinacni vektor obsahuje gen ccdB pro negativni selekci. Jako pozitivni byly

selektovany 3 vzorky oznacené Cisly 2, 5, 11.
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Obrazek 20: Restrik¢éni §tépeni produktu LR rekombinacni reakce endonukleasou pvull. DNA
izolovana z pozitivnich kolonii by méla byt enzymem S§tépena ve dvou pozicich za vzniku
fragmentli o velikostech 8745 bp, 2370 bp. Jako kontrola byl enzymem pvull §tépen prazdny
destinacni vektor pB7m34GW za vzniku dvou fragmenti o velikostech 8464 bp, 1481 bp. Jako
pozitivni byly vyhodnoceny 4 vzorky — 2.4.5,11.

Pro verifikaci rekombinace bylo provedeno druhé restrikéni St€peni (Obrazek 27). Byla
zvolena endonukleasa Ndel Stépici destinacni vektor na 3 fragmenty o velkostech:
3807 bp, 3649 bp, 2489 bp; expresni vektor na 5 fragmentd o velikostech: 3649 bp,
2489 bp, 1982 bp, 1866 bp 1126 bp. Byly stépeny pouze 3 diive selektované pozitivni
vzorky a jako kontrola byl St€pen prazdny destinacni vektor. Vzhledem k tomu, ze
velikost fragmentd 1982 bp a 1866 bp je velmi podobna, nebylo mozno bé&hem
elektroforetické separace v 1% agarosovém gelu rozlisit pasy odpovidajici témto dvéma
fragmentim, tyto pasy splynuly a jevi se jako jeden pas. Pomoci druhého restrikéniho
Stépeni byla potvrzena spravnost pripravy konstruktu 35S::MtCSD2:GFP. Pro uplné
oveteni byl vysledny konstrukt odeslan k sekvencovani v komercni firme. Vysledky

potvrdily pfitomnost pfipravovaného konstruktu.
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Obrazek 21: Restrikéni $té€peni produktu LR rekombinaéni reakce endonukleasou Ndel. DNA
izolovana z pozitivnich kolonii by méla byt enzymem Stépena v péti pozicich za vzniku fragmenti
o velikostech 3649 bp, 2489 bp, 1982 bp, 1866 bp 1126 bp. Jako kontrola byl enzymem Ndel
Stépen prazdny destinacni vektor pB7m34GW za vzniku tfi fragmenta o velikostech 3807 bp,
3649 bp, 2489 bp. Bylo potvrzeno, Ze 3 vzorky — 2,4,5 jsou pozitivni.
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Pripraveny konstrukt 35S::MtCSD2:GFP byl transformovan do bakterialni kultury
A. tumefaciens (kmen GV3101).

4.1.3.3 Mikroskopicka analyza konstruktu 35S::MtCSD2: GFP

Pro validaci funk¢nosti konstruktu byla provedena transientni transformace listl
N. benthamiana pomoci ziskané bakterialni kultury A. tumefaciens (kmen GV3101)
nesouci 3585::MtCSD2:GFP konstrukt. Pfipravend bakteridlni kultura byla pomoci
injektaze infiltrovana do listd N. benthamiana a ptitomnost flurescence MtCSD2-GFP
proteinu byla detekovana pomoci konfokalni mikroskopu (Obrazek 22). Nejvyssi
akumulace transgenniho proteinu béhem mikroskopické analyzy byla zaznamenana tieti

den od provedeni injektaze.

