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1 Uvod

Tolice vojtéska (Medicago sativa) je dulezita hospodaiska plodina, ktera obsahuje velké
mnozstvi bilkovin a vyuziva se pfedevs§im jako vysokoenergetické krmivo pro zvifata. Rostliny
ziji ptisedlym zpisobem Zivota a béhem rlstu jsou vystaveny neustale se ménicim podnétim
z vnéjsiho prostiedi. V reakci na nepfiznivé podminky si rostliny vyvinuly u¢inné obranné
mechanismy, které jsou fizeny komplexnimi signalnimi drahami.

Mezi jedny z nejcastéjSich komponentli téchto drah patii mitogenem aktivované protein
kinazy (MAPK), které se vyskytuji u vSech eukaryot. MAPK jsou zapojeny v signalizaci
pii rustu, vyvoji, reakcich rostlin na patogeny nebo abioticky stres. Kaskady MAPK jsou
obvykle tfistupniové, kdy mitogenem aktivovana protein kindza kiniza kindza (MAPKKK)
fosforyluje mitogenem aktivovanou protein kindzu kindzu (MAPKK), kterd fosforyluje
mitogenem aktivovanou protein kinazu (MAPK), ktera aktivuje substrat. Protein OMTKL1 patii
mezi MAPKKK. OMTK1 je zapojen v signaliza¢ni kaskadé¢ zapojené v odpovéd’ na stres
zpusobeny peroxidem vodiku Vv rostliné M. sativa. Ma prace se zaméfuje na prohloubeni
znalosti 0 proteinu OMTK1 a jeho funkci.

Studium kaskdd MAPK je dulezit¢ obzvlasté vrychle se meénicich klimatickych
podminkach, kdy jsou rostliny vystaveny novym stresim a stimulim. Pochopeni funkce
signdlnich drah rostlin je tudiz esencidlni pro dlouhodobou a udrzitelnou budoucnost

zemedélstvi.



2 Cile prace

1. Zpracovat odbornou literaturu zaméfenou na mitogen aktivované protein kinazy
(MAPK) v Medicago sativa a dalsich rostlinnych druzich. Dale na ptehled signalnich drah
MAPK pfi vyvinu a odpovédi na stres a také v souvislosti s regulaci cytoskeletu a interakce
rostliny s mikroorganismy.

2. Prakticka ¢ast bude zaméfena na klonovani konstruktu pro fuzni protein YFP-OMTK1
metodou MultiSite Gateway klonovani, transientni transformaci listd Nicotiana benthamiana
timto konstruktem a také metody detekce exprese fuznich proteinti mikroskopicky a metodami

PAGE a Western blot.



3 Literarni prehled

3.1 Tolice vojtéska (Medicago sativa L.)

Tolice vojtéska (M. sativa) je viceleta bylina vysoka 30 cm az jeden metr viz Obrazek 1. Ma
troj¢etné tapikaté listy, modrofialové kvéty a plodem je ledvinovité nebo spiralovité stoceny
lusk. M. sativa je vysoce cenéna lusténina, ktera produkuje vice bilkovin na hektar nez jakakoli
jina plodina pro hospodafska zvifata. V nékterych ¢astech Ruska a Ciny se mladé listy pouZivaji
taktéz jako zelenina. M. sativa lze téZ péstovat jako kryci plodinu za ucelem sniZeni eroze
a zvysSeni vynosnosti jinych rostlin, napiiklad brambor, ryze, okurek, salatu nebo kukufice.
Rostlina je pivodem z jihozapadni Asie, divoky typ se nachazi na Kavkazua v horskych
oblastech Afghanistinu, frinu a piilehlych regionech. Dnes pésténa podoba vznikla

pravdépodobné v zapadni Persii (Duke, 1981).

3.2 Obecna charakteristika mitogenem aktivované protein kinazy

Aktivace kinaz v kaskadach mitogenem aktivovanych protein kindz (MAPK) je b&zny
a evolu¢né konzervovany mechanismus pienosu signalu. Tyto kaskady spolupracuji pti pfenosu
riznych extracelularnich signalt, a tak fidi velké mnozstvi odlisnych, a dokonce protichtidnych
bunécnych procest, jako je proliferace, bunéné déleni, diferenciace, vyvoj, stresova reakce
a apoptoza (Keshet et Seger, 2010).

MAPK jsou exprimovany ve vSech eukaryotickych buiilkéach a patii k nejlépe prostudovanym
systémum pro pienos signalu. Zakladni sestavou cest MAPK je tfislozkovy model, ktery
zahrnuje tii kindzy, které vytvareji sekvencni aktivani dréhu zahrnujici MAPK kindzovou

kinazu (MKKK, MAPKKK, MEKK), MAPK kinazu (MKK, MAPKK, MEK) a MAPK viz

Obrazek 1: Studovana rostlina Medicago sativa foceno v Pakistanu, autor Wahid Hussain (pfevzato
z Hammad et al., 2021)



Obrazek 2. Tento zakladni MAPK model kaskady skladajici se ze tii kinaz je vysoce
konzervovany od ¢lovéka az po kvasinku. OvSem o regulaci aktivity MAPKKK a signalnich
drahach mezi receptory a MAPKKK v rostlinach je znamo jen velmi malo (Widmann et al.,
1999). Ve vétsing pripadi je jeden modul MAPK zodpovédny za aktivaci vice reakcei V rostling.
Identifikace a funkcni charakterizace modulit MAPK zapojenych v biotickém a abiotickém
stresu ma praktickou hodnotu pro zlepSovani plodin (Sinha et al., 2011).

Princip pfenosu signalu v kaskade je zajistén fosforylaci, kdy MAPK je aktivovana MAPK
kinazou (MAPKK), kterd je sama aktivovana jinou serin/threoninovou MAPKK kindzou
(MAPKKK). Takto aktivovana MAPK se nasledné vaze na specifické substraty (Whitmarsh et
Davis, 1998). Prvnim krokem pfenosu signalu je aktivace MAPKKK stimulaci receptort
plazmatické membrany. MAPKKK nasledné aktivuji MAPKK fosforylaci dvou serinovych
a/nebo threoninovych zbytki, v motivu S/T-Xs-S/T (kde X znaci libovolnou aminokyselinu)
v T-smy¢ce. MAPK jsou nasledné aktivovany MAPKK prostiednictvim dualni fosforylace
konzervovanych zbytku threoninu a tyrosinu motivu TXY umisténém v aktivaéni T-smycce
mezi kindzovymi subdoménami VIl a VIII. MAPK aktivuji rizné efektorové proteiny
V cytoplazmé nebo jadfe, vcetné jinych kindz, enzymt, cytoskeletdlnich proteini nebo
transkripénich faktorti. Interakce mezi kindzami jsou zprostfedkovany dokovacimi misty
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Obrazek 2: Schéma zakladniho modelu kaskady mitogenem aktivované protein kinazy (MAPK), ktera
se sklada ze tii kinaz. Aktivace MAPKKK pomoci receptoru podobné protein kindze (RLK) vede
k postupné fosforylaci a nasledné aktivaci MAPKK a MAPK. MAPK nasledné fosforyluje substraty
napiiklad transkripcni faktory (TFs), které reguluji genovou expresi. (upraveno v PowerPoint podle

Danquah et al., 2014; Widmann et al., 1999).



v samotnych enzymech anebo vnéjsimi scaffold (z ang. leSeni) proteiny (Ichimura et al, 2002;
Jagodzik et al., 2018).

Krystalova struktura ERK2 (extracellular signal-regulated protein kinases 2), sav¢i MAPK,
navrhuje vysvétleni, pro€ je pro aktivaci této skupiny protein kindz nezbytna jedine¢na dudlni
fosforylace. Thr183 a Tyr185 z ERK2 jsou obsazeny ve smycce, ktera spojuje kindzové
subdomény VII a VIII. Thr183 je pfitomen na povrchu smycky, a proto je pfistupny pro
MAPKK MEKI, zatimco Tyrl85 je ukryt v hydrofobni kapse. Oba zbytky musi byt
fosforylovany, aby se ERK2 aktivoval. MEK1 musi nejprve fosforylovat Thr183 a nasledna
konformaéni zména ERK?2 zptistupiiuje Tyr185 pro naslednou fosforylaci (Canagarajah et al.,
1997).

Dokonceni projektu sekvenovani genomu A. thaliana odhalilo existenci 20 MAPK,
10 MAPK kindz a 60 domnélych MAPKK kinaz. Skupina MAPKKK tvofi nejvétsi
a nejheterogennéjsi skupinu komponent kaskady MAPK. Na zéklad€¢ sekvencni analyzy lze
MAPKKK z A. thaliana rozdélit do tii hlavnich tfid, a to MEKK-like (21 ¢lent), Raf-like
(48 clentt) a ZIK-like (11 ¢lend). Ackoli jsou Raf-like i ZIK-like kinazy jednoznaéné Cleny
rodiny MAPKKK, nebylo potvrzeno, Ze by fosforylovaly MAPKK v rostlinach (Chardin et al.,
2017; Danquah et al., 2014).

Rostlinné MAPKK Ize délit do ¢ty skupin. Skupina A MAPKK zahrnuje MKK1, MKK2
a MKKG6 z A. thaliana. Bylo zjisténo, ze tyto MAPKK jsou zapojeny v reakci na chlad, zasoleni
nebo patogeny. Skupina B MAPKK v A. thaliana ma pouze jednoho ¢lena, MKK3.
Do skupiny C MAPKK patii v A. thaliana MKK4 a MKKS5 reagujici pfi regulaci imunity, ristu
nebo vyvoje rostlin. Mezi MAPKK skupiny D v A. thaliana patii MKK7, MKKS8, MKK9 nebo
MKK?10.

Rodinu MAPK Ize snadno identifikovat na =zakladé sekvencéni podobnosti
a charakteristického motivu TXY. Dle sekvence aminokyselin ve stfedni pozici motivu TXY
lze rostlinné MAPK rozdélit na dva podtypy, podtyp TEY, ktery je ptibuzny kvasinkovym
a zivo¢isSnym ERK, a podtyp TDY, ktery je specificky pro rostliny. Podtyp TEY lze rozdélit
do tii skupin A, B a C, zatimco podtyp TDY tvofi vzdalengjsi skupinu D. MAPK skupiny A
se nejcastéji podileji na environmentalnich a hormonalnich reakcich, mezi zastupce z rostliny
M. sativa pati SIMK podilejici se na reakcich spojenych se solnym stresem nebo SAMK, ktera
je aktivovana pfi biotickém a abiotickém stresu, z rostliny A. thaliana MPK3 a MPK6. MAPK
skupiny B, kam patii MPK4, MPK5, MPK11, MPK12 a MPKK13 z A. thaliana, se taktéz
podileji jak na reakcich na stres z prostiedi, tak na ristu a vyvoji rostliny. O MAPK skupiny C

neni zndmo mnoho informaci a vyZzaduji dalsi vyzkum, patfi sem MPK1, MPK2, MPK7
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a MPK14 z A. thaliana. MAPK skupiny D se vyznacuji motivem TDY v T-smycce
a prodlouzenou C-koncovou oblasti ve srovnani se skupinami A, B a C. MAPK skupiny D také
postradaji C-koncovou CD doménu, ktera se vyskytuje u ¢lent ostatnich skupin MAPK. Mezi
zustupce z rostliny A. thalina sem patii MPK8, MPK9 a MPK 15 az MPK20 (Ichimura et al.,
2002; Zhang et Zhang, 2022).

3.3 Signalizace vybranych MAPK pf¥i utoku patogent

Rostliny maji rizné strategie pii obrané proti patogenlim. Vrozend imunitni reakce ptisobi
V rostlinném imunitnim systému jako pfedni linie obrany, miize byt aktivovana molekularnimi
vzory asociovanymi S patogeny/mikroby PAMPs/MAMPs (pathogen/microbe-associated
molecular patterns) nebo molekularnimi vzory asociovanymi s poSkozenim DAMPs (damage-
associated molecular patterns). Receptory rozpoznavani vzoru lokalizované na plazmatické
membrané rostlinnych bunék vnimaji konzervované slozky a aktivuji navazujici obranné
reakce, mnohé z téchto receptorii patii mezi receptorim podobné protein kinazy (RLKS) (Boller
et Felix, 2009). Rostlinné NB-LRR (nucleotide-binding leucine-rich repeat), typ receptoru
obsahujici nukleotid-véazajici doménu a opakujici se sekvence bohaté na leucin, vétSinou
rozpoznavaji polymorfni efektory, které nejsou mezi mikroby konzervovany. Proto se silna
rezistenéni odpoveéd’ vyvoland rostlinnymi NB-LRR oznacuje jako tzv. efektorem spousténa
imunita. Tento proces muze zahrnovat napiiklad programovanou buné&¢nou smrt, syntézu
obranného hormonu kyseliny salicylové nebo indukci obrannych gent (Li et al., 2015b).

Modul, jehoz kaskadu tvoti MEKK1-MEK1/2-MPK4 byl objeven metodou kvasinkové 2-
hybridni analyzy a komplementac¢niho testu kvasinkovych mutantd. Takto bylo zjisténo,
ze jednotlivé slozky spolu interaguji a tvofi specifickou kaskadu MAPK v A. thaliana. Jednalo
se o prvni dikaz kaskddy MAPK u rostlin (Mizoguchi et al., 1998). Upstream komponenty
MAPK kaskad reagujicich v obrané proti patogeniim jsou receptory rozpoznavajici molekuly
typické pro patogeny PRRs (pattern-recognition receptors). PRRs obvykle rozpoznavaji
PAMPs. Patii mezi né naptiklad receptorové kinazy bohaté na leucin (LRR-RK) FLS2 (flagellin
sensing 2 receptor) a EFR (elongation factor EF-Tu receptor) a jejich koreceptor BAK1
(brassinosteroid insensitive 1-associated receptor kinase 1) (Shan et al., 2008). MEKK1 je
velmi dobfe prostudovana MAPKKK zapojena do mnoha signalnich drah. Je taktéz oznacovana
jako AtMEKK 1, ARAKIN nebo MAPK/ERK kinaza kinaza (Ref. 2).

Pfi hledani supresori autoimunitniho fenotypu mkkl a mkk2 byl identifikovan protein
SUMM2 (suppressor of mkkl mkk2 2) obsahujici nukleotid-vazajici doménu a opakujici

se sekvence bohaté na leucin (NB-LRR). Bylo rovnéz zjisténo, ze kaskada negativné reguluje



imunitu zprostiedkovanou proteinem SUMM?2. Déle kaskada pozitivné reguluje bazalni obranu
cilenou na patogenni efektor Pseudomonas syringae HopAll, ktery inhibuje kindzovou aktivitu
MPKA4. Inaktivace MPK4 pomoci HopAll vede k aktivaci obrannych reakci zprostfedkovanych
SUMM2 (Zhang et al., 2012). Nové¢ bylo zjisténo, ze MKK6 funguje podobné jako
MKK1/MKK2 a spolupracuje s MEKK 1 a MPK4, aby zabranila auto-aktivaci obrannych reakci
zprostifedkovanych SUMM?2, a to v kaskadé MEKK 1-MEK1/2/6-MPK4 (Lian et al., 2018).