A B

Obrazek 22: Mikroskopicka analyza konstruktu 355::Mt:CSD2:GFP transformovaného
transientni transformaci do listu Nicotiana benthamiana. A — zeleny fluorescencni signal
konstruktu; B — snimek zachycujici kolokalizaci signalii zelen¢ho fluorescencniho proteinu a
autofluorescence chlorofylu; C — signal autofluorescence chlorofylu v chloroplastech. Zvétseni
pouzitého objektivu — 10x. Velikost méfitka 20 um.
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Fluorescencni signal byl detekovan v cytoplazmé, v okoli plazmatické membrany a v
chloroplastech. Silny signal byl pfitomenv okoli jaderné membrany. Slabsi signal byl
detekovan v jadre, nebyla pozorovana pfitomnost signalu vjadérku. Bylo mozné
pozorovat piekryv zeleného fluorescencniho signalu s Cervenym fluorescenénim
signalem chlorofylu, ktery je soucasti fotosyntetického aparatu chloroplasti (Obrazek 23),
coz povrzuje chloroplstovou lokalizaci proteinu. Z vyifezu je patrné, ze transgenni protein
je akumulovan ve stromulech chloroplastu (Obrazek 23D). Jedna se o dynamickou
strukturu chloroplastu, tubuly jejichz obsah je vyplnén stromou. Z tohoto je mozno
usoudit, ze transgen je exprimovan konkrétné ve stromatu chloroplasti, nikoliv

v thylakoidni mémbrané.

Obrazek 23: Mikroskopicka analyza konstruktu 35S::Mt:CSD2:GFP se zaméfenim na detail
ve strom¢ chloroplastu. A — zeleny fluorescencni signal konstruktu; B — snimek zachycujici
kolokalizaci signalti zeleného fluorescenéniho proteinu a signalu autofluorescence chlorofylu
v chloroplastech; C - signal autofluorescence chlorofylu; D — detail kolokalizace signalu
konstruktu a signalu chlorofylu, na detailu jsou stromuli oznaceny Sipkou. ZvétSeni pouzitého
objektivu — 20x. Velikost méfitka 20 pum.

Na fotografii je patrny zeleny fluorescencni signal v bunééném jadte, silna akumulace
signalu byla v okoli jaderné membrany (Obrazek 24). Okolo bunécného jadra je mozno

pozorovat kolokalizaci zeleného a Cerveného fluorescencniho signalu v chloroplastech

(Obrazek 24D).
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Obrazek 24: Mikroskopicka analyza konstruktu 355::Mt:CSD2:GFP se zamétenim na lokalizaci
vjadfe a ve strom¢ chloroplastu. A — zeleny fluorescencni signal konstruktu; B — snimek
zachycujici kolokalizaci signalt zelen¢ho fluorescencniho proteinu a signalu autofluorescence
chlorofylu v chloroplastech; C — signal autofluorescence chlorofylu; D — detail zachycujici
lokalizaci signalu konstruktu v jadre, jadro je obklopeno chloroplasty, v nichZ je pozorovana
kolokalizace signalti. ZvétSeni pouzitého objektivu — 20x. Velikost méfitka 20 um.

Vysledky mikroskopické analyzy potvrdily predikovanou lokalizaci MtCSD2
v chloroplastu. Prekvépivé byl tento protein lokalizovan i1 okoli jaderné membrany a

v samotném jadre.
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5 Diskuse

S nartstem lidské populace se zvySuji naroky na mnozstvi vyprodukované potravy a
zaroven se zvySuji naroky na zivotni prostor na ukor zeméd¢lské pudy. Klimatické zmény
negativné ovliviiyji kvalitu arody hospodarskych plodin. Abychom vS§ak mohli zvysit
odolnost rostlin vici stresu a produkci hospodarskych plodin, je tieba nejprve popsat
genetickou vybavu rostlin a porozumét fungovani rostlin na bunécné urovni. Moderni
biotechnologické postupy a genové inzenyrtsvi by mohly byt v budoucnu pouzity
k vylepSeni vlastnosti stavajicich polnohospodaisky vyuzivanych odrid nebo pro tvorbu
odrad zcela novych. Z téchto divodi je studium mechanisma funkce rostlinnych bunék
a genu dulezité pro budoucnost lidstva (Varshney et al., 2011). Systém antioxidacni
obrany rostlin je jednim z nepostradatelnych mechanismu, které rostlinam umoziuji
vyrovnavat se s bunécnym stresem, doposud vsSak existuji aspekty fungovani tohoto
systému, které nebyly objasnény (Dreyer & Schippers, 2019). Jednim zne zcela
objasnénych témat je enzymaticka antioxidaCni obrana rostlin M. truncatula a M. sativa

a to predevsim samotné SOD.