MPK4 ma mnoho substrati, je pfitomna pii expresi piiblizné 50 % genti indukovanych flg22
(flagelin 22) bakterialnim peptidem biciku (Frei dit Frey et al., 2014). Jednim ze substrata je
CRK3 (calmodulin-binding receptor-like cytoplasmic kinase 3), ktery asociuje s proteinem
SUMM?2. Pokud je CRK3 fosforylovan proteinem MPK4, dojde k zablokovani imunity
zprostiedkovavané proteinem SUMM2 (Zhang et al., 2017). Dalsim substratem MPK4 je PAT1
(protein associated with topoisomerase II), ktery se vaze na transkripty v eukaryotickych
burikach. PATI je zodpovédny za odstranéni ¢epi¢ky z 5° konce mMRNA. Absence PAT1 vede
k aktivaci obrannych reakci zavislych na SUMM?2 (Roux et al., 2015). Zajimavé je, ze MPK4
muze t€z negativné ovlivilovat expresi genil v reakci na flg22, a to fosforylaci transkripéniho
represoru ASR3 (Arabidopsis SH4-related3) (Li et al., 2015a). Pokud MPK4 fosforyluje MKS1
(MAP Kkinase substrate 1) dojde ke spusténi obrannych reakci spojenych s jasmonaty
a salicylaty (Qiu et al., 2008).

Dalsi kaskadou reagujici na patogeny tvoii MAPKKK3/5-MKK4/5-MPK3/6. Tato kaskada
v reakci na patogeny aktivuje downstream komponenty viz Obrazek 3 (Asai et al., 2002;
Bi et al., 2018; Sun et al. 2018). Bylo zjisténo, ze MAPKKK3 a MAPKKK®6 aktivuji kaskadu
v reakci na flg22, nlp20 (Nepl-like protein 20), chitin a pepl (protein effector protein 1), které
patfi mezi PAMPs a DAMPs. Zajimavé je, ze MPK6 zpétné fosforyluje MAPKKKS, coz
nasledné zvysuje aktivaci MPK3/6. Da se predpokladat, ze se jedna o pozitivni zpétnovazebnou
regulaci (Bi et al., 2018). MAP3/6 aktivuji mnoho substrati, zde jsou uvedeni zastupci spojeni
se signalizaci vreakci na patogeny. Substratem MPK3/MPK6 je FRKI1 (flg22-induced
receptor-like kinase 1), ktery aktivuje transkripéni faktory WRKY22 a WRKY29, které
spoustéji imunitni odpoveéd’ (Asai et al., 2002). MPK3 a MPK6 mohou v reakci na patogen
Botrytis cinerea spustit transkripéni faktor WRKY33, ktery spousti biosyntézu kamalexinu,
hlavniho fytoalexinu v A. thaliana. Dalsi substratem MPK3 a MPK6 je ERF6 (ethylen response
factor 6). ERF6 aktivuje geny PDF1.1 a PDF1.2 v reakci na houbovy patogen Botrytis cinerea.
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Obrazek 3: Signaliza¢ni draha MAPK u A. thaliana v reakci na patogeny. Rozpoznani PAMPs probiha
na membrané pomoci receptort, které aktivuji kaskadu MAPKKK3/5-MKK4/5-MPK3/6. Mezi obranné
reakce spusténé touto kaskadou patii aktivace ACS2/6, ktera podporuje biosyntézu ethylenu, dale
aktivace WRKY 33 vedouci k biosyntéze kamalexinu, fosforylace WRKY22/29 a fosforylace ERF6
vedouci k aktivaci gent PDF1.1 a PDF1.2 a biosyntéze indolovych glukosinolati. Jako negativni
regulatory funguji fosfatazy AP2C1, PTP1, PP2C5 a MKP1 (upraveno v PowerPoint podle Sharma
et al., 2020; Sun et Zhang, 2022).

Geny PDF1.1 a PDF1.2 jsou zapojeny Vv obrannych reakcich proti patogenum (Meng et al.,
2013). Taktéz se podili na fosforylaci WRKY 33, ACS2 a ACS6 (1-amino-cyclopropane-1-
carboxylic acid synthase 2/6) vedoucich k biosyntéze ethylenu (Li et al., 2012) a aktivaci
biosyntézy indolovych glukosinolati (IGS) (Xu et al., 2016).

V signalizaci jsou zapojeny téz fosfatazy, které jsou negativni regulatory MAPKS.
Ser/Thr fosfataza AP2C1 inaktivuje MAPKs MPK4 a MPK6 (Schweighofer et al., 2007). Dalsi
fosfatazou zpusobujici inaktivaci piedevs§im v jadie je fosfataza PP2CS5 (protein phosphatase
2C 5) (Brock et al., 2010). Fosfataza s dualni specifitou MAPK fosfataza 1 (MKP1) a protein
tyrosin fosfatdza 1 (PTP1) se taktéz podili na downregulaci MPK3 a MPK®6, cozZ naznacuji jejich
zvysSené bazalni hladiny u rostlin s mutanty mkpl a ptpl (Bartels et al., 2009).

3.4 Kaskady MAPK zapojené v ristu a vyvinu
Kaskddy MAPK se podileji na témét vSech aspektech rhstu a vyvoje rostlin, véetné

gametogeneze, embryogeneze, morfogeneze, senescence, abscise, oplozeni a tvorby semen.

Hraji klicovou roli jak v bunééné proliferaci, tak v bunééné diferenciaci, coz jsou dva klicové



procesy v rustu a vyvoji organismu. Riiznorodost substrathi MAPK a jejich specifita dava
kaskadam MAPK obrovskou silu fidit rozmanité biologické procesy (Xu et Zhang, 2015).

Kaskada MAPK slozena z NPK1-NQK1-NRK1 hraje zasadni roli v rostlinné cytokinezi
u Nicotiana tabacum. NPK1 (Nicotiana protein kinase 1) z tabaku patii mezi MAPKKK.
Protein NPK1 je lokalizovan na bunécné desce v délicich se bunkach a je nezbytny pfi jejim
rastu k okrajiim matetské bunky béhem cytokineze. NPK1 je aktivovan vazbou dvou kinesinu
podobnych proteini NACK1 a NACK2 v pozdni M-fazi bunééného cyklu. NPKK1
(MAPKKK) fosforyluje NQK1 (MAPKK), ktera nasledné fosforylaci aktivuje NRK1 (MAPK)
(Banno et al., 1993; Nishihama et al., 2001; Soyano et al., 2003). Protein NRK1 fosforyluje
protein MAP65-1 (microtubule-associated protein 65-1), ktery je nezbytny pro stabilitu
anafazovych vietének béhem cytokineze. Fosforylace probiha na threoninovém zbytku v poloze
579 proteinu MAP65-1a. Mnozstvi fosforylovaného proteinu MAP65-1 se zvySuje béhem
pozdni faze M bunécného cyklu, kdy je NRK1 aktivovan. Fosforylovany MAP65-1 se stejné
jako NRK1 koncentruje v oblasti fragmoplastu. Fosforylace MAP65-1 vede k destabilizaci
mikrotubuld fragmoplastu a nasledné k expanzi fragmoplastu a bunécnému déleni (Sasabe
et al., 2006).

Pomoci reverzni genetiky byly izolovény rostliny nesouci knokautované (,,knock-out*
mutované) alely genit MAPKKK ANP1, ANP2 a ANP3 zrostliny A. thaliana. Jednotlivé
rostliny sinaktivovanymi geny nevykazovaly zadné abnormalni fenotypy. Dvé ze tii
sledovanych rostlin s dvojitou mutaci, konkrétné anp2/3 a anpl/3, vykazovaly defekty
V bunééném déleni a ristu. Kombinace s trojitou mutaci se po sérii pokust jevila jako letalni
(Krysan et al., 2002). MAPKKK ANP1/2/3 jsou ortologni MAPKKK NPKI1 z N. tabacum.
Bylo zjisténo ze ANP1/2/3 jsou exprimovany v tkanich s aktivnim délenim bunék a podileji
se na cytokinezi v kaskadé s MKK6 a MPK4 (Kosetsu et al., 2010).

Dalsi MAPK kaskada ovliviiujici morfologii rostlinnych organti v A. thaliana je slozena
z YDA-MKK4/MKK5-MPK3/MPK6. YDA (YODA), znama také jako MAPK kinase kinase 4
(MAPKKKA4), je upstream komponentem MKK4/MKKS. Tato kaskada v reakci na vazbu
ligand-receptor v riznych typech bunék reguluje vyvoj stomat, kvétenstvi nebo rist kofen.
Mize byt aktivovana skupinou proteinovych kinaz podobnych receptoru ERECTA, do niz patii
ER, ER-LIKE1 (ERL1) a ERL2. ERECTA hraje také dulezitou roli pfi lokalizované bunécné
proliferaci, kterd urcuje stavbu kvétenstvi, tvar jednotlivych organi a jejich velikost (Bemis
et al., 2013; Meng et al., 2012). EPF2 (epidermal patterning factor 2) a EPF1 jsou peptidové
ligandy komplexu receptort ERECTA, tyto ligandy jsou exprimovany specificky v podskupiné

bunék stomatalni linie. Aplikace EPF2 vyvolala rychlou fosforylaci signalni kaskady in vivo,
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coz vedlo k inhibici vyvoje stomat. Peptidovy ligand Stomagen je pozitivnim regulatorem
tvorby stomat. Tento ligand se vaze na ERECTA namisto EPF2 a potlacuje aktivaci kaskady
MAPK, ¢imz podporuje tvorbu stomat (Lee et al., 2012; Lee et al., 2015). Peptidové ligandy
EPFL4 a EPFLO6, které se taktéz vazi na receptory ERECTA, puisobi jako pozitivni regulatory
rustu kvétenstvi (Uchida et al., 2012).

Dalsim substratem MPK3/6 je transkripéni faktor typu helix-smycka-helix SPCH
(speechless), ktery podporuje iniciaci asymetrického bunééného déleni. Zakladani novych
bunéénych linii béhem vyvoje Casto vyzaduje naruSeni symetrie. Asymetrické déleni
V epidermis rostlin iniciuje vytvareni bunék stomat. Stomata zajist'uji vyménu plyni mezi
rostlinami a atmosférou, napomahaji fotosyntéze, kolobéhu vody a uhliku v rostliné (Lampard
et al., 2008; MacAlister et al., 2007). Bylo zjisténo, ze fosforylovany BASL (breaking
of asymmetry in the stomatal lineage) funguje jako scaffold (z angl. leSeni) protein, ktery fidi
subcelularni lokalizaci YDA a MPK3/6. BASL lokalizovany v bunééné kiife stomatalnich
bunék, kde zvysuje koncentraci signalizace MAP kinaz, ¢imz dochazi k pozitivni zpétné reakci,
jelikoz aktivovana MPK3/6 mize opét fosforylovat BASL. Zaroven aktivovana MPK3/6 mutize
fosforylovat SPCH, ¢imz inhibuje tvorbu stomat (Zhang et al., 2015).

Sam¢i gametogeneze rostlin zahrnuje komplexni a dynamické zmény v genové expresi.
MAPKs MPK3/MPK6 jsou schopny fosforylovat rizné WRKY homology v odliSnych
biologickych procesech. WRKY34, substrat MPK3/MPKG6 in vivo, se exprimuje pii regulaci
vyvoje a funkce pylu. WRKY34 je fosforylovan béhem casné samc¢i gametogeneze a je
defosforylovan tésné pied dozravanim pylu. WRKY34 je spolu s WRKY?2 nezbytny pro samci
gametogenezi. Mutace wrky34 i wrky2 vyrazné snizuji Zivotaschopnost pylu, coz je spojeno
se snizenou kli¢ivosti a mensim ristem pylovych trubic, a to jak in vitro, tak in vivo (Guan
etal., 2014).

Dale byla identifikovana kaskada RGF1-RGI1-YDA-MKK4/5-MPK3/6-PLT1/2 viz
Obrazek 4. RGF1 (root meristem growth factor 1) je peptidovy hormon a RGI (RGFI
insensitives) je proteinova kinaza podobna receptorim bohatym na leucin (LRR-RLK). RGF1-
RGI spolu piisobi jako ligand a receptor, ktery spousti kaskadu YDA-MKK4/5-MPK3/6, ktera
nasledné aktivuje transkripéni faktory PLT1/2 (plethora 1/2). Tato kaskada fidi vyvoj
kofenového meristému a rast primarnich kofent v A. thaliana. Ovsem c¢ast komponenti této
signalni drahy stale vyzaduje identifikaci, ptfedpoklada se, ze peptidovy hormon RGF1
nefosforyluje pfimo MAPKKK YDA, tudiZ je mozZné, Ze nezndma RLK lokalizovana
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Obrazek 4: Signaliza¢ni draha MAPK u A. thaliana v regulaci vyvoje kofenového meristému a rastu
primérnich kotenti. Model signaliza¢ni kaskady, kde RGF1-RGI1 plisobi jako ligand-hormon aktivujici

MAPK drahu YDA-MKK4/5-MPK3/6, ktera aktivuje transkripéni faktory PLT1/2 (upraveno
v PowerPoint dle Lu et al., 2020).

na plazmatické membrané spojuje RGI a YDA. Krom¢ toho nebyly odhaleny transkripéni
faktory regulujici expresi PLT1 a PLT2 (Lu et al., 2020).

V rostliné¢ M. trunculata byl pomoci metod reverzni genetiky identifikovan MtMAPKKA4,
ktery hraje zasadni roli v ristu a vyvinu. Homozygotni mutanti mapkk4 /" se jevili jako letalni,
zatimco heterozygotni mutanti mapkk4*/~ vykazovaly zpomaleni ristu, ptiznaky chlorozy
asnizeny pocet infekénich vlaken a noduli. Tento jev naznaCuje zapojeni MAPKK4
v signalizaci se symbiotickymi bakteriemi. Dale bylo zjisténo, ze MtMAPKK4 interaguje
s proteiny MtMAPK3 a MtMAPKG6 (Chen et al., 2017).

3.5 Kaskady MAPK zapojené v abiotickém stresu

Chladovy stres omezuje zemepisné rozsifeni rostlin a ovliviiuje jejich riist, vyvoj a vynosy.
Rostliny si vyvinuly slozZité biochemické a fyziologické mechanismy, aby se ptfizpusobily
chladovému stresu. ICE1 (inducer of CBF expression 1) je hlavnim pozitivnim regulatorem
transkripcnich faktord CBF (C-repeat binding factor). Protein CBF se vaze na CRT/DRE (C-
repeat/dehydration responsive element), ktery se nachazi v promotoru gend regulovanych
chladem COR (cold regulated genes), a aktivuje jejich transkripci. Tyto aktivity pak vedou

k G¢inné toleranci vuci chladovému stresu (Hwarari et al., 2022).
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Bylo zjisténo, Ze ICEI je substratem MPK3 a MPK6 v A. thaliana. Jednotlivé mutanty mpk3
a mpk6 a dvojité mutanty mpk3/6 vykazuji zvySenou toleranci vuci mrazu, zatimco aktivace
MPK3/MPKG6 toleranci vii¢i mrazu oslabuje. MPK3/6 v kaskadé MKK4/5-MPK3/6 aktivované
chladem fosforyluje ICE1 a podporuje jeho degradaci, ¢imz negativné reguluji odpovéd’
na chlad. Zatimco MPK4 v kaskad¢ MEKK1-MKK2-MPK4 pozitivné reguluje chladovou
odpovéd’ potlaéenim aktivity MPK3 a MPK6. MAPKKK YDA a dvé vapnikem/kalmodulinem
regulované receptorim podobné protein kindzy CRLK1 a CRLK2 (calcium/calmodulin-
regulated receptor-like kinases 1/2) taktéz negativné reguluji aktivaci MPK3/MPK6, ¢imz
reguluji i reakci rostlin na chlad (Li et al., 2017; Zhao et al., 2017).

MPK3 a MPKG6 interaguji s klicovymi slozkami cytokininové signalizace ARR1, ARR10
a ARR12 (Arabidopsis response regulator 1/10/12) a fosforyluji je, ¢imZz podporuji jejich
degradaci v reakci na solny stres viz Obrazek 5. Byla zaznamenana snizena tolerance k soli
u dvojitého mutanta mpk3/6. Zaroven byla tolerance k soli zvySena pii aktivaci MPK3/MPK6
v linii MKK5PP, coz je konstitutivng aktivni forma MKKS5, ktera byla vytvofena mutaci dvou

aminokyselin na kyselinu asparagovou (Yan et al., 2021).

vystaveni solnému stresu

MAPKKK? MAPKKK? o
MAPKKA4/5 MAPKKA4/5
MAPK3/6 MAPK3/6
x l l 268 proteazom
ARRI1/10/12 ARR1/10/12
normalni rast a vyvoj rostlin rust v reakc1 na solny stres qg

Obrazek 5: Signaliza¢ni draha MAPK u A. thaliana v reakci na solny stres. Za normalnich podminek rtstu jsou

MPK3/6 mén¢ aktivni a ARR1/10/12 udrzuji optimalni cytokininovou odpovéd’ pro kontrolu ristu a vyvoje

rostlin. Vystaveni rostliny vysoké salinit¢ aktivuje MPK3/6, které fosforyluji ARR1/10/12, coz vede k jejich

degradaci prostiednictvim proteazomu 26S (upraveno v PowerPoint podle Schipper-Krom et al., 2019; Yan et

al., 2021).
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3.6 MAPK u Medicago sativa

3.6.1 OMTK1

Primarni struktura domnélé C-terminalni kinazové domény genu OMTK1 vykazala 68,1%,
65%, 64,9%, 60,6%, 40,9% a 23,6% identitu s kinazovymi doménami gend z A. thaliana
MEKK1, MEKK2, MEKK3, MEKK4, ANP1 a CTR1. Tato podobnost naznacuje, ze OMTK1
patii mezi rostlinné MAPKKK, N-koncova nekatalyticka oblast OMTK 1 nevykazovala zddnou
vyznamnou podobnost se znaimymi funk¢nimi sekvenénimi motivy.

MAPKKK OMTKI1 fazovana na C-konci Myc epitopem byla koexprimovana spole¢né
se ¢tyfmi dalsimi MAPK zna¢enymi hemaglutininem v protoplastech A. thaliana. Byla zjisténa
aktivace MAPK MMK3-HA, u zbylych tfi MAPK SIMK-HA, MMK2-HA a SAMK-HA nebyla
zaznamenana zvySena aktivita. HA-tag epitop je kratka peptidova sekvence odvozena
od hemaglutininu (HA). HA-tag a Myc-tag epitop lze nasledné¢ detekovat primarnimi
protilatkami. Za ucelem urceni stimuld, které reguluji aktivitu OMTK1 byly OMTK1-Myc
a MMK3-HA koexprimovany v protoplastech A. thaliana. Pro zjisténi stimulu byly protoplasty
osetieny postupné NaCl, aminocyklopropan-1-karboxylovou kyselinou (ACC), H20g,
kvasinkovym elicitorem, inhibitorem proteazomu MG115, methyljasmonatem, kyselinou
salicylovou, kyselinou abscisovou, benzylalkoholem, kyselinou 1-naftylenoctovou, kKinetinem
a chladovym stresem. Bylo zji$téno, ze H20 siln¢ aktivuje MMK3-HA v kombinaci s OMTK1-
Myc. Pozoruhodné je, ze samotna MMK3-HA v ptitomnosti H20; aktivovana nebyla. MMKS3-
HA byla aktivovana peroxidem vodiku pii koncentraci nad 200 pmol-1". K aktivaci doslo
za5minut a trvala po dobu 90 minut. Byla analyzovana viabilita buné¢k v piechodné
transformovanych protoplastech A. thaliana. V bunkach s MMK3-HA byla pozorovana mirna
indukce bunééné smrti, zatimco buniky s koexpresi OMTK1-Myc a MMK3-HA vykazovaly
velkou miru bunééné smrti bez 1 po oSetfeni peroxidem vodiku.

Za uCelem identifikace zjisténi katalytické casti genu OMTK1 zodpovédné za aktivaci
MMK3 byl zkonstruovin AOMTKI1 zkriceny o domnélou N-termindlni doménu
(aminokyseliny 1-310). Byla zaznamenana slaba aktivace MMK3-HA proteinem AOMTK1-
Myc, coz naznacuje, Ze N-terminalni nekatalyticka doména muze pfispivat k vazbé s MAPK.
Koexprese AOMTK1 a MMK3 také indukovala bunéénou smrt, ovSem mira bunécné smrti byla
ve srovnani S OMTK1 a MMK3 plné délky vyrazné nizsi (Nakagami et al., 2004).

Pti hledani MAPKK, ktera by interagovala s MMK3 a OMTK1 v kaskad¢ byly testovany tii
MAPKK izolované z M. sativa MsMKK1, PRKK a SIMKK. Ackoli studie prokazala jistou
interakci s OMTK1 in vitro, tak pfidani téchto MAPKK inhibovalo aktivaci MMK3

13



prostiednictvim OMTKI1 v protoplastech. Funkci této MAPKK tudiz pravdépodobné plnila
Vv protoplastech neidentifikovana endogenni MAPKK z A. thaliana. Specifita reakce OMTK1
a MMK3 naznacuje, ze OMTK1 by mohlo byt tzv. scaffold proteinem (Nakagami et al., 2004).
Scaffold (z angl. leSeni) proteiny dokazi navazat a privést dva nebo vice signdlnich proteinii
do blizkosti. Takto nasledné fidi tok informaci v bufice, a to mimo jiné aktivaci, koordinaci

anebo regulaci signalnich drah (Buday et Tompa, 2010).
3.6.2 MMK3

Protein MMKS je zapojen v regulaci rostlinné cytokineze. Jeho ptitomnost byla detekovana
ve vSech fazich bunécného cyklu, ale jeho protein kindzova aktivita byla pfechodné v mitoze
a korelovala s nacasovanim tvorby fragmoplastu. Depolymerizace mikrotubuli po oSetfeni
lé¢ivem amiprofos methyl (latka destabilizujici mikrotubuly) béhem anafaze a telofaze
zpusobila preruseni aktivity MMK3. Zaroven bylo zjisténo, ze béhem anafize se MMK3
koncentruje mezi segregujicimi chromozomy a nésledné se lokalizuje na stiedni roviné
bunécéného déleni ve fragmoplastu. Prestoze béhem telofaze byly mikrotubuly ve fragmoplastu
redistribuovany ze stiedu na periferii, protein MMK3 se stale lokalizoval v celé roviné déleni.
Mikrotubuly ve fragmoplastu tedy nejsou nutné k udrzeni MMK3 na tomto misté (Bogre et al.,
1999).

MAP kinazy SIMK a MMK3 jsou zapojeny Vv biosyntéze ethylenu. U obou MAPK byla
zjisténa silna aktivace ethylenovym prekurzorem aminocyklopropan-1-karboxylovou kyselinou
(ACC). Pti hledani procesu aktivace transientni expresi v protoplastech A. thaliana byl uréen
ethylenovy receptor ETR1. Histidin kindza ETR1 funguje jako ethylenovy receptor, ktery
aktivuje CTR1 (constitutive triple response 1) v neptitomnosti ethylenu. CTR1 je negativnim
regulatorem MAPKK SIMKK a MAPK SIMK a MMKS3, kter¢ ptsobi jako regulatory cilovych
gentt EIN2 a EIN3 (ethylene insensitive 2/3) (Ouaked et al., 2003). MAPKK SIMKK dokaze
aktivovat MMK3 bez pifedchozi aktivace upstream komponenty. MAPKK PRKK, ktera
aktivuje  MMKS3 vreakci na patogenni elicitor, vyzaduje nejdiive aktivaci upstream
komponenty. Zajimavym zjisténim bylo, Zze pfi absenci extracelularnich signald SIMKK
aktivovala SIMK a SAMK, ovsem nikoli MMK3. Po ptsobeni patogennich elicitort SIMKK
siln€ aktivovala SIMK a MMK3, ovSem SAMK téméf ne. Pii solném stresu SIMKK aktivovala
SIMK, ale nikoli MMK3 nebo SAMK. Tato specifita pii pisobeni riznych signalii by mohla
byt dosazena scaffold (z angl. leSeni) proteiny, které byly jiz identifikovany u kvasinkovych
a zivo¢isnych MAPK kaskad (Cardinale et al., 2002) a nov¢ i u rostlin (Zhang et al., 2015).
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Byla zjisténa aktivace MMK3 po vystaveni kofenti semenacku M. sativa tézkymi kovy médi
a kadmia. Méd’ je dulezity mikroelement, ktery je nezbytny pro normalni rist a vyvoj rostlin.
Nadmérmé mnozstvi médi je vSak skodlivé v diisledku produkce ROS autooxidaci a Fentonovou
reakci. Kadmium nemé zaddnou znamou biologickou funkci, je vysoce reaktivni a inaktivuje
ruzné enzymatické procesy. V disledku toho je kadmium obecné toxické pro vsechny zivé
bunky. Po srovnani kinetiky aktivace se ukazalo, ze MMK3 je velmi rychle aktivovéana ionty

meédi, zatimco ionty kadmia vyvolavaji opozdénou aktivaci (Jonak et al., 2004).

3.6.3 SIMK

SIMK (salt stress-induced MAPK) je patogennim elicitorem (Cardinale et al., 2002)
asolnym stresem indukovana MAPK v M. sativa. Rostlinny rist je silné¢ ovlivnén
hyperosmotickym solnym prostfedim. Bylo zjiSténo, ze 46 kDa protein kindza SIMK
nachazejici se v M. sativa je aktivovana zvy$enymi koncentracemi soli, a to nad 125 umol-1*
NaCl. SIMK se déle podaftilo aktivovat také KCl a sorbitolem, coz naznacuje, ze drdha SIMK
se podili na zprostfedkovani obecnych hyperosmotickych stavii. Solny stres vyvolava rychlou,
ale pfechodnou aktivaci SIMK, ktera vykazuje maximalni aktivitu mezi 8 a 16 minutami pred
naslednou pomalou inaktivaci (Munnik et al., 1999). Bylo zjisténo, ze zvySena exprese
a snizend exprese SIMK a SIMKK zptisobuje zmény v rlistu kofenovych vlaski, nodult a listd.
Zatimco snizena exprese SIMKKi zpiisobila jejich mensi vzrist, tak zvySena exprese GFP-
SIMK zpisobila zvySeni biomasy v nadzemni ¢asti rostlin (Hrbackova et al., 2020). Pro zjisténi
reakce na nadbytek médi byly znaCené SIMKK, SIMK a SAMK transientné exprimovany
v protoplastech A. thaliana, byla zjisténa rychla aktivace MAP kinazy SIMK a SAMK pomoci
SIMKK. SIMK a SAMK byly aktivovany i po vystaveni kadmiu, ve srovnani s vystavenim
meédi pomalu. Aktivace ovsem nebyla zprostfedkovana prostiednictvim SIMKK (Jonak et al.,
2004).

Za pomoci kvasinkového dvouhybridniho modelu bylo zjisténo, Ze rekombinantni SIMKK
specificky aktivuje SIMK fosforylaci jak threoninovych, tak tyrosinovych zbytki v aktivacni
smycce SIMK. SIMKK obsahuje domnélé dokovaci misto na N-konci, které je konzervovano
v savCich MAPK kinazach, transkripénich faktorech a fosfatazach. Odstranéni dokovaciho
mista ¢asteCné prerusuje, ale ne zcela zamezuje interakci se SIMK, coZ naznacuje, Ze na vazbé
se podileji 1 dalsi domény SIMKK (Kiegerl et al., 2000).

3.7 Gateway klonovani

Pro porozuméni funkce genu a jeho kddujicich sekvenci je typicky exprimovan protein, ktery

jenasledné purifikovan, jsou k nému vytvoteny protilatky a je uréen jeho fenotyp, intracelularni
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lokalizace a interakce s jinymi proteiny. Klasicky geneticky piistup ke zkoumani biologickych
drah obvykle za¢ina identifikaci mutaci, které zptsobuji specificky fenotyp. Ovsem zvysSena
exprese nebo snizena exprese produktu divokého (z ang. wild-type) genu miize zptsobit taktéz
mutované fenotypy, coz genetikim poskytuje alternativni, ale u¢inny nastroj k identifikaci
dil¢ich slozek signalnich drah. K tomu je potieba vytvofit vektor s genem zajmu, jednim
z moznych postupu je metoda Gateway zavedena firmou Invitrogen (Hartley et al., 2000;
Prelich, 2012). Gateway technologie je zalozena na mistné-specifickych rekombinac¢nich
reakcich, které zprostiedkovavaji integraci a excizi bakteriofdga A a piepinani mezi lytickym
a lyzogennim cyklem (Ptashne, 1992).