SOD jsou skupinou antioxidacnich enzymdu, jejichz hlavni funkci je katalyza
dismutace - chemické reakce béhem niz je vysoce reaktivni O~ pfeménén na méné
reaktivni a méné cytotoxickou molekulu H,O, (Pilon et al., 2011). Oz~ je jednou
z nejcasteji produkovanych ROS (Landis & Tower, 2005). U rostlin je O2~ produkovan
zejména behem svételné faze fotosyntézy fotosystémem I (Asada et al., 1974). 02" a
ostatni molekuly ROS jsou zapojeny do bunécné signalizace, zaroven pii zvySené
akumulaci poskozuji celularni struktury, coz vede k bunécnému starnuti. Enzymaticka
rodina SOD byla evolucné konzervovana je pfitomna, jak u primitivnich organismu jako
jsou bakterie, tak je i pfitomna u vysSich organismu jakymi jsou zivo€ichové a rostliny.
Je rozsiten nazor, ze SOD jsou pfitomny ve vSech burikach, které maji schopnost aerobné
metabolizovat. SOD jsou centralnimi regulatory rezistence vuci oxidativnimu stresu,
ktery je u rostlin vyvolan pusobenim abiotickych stresort (Bannister et al., 1991; Dreyer

& Schippers, 2019).

Meéd’ je esencialnim mikronutrientem pro vyvoj a rast rostlin, z divodu toho Ze je vazana
ve formé kofaktoru ve struktufe fady metaloproteint, nicméné ve zvySeném mnozstvi je
meéd’ pro rostlinné buriky taktéz toxicka. Pfi nadmérné akumulaci médi dochazi k naruseni
elektronového transportu v prubéhu fotosyntézy (Yruela, 2005). Udrzovani homeostaze

meédi v rostlinnych burikach je u 4. thaliana zprostfedkovano mimo jiné i prostfednictvim
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transkripcniho faktoru SPL7. V minulosti byla prokazana regulace exprese SOD u A.
thaliana v zavislosti na dostupnosti médi, transkripénim faktorem SPL7, ktery je
exprimovan v podminkéach nedostatku médi. SPL7 se u 4. thaliana vaze do promotorové
oblasti miR398 a isoformy FSDI, ¢imzZ je spusSténa exprese t€chto genti. Tato miR398
degraduje mRNA plastidovych i cytosolickych CSD, diky ¢emuz dochazi postranskripcné
k snizeni miry exprese téchto isoforem. Pfi podminkach nedostatku médi dochazi ke
zvySeni exprese FSDI a naopak k potlaceni exprese CSD izoforem u A. thaliana

(Yamasaki et al., 2009).

Predmétem biochemické Casti mé bakalarské prace bylo popsat vztah mezi dostupnosti
medi a aktivitou a abundanci isoforem SOD u M. fruncatula a popsat jednotlivé isoformy
na zakladé inhibicnich analyz. Pro tuto Cast prace byla kliCovym krokem optimalizace
pfipravy MS média ze zasobnich roztokd, které meély stejné slozeni makroelementi a
mikroelementd jako komercné dostupné MS soli. MS médium bylo pfipravovano ru¢né
ze zasobnich roztokli zejména ztoho duvodu, aby mohla byt regulovana turoven
dostupnosti médi v kultiva¢nich médiich. Pomoci inhibi¢nich analyz za vyuziti dvou
inhibitord — H,0, a KCN byly identifikovany béhem analyzy aktivit SOD metodou
NATIVE PAGE pasy odpovidajici jednotlivym SOD isoformam u M. truncatula a
M. sativa. ldentifikace isoforem M. truncatula touto metodou byla v souladu

s identifikaci, ktera byla provedena v praci (Esteban et al., 2016).