3.7.1 Mistné-specificka rekombinace bakteriofagu A

Bakteriofag A je virus, ktery infikuje bakterii E. coli. Je Siroce pouzivan v molekularni
biologii jako modelovy organismus a jako nastroj pro genetické inZenyrstvi. Rekombinace
probihé na specifickych sekvencich nazyvanych attP (z faga) a attB (z bakterie). Ob¢ att mista
jsou slozena ze sedmi part nukleotidi, tyto sekvence jsou oznacovany jako centralni sekvence
(O), a ze dvou postrannich ramen nazyvanych P a P' a B a B'. Proces integrace zacina, kdyz
se n€kolik molekul fagem kodované integrazy a bakteridlniho integracniho hostitelského
faktoru (IHF) pevné navaze na 232 bazi mista attP. Komplex se pak spoji s dvaceti jedna
bazovym parem attB v bakterialnim chromozomu. Na koncich centralni sekvence obou
sekvenci attP aattB se vytvoii zafezy v DNA a nasleduje vyména vldken mezi témito
sekvencemi. Jelikoz spojené sekvence obsahuji kratké homologni tiseky (7 part bazi) vznika
v téchto bodech maly heteroduplexni spoj. Z Hollidayova spoje nasledné vznika profag
S navazanymi att misty, nazyvanymi attL (z anglického oznaceni pro levy) a attR (z anglického
oznaceni pro pravy). Tento proces rekombinace mezi attB a attP misty je oznacovan jako
BP reakce. Piestoze je rekombinacni reakce reverzibilni, je zajisténo, aby integrace nebyla
okamzit¢ opravena excizi.

Druhou rekombinaéni reakci probihajici u bakteriofaga A je excize. Pfi této rekombinacni
reakci, oznacované LR reakce, se zpétn¢ rekombinuji mista attL a attR za vzniku attB a attP
mist. Pfi integraci jsou zapojeny enzymy integraza (Int), faktor pro inverzni stimulaci (Fis)
a integracni faktor hostitele (IHF), pfi excizi je navic zapojen enzym excizionidza (Xis)

viz Obrazek 6 (Landy, 1989; Katzen, 2007).
3.7.2 Charakteristika metody Gateway klonovani

Metoda Gateway klonovani vyuziva dvou rekombina¢nich reakci BP a LR. Pti BP reakci

probiha rekombinace mezi attB a attP mistem. Pfi této reakci je vnesena nukleotidova sekvence
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Obrazek 6: Schéma integracni a excizni mistné-specifické rekombinace bakteriofagu X do genomu
E. coli. Rekombinaci attP a attB mist vznikaji attL a attR mista. Pfi integraci jsou pouZity enzymy
integraza (Int), faktor pro inverzni stimulaci (Fis) a integra¢ni faktor hostitele (IHF), pfi excizi je navic

vyuzit enzym excizionaza (Xis) (upraveno v PowerPoint podle Abbani, et al. 2007).

s attB misty do donorového vektoru s odpovidajicimi attP misty za vzniku entry klonu
a vedlejSiho produktu. Entry klon obsahuje gen zajmu mezi specifickymi attL misty a vedlejsi
produkt obsahuje gen CcdB pro negativni selekci mezi specifickymi attR, tento gen v bakterii
E. coli interferuje sfunkci DNA gyrazy, zamezuje pohybu DNA polymerazy a vede
ke dvoufetézcovému zlomu DNA, ¢imz inhibuje jeji rust. Reakci katalyzuje smés enzymu
BP Clonase™ II, ktera obsahuje enzym Int z bakterifaga A a enzym IHF z E. coli. LR reakce
probiha mezi misty attL entry klonu a misty attR cilového destinacniho vektoru. Reakci
katalyzuje smés enzymul LR Clonase, kterd obsahuje enzymy Int a Xis z bakterifaga A a enzym
IHF z E. coli. Touto reakci vznika expresni klon obsahujici gen zajmu s attB misty a taktéz jako
v BP reakci vedlejsi produkt obsahujici gen CcdB s attP misty viz Obrazek 7 (Invitrogen, 2012;
Wang et al., 2013).

Za ucelem pozitivni selekce bunék nesoucich gen z4jmu nese donorovy a destinacni vektor
rizné geny rezistence vici antibiotikiim naptiklad kanamycin, spektinomycin nebo gentamycin.
Pro ziskani uspé$né¢ rekombinovanych gend zajmu obsahuji destina¢ni vektory gen CcdB
pro negativni selekci. Pfi uspésné rekombinaci je tento gen nahrazen nukleotidovou sekvenci
s attB misty a gen CcdB je rekombinovan do vedlejsiho produktu. Gen CcdB koduje toxicky
protein inhibujici proliferaci bunék. Bakterie, které nekoduji gen CcdA (inhibitor proteinu
CcdB), umiraji po ptijeti plazmidu obsahujiciho gen CcdB. Tato selekce je uzite¢nym nastrojem
pro molekularni klonovani vyuzivana napt. v kmeni E. coli DB3.1 (Bahassi et al., 1999;
Bernard et Couturier, 1992).
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Obrazek 7: Schéma BP a LR reakce. Pti BP reakci probiha rekombinace PCR produktu se attB misty
do donorového vektoru s attP misty za vzniku entry klonu. Pfi LR reakci probiha rekombinace genu
z entry klonu s attL do destina¢niho vektoru s attR misty za vniku expresniho klonu. U obou reakci

vznika vedlejsi produkt s CcdB genem (upraveno v PowerPoint podle Invitrogen, 2007).

Rekombinacni mista bakteriofdgu A byla modifikovdna za ucelem zvySeni ucinnosti
a specificnosti rekombinac¢nich reakci BP a LR. Byly provedeny mutace v centralnich
sekvencich (O) att mist z nichz byly odstranény STOP kodony a byla zde zajisténa specificnost
rekombinac¢nich reakci pro zachovéni orientace a Cteciho ramce. Mutaci byly upraveny kratké
sekvence (5 bp) napojené na 15bp centralni sekvenci v attB mistech, ¢imZ byla minimalizovana
tvorba sekundarnich struktur v jednovldknové struktufe attB plazmida. Déle byla odstranéna
43 part bazi dlouhd sekvence mista attR, aby se reakce mista attl. a attR stala efektivngjsi

a ireverzibilni (Bushman et al., 1985; Invitrogen, 2012).

3.7.3 MultiSite Gateway klonovani

MultiSite Gateway klonovani umoznuje do vysledného vektoru simultanné inkorporovat
vice DNA fragmentli. Pouzitim rozsifeného repertodru rekombinacnich mist je mozné
do vektoru vlozit az ¢tyfi fragmenty DNA v libovolném pofadi a orientaci. Takto lze pfipravit
mimo jiné fizni proteiny nebo spojit promotory s geny (Cheo et al., 2004).

PouZitim rGznych donorovych vektori Ize snadno dosdhnout sestaveni 2 az

5 multifragmentovych expresnich klonti, kde ve vysledném expresnim klonu jsou jednotlivé

cv v

vvvvvv
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jsou ucinnosti stale dostate¢né vysoké, aby bylo mozné ziskat pozadovany klon pouhou selekci
kolonii. Klonovani vice nez péti fragmentt jiz nelze dosdhnout vyse popsanymi metodami.

Jednim z moznych postupti vytvoieni vektoru obsahujiciho vyssi pocet jednotlivych
fragmentli je vytvofeni tzv. moduldrniho destinacniho vektoru, do kterého lze postupné
tandemové vkladat cDNA. Takto 1ze dosdhnout vlozeni 1 10 a vice fragment do jediného
vektoru. Existuje mnoho postupi Gateway klonovani, komplikovanost vyrazn€ snizuji
komeréné dostupné soupravy. Napiiklad manual pro MultiSite Gateway PRO od firmy
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, ktery lze zakoupit i s potfebnymi chemikaliemi a vektory
(Katzen, 2007; Sasaki et al., 2004; Sone et al., 2008).

Firma Invitrogen umoziuje sestaveni téi fragmenti do jednoho destina¢niho vektoru pomoci
komeréné dostupného kitu. Proces spociva v amplifikaci tii sekvenci DNA za pomoci primert
se specifickymi attB misty, které odpovidaji attP mistim donorovych vektort. Ze tii
donorovych vektorti (p)DONR™P4-P1R, pDONR™221, pDONR™P2R-P3) BP rekombinaéni
reakci vznikaji tfi entry klony. Takto se typicky vytvoifi entry klon s attL4 a attR1 misty
obsahujici promotorovou sekvenci, ktera je potfebna K fizeni exprese genu zajmu. Zaroven zde
mohou byt piidany i N-koncové fizni znacky. Dale entry klon s attL1 a attL.2 misty obsahujici
gen zajmu a entry klon s attR2 a attL3 misty obsahujici bud’ sekvenci potiebnou pro ukonéeni

transkripce a polyadenylaci mMRNA, nebo zde muze byt ptidana C-koncova fazni znacka.

~ BP reakce LR reakce a2 inzet anl3
| [ |
© \ ' attL4 inzert attR1 ‘
E A - u atll inzert atl2
= attP4 \ | ]
Entry klon 1
3 l -— ‘ ntry klon
= attl4 mzert adRl
pDONR™P4-PIR ™ =
o
& HL1 t atl2 \
=l | ~ “a m MRl anR2 B aBl aB) B3
Y | m = mE = n
% attP2 5 element  E°0 3" element
N —_—
k= e Entry klon2 | == pDEST™R4-R3 e Expresnikion
%
pDONR™221
attR2  inzert attL3
b4
& l \ '
attP3
g / Entry klon 3
= ‘artFZR
2l
=
pDONR™P2R-P3

Obrazek 8: Schéma klonovani expresniho klonu za pouziti kitu od firmy Invitrogen. BP reakci inzertd
a donorovych vektori (pDONR™P4-P1R, pDONR™221, pDONR™P2R-P3) vznikaji tfi entry klony,
jejichz inzerty Ize LR reakei vlozit do destinaéniho vektoru (pDEST™R4-R3) za vzniku expresniho klonu

upraveno upraveno v PowerPoint podle Ref. 1.
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Nasleduje LR rekombinac¢ni reakce, pomoci niz jsou fragmenty se specifickymi attL a attR
misty pfeneseny do jediného destina¢niho vektoru napt. pPDEST™R4-R3 nebo rostlinnych
destina¢nich vektora pUBQ10:YFP-GW ¢i pB7m34GW,0 viz Obrazek 8 (Invitrogen, 2007).
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4  Material a metody

4.1 Biologicky material

Pro klonovani genu OMTK1 metodou MultiSite Gateway klonovani byly pouzity bakterie
Escherichia Coli a Agrobacterium tumefaciens. Pro transientni transformaci Nicotiana
benthamiana byl pouzit konstrukt pl9 (poskytnut Skolitelem) a AtUBQ10::YFP:cMMK3
(ptipraven Lokajova, 2024).

o DB3.1 Competent Cells E. coli, CcdB rezistentni kmen (Invitrogen, kat. ¢. 11782-
018)

o One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen, kat. ¢. C404003)

o One Shot™ TOP10 Electrocomp™ E. coli (Invitrogen, kat. ¢. C404050)

o One Shot® DH50™ Chemically Competent E. coli (Invitrogen, kat. ¢. 18263012)

o A. tumefaciens kmen GV3101

o A.tumefaciens kmen GV3101 nesouci konstrukt p19 vyuzivany k supresi RNAi

o A.tumefaciens kmen GV3101 nesouci konstrukt AtUBQ10::YFP:cMMK3

Pro klonovani metodou MultiSite Gateway byly pouzity selekéni antibiotika.
V Tabulce 1 a2 jsou uvedeny vyuzita antibiotika pro selekci bakterii E. coli kmene DB3.1
(chemokompetetntni) a kmenti ,,a One Shot®*“ TOP10 a DH5a (chemokompetetntni nebo
i elektrokompetentni) nesouci po transfromaci pfislusné plazmidy nebo konstrukty.
V Tabulce 2 jsou uvedena selekéni antibiotika pro selekci bakterii A. tumefaciens kmen

GV3101 nesouci piislusné konsttrukty.

Tabulka 1: Seznam pouzitych plazmida a antibiotik pouzitych pro selekci bakterii E. coli. GEN —
gentamycin, KAN — kanamycin.

Zasobni Finalni
. Selekéni
Plazmid o koncentrace koncentrace
antibiotika
(mg.miIY) (ug.ml?)
pDONR™207 GEN 50 50
pDONR™P4-P1R KAN 50 50
pDONR™P2R-P3 KAN 50 50
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Tabulka 2: Seznam pouzitych konstrukti a antibiotik pouzitych pro selekci bakterii E. coli
a A. tumefaciens. KAN — kanamycin, RIF — rifampicin, SPE — spektinomycin.

Zasobni Finalni
) Selekéni
Organismus Konstrukt o koncentrace koncentrace
antibiotika
(mg.ml?)  (ug.ml™)
E. coli AtUBQ10::YFP:cOMTK1 KAN 50 50
E. coli 35S::EGFP:cOMTK1 SPE 50 100
E. coli AtUBQ10::YFP:cMMK3 KAN 50 50
A. tumefaciens AtUBQ10::YFP:cOMTK1 KAN/RIF 50/50 25/100
A. tumefaciens AtUBQ10::YFP:cMMK3 KAN/RIF 50/50 25/100
A. tumefaciens pl9 KAN/RIF 50/50 25/100

Pro otestovani funk¢nosti fuzniho genu OMTKLI, zjisténi lokalizace in vivo a fenotypové

analyzy metodou tranSientni transformace A. tumefaciens byly pouzity 6 tydnul staré rostliny

tabaku (N. benthamiana), které byly péstovany v kultiva¢ni mistnosti (70% vlhkost vzduchu,

teplota 21 °C, svételny rezim 16 hodin/8 hodin, osvétleni 60 az 80 pE-m2 -s?),

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

(@]

o

2-merkaptoethanol (Sigma Aldrich, kat. ¢. M6250)

6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific, kat. ¢. R0611)

Acetosyringon (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M8266)

Agarosa (Sigma Aldrich, kat. ¢. A9539)
Akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid, 40%, 37,5:1 (BioRad, kat. ¢. 1610148)
Complete Protease Inhibitor Cocktail (Complete; Roche, kat. ¢. 11697498001)
Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution (BioRad, kat. ¢. 1610436)
Deionizovana voda

Dihydrogenfosforec¢nan sodny (NaH2POa4; Sigma Aldrich, kat. ¢. S8282)
Dimethylsulfoxid (DMSQO; Sigma-Aldrich, kat. ¢. D4540)

Dithiotreitol (DTT; Sigma Aldrich, kat. ¢. D0632)

Dodecylsiran sodny (SDS; Sigma Aldrich, kat. ¢. L3771)
Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-tetraoctova kyselina (EGTA; Sigma Aldrich,
kat. ¢. E3889)

Fluorid sodny (NaF; Sigma Aldrich, kat. €. 201154)
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GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, kat. &. SM1331)

Gentamycin (GEN) (Duchefa Biochemie, kat. ¢. G0124)

GFP Monoclonal Antibody (Sigma Aldrich, kat. ¢. G10362))

Glycerol (Sigma Aldrich, kat. ¢. G5516)

Glycin (Sigma Aldrich, kat. ¢. G8898)

Goat anti-rabbit IgG F(AB)2 HRP sekundarni protilatka (Thermo-Fischer, kat. ¢.
31460)

Hovézi sérovy albumin (BSA, Bovine serum albumin; Sigma Aldrich, kat. ¢. A2153)
Hydroxid sodny (NaOH; Sigma Aldrich, kat. ¢. S8045)