V minulosti bylo zjisténo, ze u M. sativa doslo k naruSeni regulace exprese FSDI
prostfednictvim SPL7 v zavislosti na dostupnost médi (Hanakova, 2022). V této
predlozené praci byla porovnana abundance a aktivita SOD u A. thaliana, M. sativa,
M. truncatula v podminkach razné dostupnosti médi (0,01uM; 0,1uM; 2uM).
Prostrednictvim biochemickych metod bylo zjisténo, ze u M. truncatula, stejné jako u
M. sativa, zustava aktivita a abundance FeSOD s ménici se koncentraci médi konstantni.
U M. truncatula rovnéz doslo k naruSeni regulace exprese /SD/ transkripnim faktorem
SPL7. Bioinformatickou analyzou byly charakterizovany v genomu M. truncatula dva
geny pro FeSOD (Song et al., 2018), je tedy pravdépodobné ze ortologni gen odpovidajici
FSD1 z A. thaliana nebyl v genomech M. sativa a M. truncatula zachovan, ¢imz byla
narusena tato regulace. Z analyz bylo nicméné patrné, Ze regulace exprese Cu/ZnSOD
prostfednictvim SPL7 naruSena nebyla, nebot’ byl u téchto isoforem pozorovan gradient

zvySuyjici se aktivity a abundance v souladu se zvySujici se koncentraci médi.
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Pro ovéfeni predikce subcelularni lokalizace proteinu MtCSD2 byl pfipraven konstrukt
358::MtCSD2:GFP, jehoz funkénost byla ovéfena pomoci transientni transformace do
mezofylnich bunék listh N. benthamiana. Béhem mikroskopické analyzy byl GFP signal
detekovan v cytoplazmé, ve stromatu chloroplastu a taktéz v jadie a v okoli jaderné
membrany. Lokalizace tohoto proteinu v jadie bylo zajimavym zji§ténim. Ve
vSeobecnosti se o jaderné funkci SOD vi velmi malo. Nicméné u lidské a kvasinokové
Cu/ZnSOD byla jeji role v regulaci gentt v odpovédi na indukovany stres (Tsang et al.,
2014). Pro potvrzeni presné lokalizace a role MtCSD2 bude pfipraveny konstrukt pouzit
pro stabilni transformaci M. truncatula. Tato ziskana linie by mohla nasledné slouzit jako

zaklad pro pochopeni role MtCSD2 u této rostliny.
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6 Zavér

Zaucelem pochopeni regulace SOD u M. truncatula a M. sativa byly kultivovany rostliny
M. truncatula a M. sativa na MS médiu manualné pfipravovaném ze zasobnich roztoku
s modifikovanym obsahem médi (0,01uM; 0,1uM; 2uM koncentrace Cu?"). Za ucelem
biochemické analyzy byly ziskany proteinové extrakty zrostlin kultivovanych pfi
podminkach rizné dostupnosti meédi a metodou NATIVE PAGE byla provedena analyza
stanoveni aktivit jednolivych SOD. Bylo zji§téno, ze u M. truncatula neni aktivita FeSOD
ovliviiovana dostupnosti médi, stejné jako u M. sativa. Naopak u M. truncatula a
M. sativa byl pozorovan trend nartstu aktivit Cu/ZnSOD s rostouci dostupnosti médi. Pro
identifikaci jednotlivych pasi SOD byla provedena analyza stanoveni aktivit SOD
s vyuzitim inhibitort KCN a H,O;. Diky této analyze byly popsany pasy odpovidajici
jednotlivym SOD isoformam u M. fruncatula. Dale byla pomoci imunolokalizace
metodou Western-blot detekovana abundance FeSOD a Cu/ZnSOD u rostlin
M. truncatula a M. sativa. Pti detekci FeSOD u M. fruncatula bylo zji§téno, ze s ménici
se dostupnosti médi ziistava abundance téchto isoenzymu konstatni, stejné jako je tomu
u M. sativa. Béhem detekce Cu/ZnSOD M. truncatula byl pozorovan gradient rostouci
abundance Cu/ZnSOD s rostouci koncentraci médi. Z biochemickych analyz vyplyva, ze
béhem evoluce u M. truncatula doslo pravdépodobné ke ztraté genu homolognimu FSD/
z A. thaliana a kvili tomu tedy doslo k naruseni regulace exprese FeSOD transkripnim
faktorem SPL7. NaruSeni této regulace u M. sativa bylo jiz dfivé popsano v praci
(Hanakova, 2022). Regulace exprese Cu/ZnSOD prostiednictvim SPL7 byla u rostlin