Chlorid hotecnaty (MgClz; Sigma Aldrich, kat. ¢. M8266)

Chlorid sodny (NaCl; Sigma Aldrich, kat. ¢. 31434)

Isopropanol (Sigma Aldrich, kat. ¢. 278475)

Kanamycin (KAN; Duchefa Biochemie, kat. ¢. KO126)

Kultivaéni médium Super Optimal broth with Catabolite repression (S.0.C médium;
Sigma Aldrich, kat. ¢. S1797)

Kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonova (MES; Sigma Aldrich, kat. ¢. M3671)
Kyselina chlorovodikova (HCI; Sigma Aldrich, kat. ¢. 30721)

Kyselina L-askorbova (Sigma Aldrich, kat. ¢. A92902)

Laemmli Sample Buffer, 4X (LSB; BioRad, kat. ¢. 1610747)

LB Broth (Miller; Sigma Aldrich, kat. ¢. L3522)

LB Broth s agarem (Miller; Sigma Aldrich, kat. ¢. L3147)

Midori Green Advance DNA/RNA stain (Nippon Genetics, kat. ¢. MG04)

Modft bromfenolova (Honeywell, kat. ¢. 32712-5G)
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED; Sigma Aldrich, kat. ¢. T9281)
N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina (HEPES; Sigma Aldrich,
kat. ¢. H3375)

P 0.45 PVDF blotting membrane (Amersham Hybond, kat. ¢. 10600023)
Peroxodisiran amonny (APS; Sigma Aldrich, kat. ¢. A3678)

Ponceau S (Sigma Aldrich, kat. ¢. 78376)

Powdered milk, blotting grade, low in fat (Carl Roth, kat. ¢. 68514-61-4)

Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad, kat. ¢. 1610374)

Protein Assay Dye Reagent Concentrate, 5X (Bradfordovo ¢inidlo, 5x; BioRad,
kat. ¢. 5000006)

Proteindza K (Thermo Scientific, kat. ¢. EO0491)
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o Restrikéni endonukleaza FastDigest Pstl (Thermo Scientific, kat. ¢. FD0614)
o Restrikéni endonukleaza Pstl (Thermo Scientific, kat. ¢. ER0611)
o Restrikéni endonukleaza Pvul (Thermo Scientific, kat. ¢. ER0621)
o Restrikéni endonukleaza Taql (Thermo Scientific, kat. ¢. ER0671)
o Rifampicin (RIF; Duchefa Biochemie, kat. ¢. R0146)
o Spektinomycin (SPE; Duchefa Biochemie, kat. ¢. SO188)
o Tris Acetat EDTA, 10X (TAE; Sigma Aldrich, kat. ¢. 574797)
o Tris(hydoxymetyl)aminometan (Tris; Sigma Aldrich, kat. ¢. 108386)
o Tween 20 (Sigma Aldrich, kat. ¢. P1379)
Pouzité soupravy
o GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma Aldrich, kat. ¢. PLN70)
o iProof High-Fidelity PCR Kit (BioRad, kat. ¢. 1725331)
o NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel, kat. ¢. 740609.250)
o Phire Plant Direct PCR Kit (Thermo Scientific, kat. ¢. FI30WH)
o Syringe Filter, 0.22 um, PVDF, sterile (Starlab, kat. ¢. E4780-1221)
o Clarity Western ECL Substrate (BioRad, kat. ¢. 1705061)

Pouzité roztoky a jejich priprava

o PCR voda: Potfebny objem DNase/RNase-Free destilované vody byl rozpipetovan

do 1,5ml mikrozkumavek, kter¢ byly autoklavovany a nasledné uchovany pti -20 °C.

o LB médium, tuhé (1000 ml): Do 1 I deionizované vody pomalu za stalého michani

ptidat 40 g LB médium, tuhé; sterilizovat autoklavovanim.

o LB médium, tekuté (1000 ml): Do 1 1 deionizované vody pfidat 25 g LB médium,

tekuté; upravit pH na 7,2 pomoci 1M KOH; sterilizovat autoklavovanim.

o LB médium se selekénimi antibiotiky (50 ml): K tuhému nebo tekutému LB médiu

bylo pfidano selekéni antibiotikum v zavislosti na pouzitém plazmidu nebo

konstruktu. Pro selekci E. coli s ptislusnymi plazmidy nebo konstrukty (KAN: 50 ul

do 50 ml média, zasobni koncentrace 50 mg-ml™, finalni koncentrace 50 pug-ml?,

fedéni 1:1000; SPE: 100 pl do 50 ml média, zdsobni koncentrace 50 mg-ml'l, finalni
koncentrace 100 pg-ml?, fedéni 1:500; GEN: 50 ul do 50 ml média, z4sobni

koncentrace 50 mg-ml™, findlni koncentrace 50 pg-ml™, fedéni 1:1000). Pro selekci

bakterii A. tumefaciens s ptislusnymi konstrukty (KAN: 25 ul do 50 ml média,

zasobni koncentrace 50 mg-ml~, findlni koncentrace 25 pg-ml™?, fedéni 1:2000; RIF:

100 pl do 50 ml média, zasobni koncentrace 50 mg-ml™?, finalni koncentrace

100 pg-ml, fedéni 1:500).
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Infiltra¢ni (kokultivacni) médium (50 ml): Byly pfipraveny zasobni roztoky,
1 mol-1"* roztok MES byl pfipraven rozpusténim 9,762 g MES v 50 ml destilované
vody, pH bylo upraveno za pomoci KOH na 5,6; 1 mol-1? roztok MgCl. byl
ptipraven rozpusténim 4,76 g MgCl, v 50 ml destilované vody (reakce je
exotermicka, MgCl» je tfeba velmi pomalu pfidavat do deionizované vody v kadince
chlazené ledem a pouzit ochranné bryle). Zasobni roztoky MES a MgCl, byly
sterilizovany v aseptickych podminkéch laminarniho boxu Syringe filtrem (0.22 pm,
PVDF); 150 mmol 1" roztok acetosyringonu byl pfipraven rozpu$ténim 6 mg
acetosyringonu v 204,8 ul DMSO. Ze =zasobnich roztokid bylo pfipraveno
inokulaéniho média piidanim 0,5 ml MgClz (1 mol-1%), 0,5ml MES (1 mol-17%)
a 50 pul acetosyringonu (150 mmol-1), objem byl doplnén do 50 ml deionizovanou
vodou.

Tris buffer saline s pfidavkem Tween 20 (TBS-T; 1000 ml): ptidat 2,42 g Tris; 8,75 g
NaCl; upravit na pH 7,6 (HCI); 1 ml Tween 20 a doplnit deionizovanou vodou
do objemu 1000 ml.

Fosfatovy pufr (200 ml): pfidat 1,1998 g NaH2POq; upravit pH na 7,8 (NaOH); 20 ml
glycerolu a doplnit do objemu 200 ml deionizovanou vodou.

10% peroxodisiran amonny (w/v) (APS; 1 ml): 0,1 g APS doplnit do objemu 1 ml
deionizovanou vodou.

S.0.C. médium: 2% trypton, 0,5% kvasniény extrakt, 10 mmol-1t NaCl,
2,5 mmol 1 KCI, 10 mmol-1" MgCI2, 10 mmol-1" MgSO4 a 20 mmol-I" glukosa.
10% zaosttovaci gel (5 ml): 1,26 ml Tris-HCI o koncentraci 0,5 mol-dm™ (pH = 6,8);
0,5 ml akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid (40 %); 25 ul APS (10 %); 5 ul
TEMED,; v ptipadé SDS PAGE bylo ptidano 50 ul SDS (10%) a nasledné byl objem
doplnén na 5 ml deionizovanou vodou.

Extrakéni pufr E (100 ml): ptidat 1,19 g HEPES (pH 7,5); 0,43 g NaCl; 0,038 g
EGTA; 100 pl MgCl2 (1 mol-1?); 0,004 g NaF; 10 ml glycerol; inhibitory proteas
Complete 0 objemu 20 pl-ml?; redukéni &inidlo DTT o koncentraci 1 mol-dm™
a objemu 10 pl/ml a doplnit deionizovanou vodou na 100 ml.

10 % rozdélovaci gel (20 ml): 5 ml Tris-HCI o koncentraci 1,5 mol-dm™ (pH = 8,8);
5 ml akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid (40 %); 100 ul APS (10 %); 10 ul
TEMED,; v piipadé SDS PAGE bylo pfidano 200 pul SDS (10%) a 10 ul
bromfenolové modii pro lepsi viditelnost jamek, néasledné byl objem doplnén

na 20 ml deionizovanou vodou.
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o Running pufr 1x (1000 ml): ptidat 3 g Tris; 14,4 glycin; 1 g SDS a doplnit do objemu
1000 ml deionizovanou vodou.

o Transfer pufr 1x (1000 ml): ptidat 3 g Tris; 14,4 glycin a doplnit do objemu 1000 ml
deionizovanou vodou.

o TAE, 1x (1000 ml): Do 900 ml deionizované vody ptidat 100 ml TAE, 10x.

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

o Analytickd vaha XA110/2X (Radwag)

o Aparatura pro transfer proteinii Mini Trans-Blot Cell (BioRad)

o Autoklav Sterrivap HP IL (MMM Group)

o Automatické pipety (Eppendorf)

o Centrifuga Allegra 64 R (Beckman Coulter)

o Cteci zatizeni Tecan Infinite F200 Fluorescence Microplate Reader (Tecan)

o Dokumenta¢ni zatizeni ChemiDoc MP Imaging System (BioRad)

o Elektroforeticka vana Mini-Protean Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BioRad)

o Elektroforeticka vana Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad)

o Elektroforeticka vana Wide Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad)

o Elektromagneticka michatka MSH-420 (BOECO)

o Epifluorescencni mikroskop Axio Imager.M2 (Zeiss)

o Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad, USA).

o Hlubokomrazici box MDF-U500V X-PE (Panasonic)

o Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop LSM 710 Axio Imager 2 (Zeiss)

o Kultiva¢ni mistnost (WEISS Gallenkamp)

o Lamindrni box (Merci)

o Mikrovlnna trouba MHE21 (HITACHI)

o Mrazni¢ka LIE G 5216 513L (Liebherr Comfort)

o NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific)

o Obrazovy skener Image Scanner III (GE Healthcare)

o PCR cykler (T100 Thermal Cycler, BioRad)

o pH metr PC 2700 (Eutech Instruments)

o Piistroj pro elektroporaci BTX™ ECM™ 399 Exponential Decay Wave
Electroporator (ThermoFisher Scientific)

o Spektrofotometr Infinite M Nano (Tecan)

o Stolni centrifuga ScanSpeed 1730R (LaboGene; Dansko)
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o Stolni centrifuga Spectrafuge 24D Digital Lab Microcentrifuge (Labnet)

o Ttepatka MR-12 (Biosan)

o Vyrobnik deionizované vody Simplicity water purification system (Merck Millipore)
o Zdroj napéti PowerPac HV (BioRad)

4.4 Seznam pouZzitych programi

o ApE - A plasmid Editor v2.0.37 (M.W. Davis)

o Geneious version 7.1 (Biomatters)

o Image Lab™ Software (Bio-Rad Laboratories Inc.)

o Microsoft Office (Excel, Powerpoint, Word) (Microsoft)
o ZEN (black edition) v3.0 (Zeiss)

o ZEN 3.4 (blue edition) (Zeiss)

45 Metody

45.1 Navrzeni primeru

Pro navrzeni primertt bylo tfeba ziskat sekvenci genu OMTK1. V databazi NCBI byla
ziskana sekvence CDNA genu OMTK1 (Ref. 3). Pro ziskani sekvence gDNA a promotoru genu
OMTKZ1 byla vyuzita webova stranka Sequenceserver 2.0.0 (Priyam et al., 2019), kde byla
vlozena sekvence cDNA genu OMTK1 a z databaze nukleotidi bylo zvoleno pole Medicago
sativa ~ Genomic  Sequence  Collection. Dale byla  stahnuta  sekvence
medsa.RegenSY27x.gnm0_9.ptg000360Il ve formatu FASTA, jelikoZ toto sekvenovani bylo
provedeno u rostliny M. sativa kultivaru Regen SY (RSY), tudiz na stejném kultivaru, ze
kterého byla izolovana gDNA v mé praci. Sekvence nukleotidti byla zobrazena v softwaru ApE
— A plasmid Editor v2.0.37, ve které bylo mozno ziskat sekvenci gDNA a promotoru.

Byly navrZzeny PCR primery se specifickymi attB misty, aby je bylo nasledné mozné
v BP reakci vnést do entry klonu. Pfi navrhovani primert byl pro zjisténi specifickych attB
sekvenci pouzit manual ,,MultiSite Gateway® Three-Fragment VVector Construction Kit Using
Gateway® Technology to simultaneously clone multiple DNA fragments* verze D (Invitrogen,
2007). U navrzenych PCR primerd byla délka attB mist 22 az 25 nukleotidd a sekvence
nukleotiddi odpovidajici genu zajmu 18 az 25 nukleotidii dlouhd. Pro ziskdni A fragmentu
pro rekombinaci do donorového vektoru pDONR'™P4-P1IR byly navrzeny primery
pro promotor, kde predni primer obsahuje attB4 misto a zadni primer attB1 misto. Pro ziskani
B fragmentu pro rekombinaci do donorového vektoru pDONR™207 byly navrzeny primery
pro cDNA a gDNA, tak aby pfedni primer obsahoval attB1 misto a zadni primer attB2 misto.
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Pro ziskani C fragmentu pro rekombinaci do donorového vektoru pPDONR™P2R-P3 byly
navrzeny primery pro cDNA a gDNA, kde pfedni primer obsahuje attB2 misto a zadni primer
attB3 misto.

Pro ovéteni spravného cteciho ramce entry klont byly navrzeny primery pro jejich
osekvenovani. Primery byly navrzeny, aby jejich Tm odpovidala piiblizné 55 — 60 °C a aby
délka vzniklych amplikoni odpovidala piiblizn¢ 1000 bp. Jako kontrola byly vzdy
na osekvenovani zaslany dva rtizné entry klony obsahujici stejny fragment. Mikrozkumavky
obsahujici 500 ng entry klonu a 2,5 pl primeru (10 pmol-pl™) byly doplnény do 10 ul PCR
vodou a odeslany firm¢ SEQme s.r.o.

Délka navrhnutych primeru byla dale upravena v kalkulatoru teplot pro nasedani primerd
od firmy NEB a ThermoFisher (Ref. 4 a 5), a to tak, aby nasednuti pfedniho a zadniho primeru
probihalo pii podobné teploté. Pro finalni ipravu podoby primerti byla pouzita webova stranka
Integrated DNA technologies (Ref. 6). Zde byla vybrana zalozka Tools a nasledné
OligoAnalyzer™ Tool, kde byla vyhodnocena pravdépodobnost vzniku vlasenek a dalSich
nezadoucich sekundarnich struktur. Pfedev§im primer-dimer, coz jsou kratké nechténé
produkty vznikajici hybridizaci komplementarnich bazi bud’ mezi dvéma stejnymi primery
anebo mezi pfednim a zadnim primerem. Délka primera byla upravena tak, aby byla sniZzena

pravdépodobnost jejich vzniku.

452 PCR pro ziskani amplikonu

Primery objednané z firmy Eurofins genomics byly nafedény PCR vodou tak, aby jejich
koncentrace odpovidala 10 pmol-I?. Koncentrace navrhnutych primerti byla ovéfena
na NanoDropu.

Pro ovéfeni funk¢nosti primert byla provedena PCR s enzymem Phire II DNA polymerase.
Slozeni PCR reakce je uvedeno v Tabulce 3, jako templat byla vyuzita v piipadé A fragmentu
gDNA. Pro B a C fragment byla pouZita, jak cDNA (pfipravena ze 2 ng RNA a 40x fedéna),
tak gDNA (25 ng-ul?). Podminky pro polymerazovou fetézovou reakci v thermocykleru byly
nasledné, uvodni denaturace — 98 °C/30 s, nasledné 35 cyklu sloZzenych z denaturace, nasednuti
primert a extenze, kde denaturace prob¢hla pti — 98 °C/5s, nasednuti primert — zde byl nastaven
teplotni gradient pro A fragment 56,1 °C, pro B fragment 54 °C a pro C fragment 57,2 °C /5s,

extenze — 72 °C/1 min nasledovala zavérecna extenze — 72 °C/1 min a ochlazeni 12 °C/oo.
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Tabulka 3: Slozeni PCR smési pro ovéfeni funkénosti primerd.

Komponenty Finalni Objem 1 reakce
koncentrace (]
PCR voda 5,6
5x Phire 11 Buffer 2
Phire 11 DNA polymerase 0,2
10 mmol-dm3dNTPs 0,5 mmol-dm™ 0,2
10 pmol-dm pitedni primer 0,5 pmol-dm™ 0,5
10 pmol-dm zadni primer 0,5 p,mol'dm'3 0,5
templat gDNA/CDNA 1
Celkovy objem 10

Pro ziskani amplikonti genu zajmu vyuzitych pii klonovani byla provedena PCR s enzymem
iProof™ High-Fidelity DNA polymerase. Slozeni PCR reakce je uvedeno v Tabulce 4, jako
templat byla vyuzita v piipadé A fragmentu gDNA. Pro B a C fragment byla pouZita, jak gDNA
tak cDNA. Podminky pro polymerazovou fetézovou reakci v thermocykleru byly nasledné,
uvodni denaturace — 98 °C/30s, nasledné 35 cyklu slozenych z denaturace, nasednuti primert
a extenze, kde denaturace probé&hla pii — 98 °C/10s, nasedani primert — zde byl nastaven
teplotni gradient pro A fragment 56,1 °C, pro B fragment 54 °C a pro C fragment 57,2 °C /30s,
extenze — 72 °C/3,5 min, nasledovala zavére¢na extenze — 72 °C/10 min a ochlazeni 12 °C/o0.
Experiment byl opakovan, jelikoZ se nepodafilo ziskat vS§echny amplikony, podminky PCR
reakce byly upraveny nasledné, teploty u nasednuti primerd byly snizeny pro B fragment
na 52 °C a pro C fragment na 55,2 °C /30s a ¢as extenze byl prodlouzen na — 72 °C/4 min.

Nasledné¢ byla provedena agarosova gelova elektroforéza pro ovéfeni ptitomnosti

amplikonti. U promotoru byla ocekavana délka 2 055 bp, u cDNA 1 779 bp a u gDNA 6 597 bp.
4.5.3 Prefisténi PCR produktu

Po elektroforetickém ovéteni pritomnosti amplikoni byly PCR produkty piecistény Kitem
Nucleospin gel and PCR clean-up, byl pouzit manual piilozeny vyrobcem (popis viz Piiloha 2,
Protokol 1). Po pfecisténi byla pro ovéfeni cCistoty amplikonl provedena agarosova
elektroforéza, zaroven byla koncentrace a €istota ziskanych amplikont zmétena na NanoDropu.

Mikrozkumavky s piecisténymi PCR amplikony byly uchovavany v mrazaku pii — 20 °C.
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Tabulka 4: Slozeni PCR smési pro amplifikaci genu OMTKI, ktery byl vyuzit pti klonovani.

Komponenty Finalni Objem
koncentrace [n]
PCR voda 14,25
5x iProof™ HF Buffer 5
10 mmol-I"t dNTPs 0,5 mmol-dm 0,5
10 mmol-I! pFedni primer 0,5 umol'drn'3 1,25
10 mmol:I"'zadni primer 0,5 pmol-dm™ 1,25
iProof™ High-Fidelity DNA 0,25
polymerase
templat gDNA/cCDNA 25
Celkovy objem 25

4.5.4 lzolace donorovych plazmida isopropanolem

Z bungk E. coli kmene DB3.1 (CcdB rezistentni kmen) byly izolovany donorové plazmidy
pDONR™P4-P1R, pDONR™207 a pDONR™P2R-P3, které byly nasledn& pouzity pro BP
rekombinaéni reakci. pPDONR™207, ktery obsahuje stejna att mista jako pDONR™?221, byl
zvolen, jelikoz obsahuje gen pro rezistenci vici gentamycinu. Takto bylo mozné nasledné
provést selekci po LR rekombinacéni reakci S destinacnim vektorem pUBQ10:YFP-GW, ktery
obsahuje rezistenci na kanamycin. Burky E. coli DB3.1 s ptfislusnymi plazmidy byly vyndany
Z hlubokomraziciho boxu, kde byly uchovavany pii -80 °C a byly ponechany se pomalu
rozmrazit na ledu. Pfi sterilnich podminkach bylo pfipraveno LB tekuté médium se selekénimi
antibiotiky. Do 15ml uzaviratelnych zkumavek bylo odlito po 5 ml LB tekut¢ého média
se selek¢énimi antibiotiky a automatickou pipetou bylo pfidano 15 pl ptislusné kultury E. coli
DB3.1. Kultury byly pfes noc ponechany v inkubatoru pii 37 °C a 200 rpm. Jednotlivé
zkumavky byly umistény nasikmo, aby bylo dosahnuto co nejvétsiho zvySeni nartstu bakterii.

Nasledujici den byla provedena centrifugace a 1yze bunék. Narostlé kultury byly prelity
do 2 ml mikrozkumavek a byly umistény na stolni centrifugu po dobu 3 minut, 3 000 g,
supernatant byl odlit. V nasledujicim postupu byly vyuzity pufry z kitu DNA QIAprep Spin
Miniprep. K peletu bylo ptidano 250 pl P1 pufru, ktery slouzi jako stabiliza¢ni roztok,
a mikrozkumavky byly resuspendovany na vortexu. Bylo pfidano 250 pl P2 pufru, kterym byly
bunky lyzovany, a mikrozkumavky byly desetkrat opatrné pfevraceny a ponechany se 5 minut
inkubovat pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo piidano 250 pl predchlazeného P3 pufru, ktery

30



slouzi jako neutralizacni roztok, a mikrozkumavky byly desetkrat opatrné pievraceny
a ponechany se 5 minut inkubovat na ledu.

Nasledovala izolace plazmidové DNA. Mikrozkumavky byly umistény na stolni centrifugu
po dobu 10 minut, 15 600 g. Supernatant byl pienesen do 1,5ml mikrozkumavek a bylo ptidano
700 ul isopropanolu a inkubovano po dobu 5 minut pii laboratorni teploté. Mikrozkumavky
byly centrifugovany po dobu 10 minut, 15 600 g, supernatant byl odlit. Do mikrozkumavek
bylo automatickou pipetou ptidano 750 ul 75% predchlazeného ethanolu a byly centrifugovany
po dobu 5 minut, 5 200 g, supernatant byl odlit. Nasledné byly mikrozkumavky sto¢eny a zbytek
cthanolu byl opatrné odpipetovan automatickou pipetou tak, aby nebyl odebran pelet.
Mikrozkumavky byly ponechany oteviené na ledu, aby se mohl zbytkovy ethanol odpatit,
nasledné bylo pfidano 50 pl PCR vody. Takto pfipravena plazmidovd DNA byla uschovéana
do mrazaku pii -20 °C.

w  Wew

455 Precisténi plazmidové DNA QlAprep Spin Miniprep Kit

Jelikoz u donorovych plazmidt byly metodou gelové agarosové elektroforézy zjistény
ptimési, byla plazmidova DNA ptecisténa QIAprep Spin Miniprep kitem. Byl pouzit manual
ptilozeny vyrobcem (popis viz Ptiloha 2, Protokol 2). Pro ovéfeni ¢istoty eluované plazmidové
DNA byla provedena agarosova elektroforéza. Mikrozkumavky s plazmidovou DNA byly
uschovany v mrazédku pfi -20 °C pro dalsi pouziti.

45.6 BP a LR rekombinaéni reakce

S

Piecisténé PCR produkty s attB misty byly rekombinovany do piislusnych donorovych
plazmidt za vzniku entry klont a nasledné byly transformovany do chemokompetentnich buné¢k
E. coli kmene TOP 10 anebo DHS5a. Pro vytvofeni entry klonu byla provedena BP reakce,
kterou byl vnesen gen zajmu s ptislusnym attB mistem do donorového vektoru s odpovidajicim
attP mistem, a to nasledovné pDONR ™P4-P1R + attB4-PCR produkt-attB1, pDONR™207 +
attB1-PCR produkt-attB2, pDONR™P2R-P3 + attB2-PCR produkt-attB3.

Do smési pro BP reakci byl napipetovan objem odpovidajici 50-ti femtomolim PCR
produktu s attB mistem, 50ti femtomolim donorového vektoru s attP mistem a 2 ul BP
Clonase™ II enzyme mix, kterd byla pfed pouzitim dvakrat po dvou sekundach zvortexovana
a stocena. Objem byl nasledné doplnén PCR vodou na 10 ul. Mikrozkumavky byly umistény
na 16 hodin do thermocykleru pfedehiatého na 25 °C. Pro ukonceni rekombinaéni reakce byl
pfidan 1 pl proteindzy K a mikrozkumavky byly umistény do thermocykleru ptedehtatého
na 37 °C po dobu 10 min. Takto ptipravené entry klony byly transformovany do bunék E. coli

TOP 10 anebo DH5a, pro ovéfeni uspésnosti rekombinace byla u kolonii narostlych na médiu
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se selekénimi antibiotiky provedena PCR kolonii a agarosova elektroforéza. Z bakterii
selektovanych metodou PCR kolonii byly izolovany plazmidy, které byly pro ovéfeni genu
zajmu S$tépeny restrikénimi endonukledzami a ndsledné separovany metodou agarosové
elektroforézy. Plazmidy byly osekvenovany Sangerovym sekvenovanim.

Nasledné byla provedena LR rekombinac¢ni reakce. Do smési pro jednokomponentovou LR
reakci bylo napipetovano 150 ng pPDONR™207 + cDNA OMTK1, 150 ng destina¢niho vektoru
pUBQ10:YFP-GW, 2 ul LR Clonase™ II Plus enzyme. Objem byl nasledné doplnén na 10 pl
PCR vodou. Do smési pro tiikomponentovou LR reakci bylo napipetovano 10 fmol od kazdého
ze tii entry klonti pEN-L4-2-R1™ (obsahujici gen pro konstitutivni promotor 35S), pEN-L1-F-
L2™ (obsahujici gen pro GFP) a pDONR™P2R-P3 + c¢cDNA OMTKI, dile 20 fmol
destina¢niho vektoru pB7m34GW,0. Ktakto pfipravené smési bylo pfidano 2 pl
LR Clonase™ Il Plus enzym. Objem byl nasledn¢ doplnén na 10 pl PCR vodou.
Mikrozkumavky byly umistény na 16 hodin do thermocykleru piedehfatého na 25 °C,
rekombinacni reakce byla ukoncena piidanim 1 ul proteinazy K a umisténim mikrozkumavek
do thermocykleru piedehiatého na 37 °C po dobu 10 min. Vytvoiené expresni klony byly
nasledné transformovany do bunék E. coli TOP 10 a bylo provedeno stejné jako u BP reakce
ovéfeni pfitomnosti rekombinovaného genu z4jmu metodou PCR kolonii a Stépenim
restrikénimi endonukleazami s naslednou separaci agarosovou elektroforézou. Expresni klony

byly transformovany do A. tumefaciens kmene GV3101.

457 Transformace chemokompetentnich bunék a elektrokompetentnich bunék E. coli

Plazmidy byly po BP rekombinacni reakci transformovany do chemokompetentnich bunék
E. coli kmene DH5a anebo TOP10. Dva kmeny byly pouzity z divodu otestovani poctu
narostlych kolonii u jednotlivych kmenti a vybrani vhodnéjsiho. Po LR rekombinacni reakci
byly plazmidy transformovany do chemokompetentnich bunék DH5a. Do 2ml mikrozkumavek
se 100 ml chemokompetentnich bunék, které byly uchovavany pti - 80 °C, bylo v poloroztalém
stavu ihned pfidano 3 pl smési po BP reakci, ktera byla inhibovana proteinazou K. Zkumavky
byly umistény na led po dobu 30 minut a po 10 minutach byl jejich obsah jemné promichén.
Zkumavky byly umistény do thermobloku ptedehiatého na 42 °C po dobu jedné minuty, poté
byly zkumavky umistény na dvé minuty na led. Do mikrozkumavek bylo pfidano 150 ul S.O.C.
média a vrsky mikrozkumavek byly obaleny parafilmem. Takto zaviené mikrozkumavky byly
piipevnény v horizontéalni pozici do inkubatoru pti 37 °C po dobu jedné a ptl hodiny.

Po tfikomponentové LR rekombinaéni reakci byly plazmidy transformovany

i do elektrokompetentnich bunék E. coli kmene TOP10 z divodu netspésné transformace
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chemokompetentnich bun¢k. Do 1,5ml mikrozkumavek bylo k 90 ul elektrokompetentnich
bun¢k pridan 1 pl destina¢niho vektoru po LR rekombinaci, ktery byl inhibovan proteinazou K,
mikrozkumavky byly kratce zvortexovany a stoceny. Roztok plazmidu a elektrokompetentnich
buné¢k byl pienesen do kyvety uréené k elektroporaci plastovou kapilarni pipetou. Kyveta byla
vlozena do elektroporatoru, kde byly buriky transformovany pii 1800V po dobu 5 ms.
Po transformaci bylo k buitkam piidano plastovou kapilarni pipetou 150 ul S.O.C. média,
roztok byl promichan a byl pfenesen do 1,5ml mikrozkumavek. Vrsky mikrozkumavek byly
obaleny parafilmem a byly umistény do inkubatoru pti 37 °C, 200 rpm po dobu jedné hodiny.
Obsah mikrozkumavek s chemokompetentnimi i elektrokompetentnimi bufikami byl
Vv aseptickém prostfedi laminarniho boxu pifenesen automatickou pipetou na Petriho misky
s tuhym LB médium obsahujicim selekéni antibiotikum. LB medium na Petriho miskach bylo
predehiato na 37 °C. Bakteriologickou hokejkou byla tekutina krouZzivym pohybem
rovnomérné rozetiena. Petriho misky byly ponechany ptes noc v inkubatoru pti 37 °C spodni

stranou s tuhym LB médiem vzhiiru.