M. truncatula a M. sativa zachovana.

V casti prace zaméfené na genové inzenyrstvi byl pomoci technologie MultiSite
Gateway® pripraven konstruktu 355::MtCSD2:GFP. Tento konstrukt byl pfipraven za
ucel potvrzeni predikované lokalizace proteinu MtCSD2 v chloroplastech bunék. Pro
ptipravu tohoto konstruktu bylo vSak tfeba nejprve izolovat cDNA rostliny M. fruncatula.
Spravnost rekombinac¢nich reakci byla potvrzena restrikénimi §tépenimi a sekvenaci.
Pfipraveny konstrukt byl transientné transformovan do listu N. benthamiana. Béhem
mikroskopické analyzy byl zeleny fluorescencni signal detekovan v stromé chloroplastu,
cytoplazmé, v okoli cytoplazmatické membrany, v bunééném jadre a okolo bunécné
membrany. Byla tedy povrzena predikovana lokalizace MtCSD2 v chloroplastech pomoci

experimentalnich pfistupt.
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8 Seznam pouzitych zkratek

10, singletni kyslik

ABA kyselina abscisova

APX akorbat peroxidasa

BS programovana bunécna smrt

CAT katalasa

CBL4 CALCINEURIN B-LIKE CALCIUM SENSOR 4
CCS Cu chaperon for SOD; CCS

CIPK26 CBLA4-INTERACTING PROTEIN KINASE 26
COPT1 Copper transporter 1

Col-0 Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia
CPN20 CHAPERONIN20

CSD1-4 superoxiddismutasa 1-4 obsahujici méd’ a zinek
Cu/ZnSOD superoxiddismutasa obsahujici méd’ a zinek
DHA dehydroaskorbat

DHAR dehydroaskorbatreduktasa

Dpi dny po inokulaci

ET ethylen

FeSOD superoxiddismutasa obsahujici zelezo

FRO3 Ferric chelate reductase

FSD1-3 superoxiddismutasa 1-3 obsahujici zelezo

GFP Zeleny fluorescencni protein

GPX glutathion peroxidasa

GR glutathionreduktasa

GSH glutathion

GSSG disulfidické forma glutathionu

H>0, peroxid vodiku

HO» hydroxyperoxylovy radikal

HPCAL1 H,0,-INDUCED Ca* " INCREASES 1

JA kyselina jasmonova

MAPK MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE
MDA monodehydroaskorbat
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MES
MnSOD
MS
MSD1-2
NATIVE-PAGE
NBT
NiSOD
NPQ
OH
ONOO”
ONOOH
OST1
POX
PSI

PSII
PTM
PVDF
RBOH
RNS
ROO
ROS

SA

SDS
SDS-PAGE

SOD
sodA
SPL
SPL7
ti2
TBS-T
TEMED

Draselna sul kyseliny 2-(N-morfolino)ethansulfonové
superoxiddismutasa obsahujici mangan

Murashige a Skoog médium

superoxiddismutasa 1-2 obsahujici mangan
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za nativnich podminek
Chlorid nitrotetrazoliové modii

superoxiddismutasa obsahujici nikl

nefotochemické zhaseni

hydroxylovy radikal

peroxynitrit

kyselina peroxydusita

OPEN STOMATA 1

peroxidasy

fotosystém I

fotosystém 11

posttransla¢ni modifikace

polyvinyliden difluoridovd membrana
RESPIRATORY BURST OXIDASE HOMOLOG
reaktivni forma dusiku

Peroxylovy radikal

reaktivni formy kysliku

kyselina salicylova

Dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za ptitomnosti
dodecylsiranu sodného

superoxiddismutasa

cytoplazmaticka superoxiddismutasa Sinorhizobium meliloti
SQUAMOSA promoter-binding protein-like
SQUAMOSA promoter-binding protein-like7

polocas rozpadu

Tris buffer saline s pfidavkem Tween 20

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin
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VDE violaxanthin de-epoxidasa

X0 xanthinoxidasa
YSL2 metal-nicotianamine transporter
Z1P2 ZRT, IRT-like proteins
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