4.5.8 PCR kolonii pro ovéreni rekombinace plazmidu

Pro ovéfeni pritomnosti genu zajmu v entry klonech a expresnich klonech byla provedena
PCR kolonii. Tento krok byl proveden pro vylouceni bakterii E. coli obsahujici plazmidy, které
byly transformovany nespecifickymi produkty tzv. primer-dimery.

Do 300ul mikrozkumavek bylo napipetovano 10 pl PCR vody. V Petriho miskach
s narostlymi bakteriemi E. coli DH5a anebo TOP10, které byly ponechany v inkubatoru pies
noc po jejich transformaci tepelnym Sokem, byly vybrany jednotlivé kolonie, které byly $pickou
od automatické pipety odebrany a pieneseny do piipravenych mikrozkumavek s PCR vodou.
Spicka byla nékolikrat propipetovana pro rozsuspendovani veskerého biologického materiélu.
Mikrozkumavky s templatem byly zvortexovany a kratce stoceny.

V Tabulce 5 jsou uvedeny jednotlivé ovéfované konstrukty, pouzité primery a teplota jejich
nasednuti pouzita v thermocykleru, ktera byla ur¢ena na webové strance viz Ref. 4 a 5. Délky
jednotlivych amplikond byly zjistény v in silico mapach vytvofenych pro jednotlivé vektory.

Podminky nastavené v Thermocykleru byly nésledné, tivodni denaturace — 95 °C/60s,
nasledné 40 cykld sloZenych z denaturace, nasednuti primerti a extenze, kde denaturace
probéhla pti — 95 °C/30s, nasedani primert — 1min, extenze — 72 °C/Imin, nasledovala
zavérecna extenze — 72 °C/10 s a ochlazeni 12 °C/ec. Nasledné byla provedena PCR kolonii,
jednotlivé komponenty reakce jsou uvedeny v Tabulce 6. Pro ovéfeni piitomnosti amplikont

byla provedena agarosovéa gelova elektroforéza.
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Tabulka 5: Konstrukty, které byly ovéfeny metodou PCR kolonii, pouzité primery a jejich teplota

nasednuti pouzita v thermocykleru.

Teplota
nasednuti
Konstrukt Piedni primer Zadni primer
primeru
[°C]

pDONR™P4-
P1R + promotor SegMe_M13_Fw SegqMe_M13 Rev 52,1
OMTK1
pDONR™P2R-
P3 + cDNA SeqMe_M13_Fw SeqMe_M13_Rev 52,1
OMTK1
pDONR™207 +

pDONR207_seq_Fw pDONR207_seq_Rev 56,2
cDNA OMTK1
pDONR™P2R-
P3 + gDNA SeqMe_M13_Fw OMTK1_E2 Revl 56,5
OMTK1
pDONR™207 +

pDONR207_seq_Fw OMTK1_E2 Revl 57,1
gDNA
pUBQ10:YFP-
GW + cDNA OMTK1 E7 Fwl SeqMe_M13Fw 56,5
OMTK1
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Tabulka 6: SloZeni PCR smési pro ovéfeni pfitomnosti genu zajmu v entry klonech

Komponenty Finalni Objem
koncentrace [ul]

PCR voda 6,75

DreamTaq Buffer 1

10 mmol-dm2 dNTPs 0,5 mmol-dm™ 0,2

10 pmol-dm pi‘edni primer 0,5 pmol-dm™ 0,5

10 pmol-dm zadni primer 0,5 pmol-dm 0,5

DreamTaq Polymerase 0,05

Templat 1

Celkovy objem 10

45.9 Izolace entry kloni kitem Sigma Aldrich

Z bunék nesoucich entry klony a destina¢ni vektory, u kterych byla metodou PCR kolonii
prokéazana ptitomnost amplikonli genu zajmu, byly izolovany plazmidy kitem Sigma Aldrich.
Z 300ul mikrozkumavek s PCR vodou a setfenymi koloniemi bakterii E. coli DH5a anebo
TOP10, které byly odebrany z tuhého LB média na Petriho miskach, bylo odebrano 5 pl
roztoku. Takto odebrany roztok byl napipetovan v aseptickém prostiedi laminarniho boxu
do Falkonovych zkumavek s 5ml tekutého LB média obsahujiciho selekéni antibiotikum.
Falkonovy zkumavky s bakteriemi byly ponechany pies noc v inkubatoru pii 37 °C a 200 rpm.

Z narostlych  kultur bakterii byly nasledujici den pfipraveny zasobni bakterialni
kryokonzervy. V aseptickém prostiedi laminarniho boxu bylo do 2ml mikrozkumavek
napipetovano 700 pl 80% glycerolu a 700 pl narostlé kultury bakterii v LB tekutém médiu.
Mikrozkumavky byly zvortexovany a poté ponofeny do tekutého dusiku a po uplném zmrznuti
uchovany v hlubokomrazim boxu pti — 80 °C.

Nasledné byly izolovany plazmidy kitem Sigma Aldrich, bylo postupovano dle manualu
(popis viz Ptiloha 2, Protokol 3). U izolované plazmidové DNA byla na NanoDropu zjiSténa
hodnota poméru absorbanci A260/280 a koncentrace.

4.5.10 Agarosova elektroforéza

Pro ovéfeni pfitomnosti amplikonli byla provedena gelova agarosova -elektroforéza
v elektrolytu 1x TAE. Na laboratornich vahach byl odvazen 1 g agarosy do 250 ml

Erlenmeyerovy banky a odmérnym valcem bylo pfilito 100 ml 1x TAE. Erlenmeyerova batika
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byla umisténa do mikrovinné trouby a suspenze byla zahiivana az do rozpusténi vSech krystalek
agarosy. Nasledné po klesnuti teploty roztoku pod 60 °C bylo piidano barvivo Midori Green
Advance DNA/RNA stain a roztok byl pielit do sestavené elektroforetické aparatury. Ta byla
za pomoci vodovahy vyvazena, a poté do ni byl umistén hiebinek pro vytvoreni jamek v gelu.

Po zatuhnuti byl gel umistén do elektroforetické vany, ktera byla doplnéna roztokem
1x TAE, tak aby roztok neptesahoval rysku. Nasledn¢ byl z gelu opatrné vyjmut hiebinek, aby
nedoslo k poskozeni jamek v gelu. K 1 pl PCR produktu bylo pfidano 4 ul PCR H20 a 1 pl
6X DNA Loading Dye, takto pfipraveny vzorek byl Spickou automatické pipety opakovanym
nasatim a vypusténim dikladné promichan a byl nanesen do jamky v agarosovém gelu.
Po stranach bylo do jamek automatickou pipetou naneseno 1,5 pl standardu GeneRuler™ 1 kb
plus DNA ladder.

Elektroforéza byla spusténa pii 90 V po dobu az 70 minut, gel byl po 20 minutach vyndavan
a byly pofizovany snimky v Gel Doc™ EZ Imager.

4.5.11 Méreni koncentrace a Cistoty dsDNA a SSDNA

Pro ovéfeni Cistoty a koncentrace PCR amplikonti a izolovanych plazmidi byl pouzit
NanoDrop™ Lite Spectrophotometer. Na pfistroji bylo vybrano méfeni dsDNA, jako blank byl
pouzit 1 ul PCR vody. Kapka PCR vody byla ususena buni¢inou a nasledné byl nanesen 1 pl
vzorku, u kterého byla zmétena koncentrace a hodnota poméru absorbanci A260/280, ze které
bylo mozno usoudit ¢istotu vzorku.

Pro kontrolu spravného natedéni zakoupenych primerd byl NanoDrop nastaven pro méfeni
ssDNA a jako blank byl pouzit 1 ul PCR vody. Nasledné byl nanesen 1 pl primeru o koncentraci
10 umol-dm™ a byla zméfena jeho absorbance pii A260. V kalkulatoru Oligo Calc (Kibbe,
2007) byla zadana nukleotidova sekvence navrzeného primeru, po stisknuti tlacitka vypocitat
bylo spo¢teno kolika molarni je primer pii hodnoté absorbance A260 rovna jedné. Pro zjisténi
molarity natfedénych primerti byla tato hodnota vynasobena zmétfenou absorbanci primeru
pii A260.

4.5.12 Restrikéni Stépeni entry klonu

Pro ovéfeni pfitomnosti genu zajmu v entry klonech a expresnich klonech byla vyuzita

metoda restrikéniho S§tépeni. K urceni §tépnych mist byl pouzit program ApE — A plasmid
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attP1
Start kodon

pDONR207-OMTK1 gdna NCBI_Bfr_gDNA ape
Size sitel site? Mass %

[N

6906 Pstl 7135 Pstl 4075 69
2825 Pstl 4075 Pstl 6900 28 lI
235 Pstl 6900 Pstl 7135 2

pDONR207-OMTK1_Bfr_gDNA

il
]*4075 Pstl

9966 bp

7135 Pstl (3)
attP2
E8
6900 Pstl (3)
7
E7

Obrazek 9: Piiklad analyzy S$tépnych mist v programu ApE — A plasmid Editor v2.0.37
pro pDONR™207 + gDNA OMTKI pii pouziti restrikéni endonukleazy Pstl. V plazmidu jsou
pritomna tfi $tépna mista v intronu 3, exonu 8 a attP2 misté plazmidu pDONR207. Vysledné fragmenty

po restrikéni endonukleaze budou odpovidat délce 6906, 2825 a 235 bp.

Editor v2.0.37, ve kterém byly in silico sestaveny mapy rekombinovanych plazmidi. V takto
vytvotrenych mapach byly nasledné vyhledany restrikéni endonukledzy, které §t€pi plazmidy
minimalné ve dvou mistech viz Obrazek 9. Pro porovnani byl vzdy restrikéné Stépen 1 prazdny
plazmid obsahujici CcdB gen.

Dle $tépnych mist predikovanych in silico a dostupnosti enzymt byly vybrany vhodné
restrikéni endonukleazy. Na webovych stranek firmy ThermoFisher Scientific byl vybran
nejucinnéjsi pufr a doporucena teplota reakce viz Ref. 7. V ptipadé pouZziti dvou enzymu byla
vyuzita stranka DoubleDigest Calculator viz Ref. 8. Do jedné reakce bylo ptfidano 0,2 ul
enzymu a 1 pl pufru, 4 pl vzorku plazmidové DNA a objem byl doplnén na 10 pl PCR vodou.
Enzymy a pufry byly pouzity v kombinaci Pstl Fast Digest s 10x FastDigest Buffer, Pstl
s 10x Orange buffer, Pvul a Tagl a Pstl+Pvul s 10x R buffer. Takto pfipravené vzorky byly
nasledné vlozeny na 1 hodinu do thermocykleru pfi pouziti FastDigest enzymu nebo na 2 hodiny
pii pouziti zbylych enzymi. Thermocykler byl nastaven na 37 °C pfi pouziti enzymu Pstl Fast
Digest, Pstl a Pvul. Pti pouziti enzymu Taql byl thermocykler nastaven na teplotu 65 °C.

Nasledné byly vzorky pfipraveny na agarosovou elektroforézu. Enzym Pstl Fast Digest jiz
obsahuje barvivo urcujici polohu pfi separaci v agarosovém gelu a glycerol, tudiz vzorky byly
ihned naneseny na gel v objemu 5 ul. U enzymu Pstl, Pvul a Tagl bylo k 5 pl vzorku pfidan

1 ul 6x DNA Loading Dye a az poté byly naneseny na gel.

37



4.5.13 Transformace A. tumefaciens chladovym Sokem

Kryokonzervy chemokompetentnich bunék A. tumefaciens kmene GW3101 v 2ml
mikrozkumavkach byly umistény na led a ponechany zde, dokud bakterialni suspenze nenabyla
poloroztitého stavu. Nasledné bylo do mikrozkumavek ptidano po 10 pl plazmidu
AtUBQ10::YFP:cOMTK1 o koncentraci 100 ng - pl*t. Mikrozkumavky byly ponechiny po
dobu 30 minut na led¢, kde byly prabézn¢ mirnym poklepanim na spodek mikrozkumavky
promichavany. Transformace chladovym Sokem (z ang. cold-shock) byla provedena ponoienim
mikrozkumavek po dobu 5 minut do tekutého dusiku. Néasledn¢ byly mikrozkumavky
ponechany roztat pii laboratorni teploté¢ a bylo pfidano 150 pl S.O.C. média. Vrsky byly
zajiStény parafilmem a mikrozkumavky byly umistény po dobu 2 hodin do inkubatoru
pii 200 rpm.

Bakterie v S.0.C. médiu byly v aseptickém prostiedi laminarniho boxu automatickou
pipetou pieneseny na Petriho misky s tuhym LB médiem se selekénimi antibiotiky, na néz byly
rovnomerné rozetfeny bakteriologickou hokejkou. Nasledné byly Petriho misky ponechany

VvV zatemnéném inkubatoru pii 28 °C po dobu 2 dni.

45.14 Transientni transformace N. benthamiana

Pro ovéfeni funkénosti konstruktu AtUBQL10::YFP:cOMTK1, ktery byl transformovan
do bakterii A. tumefaciens, a lokalizaci fazniho proteinu in vivo byla provedena transientni
transformace. Z Petriho misek s tuhym LB médiem, na nichz narostly kolonie bakterii byly
vybrany jednotlivé kolonie, které byly setfeny sterilnim dfevénym paratkem do S50ml
Falkonovy zkumavky obsahujici 10 ml LB tekutého média se selekénimi antibiotiky. Jako
negativni kontrola a zarovenl blank pfi méfeni optické hustoty byla pouzita 1,5ml
mikrozkumavka obsahujici 1,2 ml LB tekutého média se stejnou koncentraci selekénich
antibiotik, do které nebyly pfidany bakterie. Bakterie a negativni kontrola byly ponechany
ve tme jeden den pii 28 °C a 200 rpm. Z narostlych kultur byly vytvotfeny kryokonzervy.

Falkonovy zkumavky s narostlymi kulturami byly umistény do centrifugy pti 3000 g
po dobu 10 minut. Supernatant byl odlit a k peletu byly pfidany 2 ml inokula¢niho média,
zkumavky byly dikladné zvortexovany, aby doslo k rozpusténi veskerého peletu. Falkonovy
zkumavky byly znovu centrifugovany pii 3000 g po dobu 10 minut za uc¢elem vymyti zbytka
antibiotik a LB média. Supernatant byl odlit, byly pfidany 2 ml inokula¢niho média a zkumavky
byly zvortexovany.

V kyvetach, do kterych bylo napipetovano 50 ul bakterialni kultury a 450 pl inokula¢niho
média, byla zméfena opticka hustota pii 600 nm (ODsoo), ze ziskanych hodnot byl vypocten
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objem bakterialnich kultur, které byly napipetovany do mikrozkumavek spole¢né s inokulacnim
médiem. Bakterialni kultura byla nafedéna inokulaénim médiem tak, aby opticka hustota v 2 ml
odpovidala ODeoo = 0,7. Takto ptipravené bakterialni suspenze byly inkubovany ve tmé po dobu
2 hodin.

Rostliny N. benthamiana, které byly péstovany v kontrolovanych podminkach fytotronu,
byly minimaln¢ dvé hodiny pied transformaci zality vodou, aby doslo k otevieni stomat
rostliny. Inokula¢ni médium s bakteriemi bylo nabrano do plastové injekéni stiikacky
a vtlaceno pres stomata do spodni strany listll. Zona infiltrace byla oznacena cernou fixou.

Cast inokulovanych listi byla pouzita k fenotypové analyze, jako kontroly byly pouZity listy
inokulované konstrukty p19 a inokula¢nim médiem bez bakterii. Prubézné byly pofizovany
snimky listu.

4.5.15 Mikroskopické pozorovani

Pozorovani inokulovanych listd bylo provedeno 2 az 3 dny po transientni transformaci.
Mikroskopické preparaty byly pfipraveny odstfizenim ¢asti listi ve tvaru trojthelniku, kdy
jeden ze tii vrcholii obsahoval inokulovanou ¢ast listu a dva zbylé byly az za inokulovanou
zonou. Odsttizena ¢ast listu byla abaxialni stranou vzhiru umisténa na podlozni sklicko. Na list
byla nanesena kapka deionizované vody a vzorek byl prekryt krycim sklickem, cely preparat
byl navic stabilizovan upevnénim parafilmu po stranach. Listy byly pozorovany
pod epifluorescencnim mikroskopem Axio Imager.M2 (objektiv EC Plan-Neofluar 20x/0,4
Korr M27) a konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem LSM 710 Axio
Imager 2 (objektiv Plan-Apochromat 20x/0,8 M27). Snimky byly pofizeny a zpracovany
v aplikaci ZEN 3.4 (blue edition) a ZEN 3.0 (black edition), kde byla pouzita aplikace ,,Z-stack*
pro snimani vice optickych rovin jedné bunky.

Na epifluorescenénim mikroskopu byla pouzita Cernobild kamera a kandl TagYFP
s excitacni vlnovou délkou 508 nm a emisni vlnovou délkou 524 nm, ktery odpovida
excitatnimu maximu proteinu YFP. Pro ovéfeni specifity signalu byly jako kontroly pouzity
kanaly DAPI s excitacni vinovou délkou 353 nm a emisni vinovou délkou 465 nm a kanal
TagRFP s excitacni vinovou délkou 558 nm a emisni vinovou délkou 583 nm, ¢imzZ byla
vylouc¢ena autofluorescence listu pii pouziti funkce ,,merge* kdy dochazi k piekryvu kanalu a je
mozno vyhodnotit specificitu signalu. Na konfokalnim mikroskopu byly pouzity kandly YFP
s excitacni vinovou délkou 514 nm a emisni vlnovou délkou 571 nm, RFP s excitac¢ni vlnovou
délkou 633 nm a emisni vlnovou délkou 680 nm a DAPI s excitaéni vlnovou délkou 405 nm

a emisni vlnovou délkou 457 nm.
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4.5.16 Extrakce proteini

Proteiny byly extrahovany z listd N. benthamiana tfi dny po tranzientni transformaci. Z listd
byly odstfizeny inokulované oblasti, které byly nésledné zmrazeny v tekutém dusiku
a uchovavany pii -80 °C. Po celou dobu homogenizace byly listy uchovavany v tekutém dusiku,
vSechny laboratorni nastroje véetné tieci misky s tlouckem byly vychlazeny tekutym dusikem,
aby nedoslo k degradaci proteint. Listy byly umistény do tfeci misky, kde byly rozmélnény
na jemny prasek, ktery byl pienesen do 1,5ml mikrozkumavek ptiblizné po rysku 250 pl.
Mikrozkumavky byly ihned umistény do tekutého dusiku a nasledné skladovany pii -80 °C
do dalsiho pouziti.

Ke vzorkiim, které byly pouzity pro SDS-PAGE, byl pfidan pufr E. Do 1,5ml
mikrozkumavek s homogenizovanymi listy bylo ptidano 200 ul vychlazeného extrakéniho
pufru E. Ke vzorkiim, které byly pouzity pro nativni PAGE bylo ptidano 200 ul fosfatového
pufru. Mikrozkumavky byly kratce promichany na vortexu, stoeny na stolni centrifuze
a ponechany 30 minut na ledu, nasledné byly centrifugovany pii 7000 g po dobu 10 minut
v piedem vychlazené centrifuze na 4 °C. Supernatant byl odebran do novych piedem
vychlazenych 1,5ml mikrozkumavek a centrifugace byla zopakovana za ucelem ziskani ¢istého
supernatantu bez peletu. Takto pfipravené vzorky extrahované ve fosfatovém pufru byly
uskladnény pii -20 °C.

Ke vzorkiim extrahovanym v pufru E byl ptidan 4x Laemliho pufr (Laemmli Sample Buffer,
LSB) obsahujici 2-merkaptoethanol. Ke 150 ul vzorku bylo pfidano 50 pl 4x LSB (obsahujici
10 pul 2-merkaptoethanolu). Pomér extraktu proteint a ¢inidla odpovidal poméru 3:1 a finalni
koncentrace 2-merkaptoethanolu ve vzorku byla 5 %. Takto piipravené vzorky byly
promichany na vortexu a stoeny na stolni centrifuze. Nasledné byly mikrozkumavky umistény
do thermobloku a denaturovany pti 95 °C po dobu 3 minut. Po zchladnuti vzorkd umisténych
na ledu byly uchovany pii -20 °C.

4.5.17 Méreni koncentrace proteini

Stanoveni koncentrace izolovanych proteint z rostliny N. benthamiana bylo provedeno
Bradfordovou metodou, a to méfenim zmény absorbance po adsorpéni vazbé barviva
na molekulu proteinu.

Bradfordovo ¢inidlo 5x bylo smichano s deionizovanou vodou v poméru 1:5. Takto nafedéné
Bradfordovo ¢inidlo 1x bylo rozpipetovano po 299 ul do 96 jamkové desticky. Nasledn¢ byl
do kazdé jamky piidan 1 ul proteinti rozpusténych v extrakénim pufru E. Jako referenéni vzorek

byl vyuzit extrak¢éni pufr E bez izolovanych proteinti. Jednotlivé jamky byly opatrné
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promichény pipetou, tak aby se nevytvofily bubliny vzduchu, a byly ponechany inkubovat
se po dobu 10 minut. Nasledné byla 96 jamkova desti¢ka vlozena do piistroje Tecan Infinite
F200 Fluorescence Microplate Reader, kde byly zméfena absorbance pti vinové délce 595 nm.

Kazdy vzorek byl méfen ve tfech opakovanich. Vysledna koncentrace byla vypoctena
za pomoci kalibra¢ni kiivky, kterd byla vytvofena zméfenim koncentraci roztokit BSA o znamé
koncentraci (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 pg-ul™?). Vypodtené koncentrace
byly pouzity pro naneseni stejného mnozstvi proteinti na polyakrylamidovy gel. Vypocty

a zpracovani dat bylo provedeno v programu Microsoft Excel.

45.18 Nativni PAGE

Za ucelem ovéteni pritomnosti fizniho proteinu byly separovany proteiny extrahované
ve fosfatovém pufru na polyakrylamidovém gelu za nedenaturujicich podminek. Byl ptipraven
Imm polyakrylamidovy gel, kde spodni €ast tvofil 10% rozd€lovaci gel a vrchni ¢ast 10%
zaostfovaci gel. Do pfipravené aparatury byl nalit rozdélovaci gel, ktery byl pievrstven
isopropanolem a gel byl ponechan 45 minut zatuhnout. Isopropanol byl odlit a do aparatury byl
nalit zaostfovaci gel. Po 30 minutadch byla aparatura pro elektroforézu vlozena do vanicky
s ledem, aby bylo zabranéno zahiati pufru a denaturaci vzorkl. Gel byl zalit 1x Transfer pufr
a do jednotlivych jamek bylo naneseno po 15 pl od kazdého vzorku. Aparatura byla ptipojena
ke zdroji napéti a byla spusténa po dobu 10 min pii 100 V a néasledné¢ 60 minut pti 180 V.
Po ukonceni separace byl gel umistén do deionizované vody, kde byl promyt po dobu 10 minut.
Snimek gelu byl pofizen v dokumentaénim zafizeni ChemiDoc MP Imaging Systém.

Po zmé&feni fluorescence byly snimky vyhodnoceny za pomoci softwaru Image Lab.

45.19 SDS-PAGE a Western blot

Byla provedena SDS-PAGE za ucelem separace proteini. Nejdiive byl pfipraven
polyakrylamidovy gel, spodni ¢ast tvofil 10% rozdé€lovaci gel a vrchni ¢ast 10% zaostfovaci
gel. Gel byl umistén do elektroforetické aparatury umisténé ve vanicce s ledem a byl zalit
1x Running pufrem. Do prvni jamky bylo napipetovano 5 pl proteinového standardu (Precision
Plus Protein Dual Colour Standards) a do zbylych jamek 20 pg proteind extrahovanych
v pufru E. Separace proteini probihala po dobu 75 minut pii 180 V. Proteiny separované
metodou SDS-PAGE byly po dobu 10 minut promyty v deionizované vod¢ a nasledné po dobu
10 minut v Transferovém pufru 1x.

Nasledné byly separované proteiny pieneseny na membranu. Pfed slozenim kazety byla

PVDF membrana o rozmérech stran 8,5 a 6 cm aktivovana ponofenim do methanolu po dobu
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30 s. Nasledn¢ byla sestavena kazeta, a to z houbicky, filtra¢niho papiru, PVDF membrany,
polyakrylamidového gelu, ktery byl uhlazen valeckem, aby byly odstranény bublinky vzduchu,
filtracniho papiru a houbicky. VSechny slozky kazety byly pribézné vlhéeny v Transfer
pufru 1x. Takto slozena kazeta byla vloZzena do aparatury pro transfer proteint s Transfer
pufrem 1x a methanolem (50 ml methanolu na 950 ml Transfer pufr 1x), v niZ byly umistény
vychlazené bloky. Pienos proteini na PVDF membranu probihal pfi 100 V po dobu 2 hodin.

Byla pouzita tiepacka MR-12, kter4 byla nastavena pro promyvani na 50 rpm a pfi inkubaci
s protilatkami a blokovani membrany na 15 rpm. Membrany byly po transferu promyty
deionizovanou vodou po dobu 10 minut. Nasledné¢ byly obarveny po dobu 1 minuty
0,2% roztokem Ponceau S, tiikrat kratce promyty deionizovanou vodou a zdokumentovany
obrazovym skenerem Image Scanner III pro ovéieni uspé$ného pfenosu proteinli na membranu.
Membrany byly promyvany v pufru TBS-T (Tris buffer saline s pfidavkem Tween 20) az do
odbarveni roztoku Ponceau S. Vazebna mista na membrang byly blokovany v 5% (w/v) roztoku
odtuénéného suseného mléka v TBS-T pufru pii 4 °C pies noc. Polyakrylamidové gely byly
obarveny roztokem Coomassie Brilliant Blue pro zviditelnéni nepfenesenych proteint
a zdokumentovany obrazovym skenerem Image Scanner I11.

Nasledujici den byly membrany tfikrat promyty v pufru TBS-T pokazdé po dobu 10 minut.
Nésledovala inkubace v 12,5 pl primérni protilatky anti-GFP natfedéné v poméru 1:1000
arozpusténé v 4% (w/v) roztoku odtu¢néného suseného mléka v TBS-T pufru po dobu
1,5 hodiny. Po inkubaci byly membrany pétkrat promyty TBS-T pufru po 10 minutich.
Nasledovala inkubace membrany po dobu 2 hodin v 12,5 ml roztoku sekundarnich protilatek
(Goat anti-rabbit protilatka konjugovana s kienovou peroxidasou) natfedénych v poméru 1:5000
a rozpusSténych v 1% (w/v) BSA v TBS-T pufru. Membrany byly ¢tyfikrat promyty v TBS-T
pufru po dobu 10 minut.

Pro vizualizaci proteinii znaCenych protilaitkami byly membriny po dobu 2 minut
inkubovany v6 ml Clarity Western ECL Substrate. Nasledn¢ byly membrany vlozeny
do dokumenta¢niho zafizeni ChemiDoc MP Imaging Systém, kde byl zvolen program
Chemi Hi Sensitivity pro detekci luminiscence kienové peroxidasy se substratem. Snimky byly

vyhodnoceny v programu Image Lab.
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5 Vysledky

5.1 Insilico analyza genu OMTK1

V databazi BlastN (Ref. 9) byl vyhledan ortolog genu OMTK1 (accesion number
AJ575100.1) u rostliny A. thaliana. Nejvétsi procento identity 72.88 % vykazoval gen MEKK1
(accesion number NM_116919.4) (Zhang et al., 2000). V databazi BlastP (Ref. 10) byl taktéz
vyhledan ortolog proteinu OMTK1 (accesion number CAE00640.1) u rostliny A. thaliana,
protein MEKK?1 (accesion number OAQ97072) vykazoval procento identity 51,4 % (Altschul
et al., 1997; Altschul et al., 2005).

Na webové strance Sequenceserver 2.0.0 (Priyam et al., 2019) byla ziskana genomicka DNA
rostliny M. sativa RSY. V softwaru ApE — A plasmid Editor v2.0.37 byly navrzeny primery
pro ziskani cDNA, gDNA a promotoru genu OMTK1 se specifickymi att misty a primery
pro Sangerovo sekvenovani entry klont viz Pfiloha 1.

Nukleotidova sekvence ziskana Sangerovym sekvenovanim (viz Pfiloha 3) byla porovnana
se sekvenci zdatabaze NCBI (viz Pfiloha 4) vprogramu Geneious version 7.1.
Na Obrazku 10A lze vidét dvé delece/inzerce, prvni o délce 48 nukleotidi a druhou o délce tii
nukleotidy (pferuseni Cerné cCary), zaroven jsou zde vidét jednotlivé jednonukleotidové
polymorfismy (ptferuSeni zelené ¢&ary). Na Obrazku 10B je detailné zobrazena prvni

delece/inzerce.
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Obrazek 10: Porovnani sekvence genu OMTK1 ziskané Sangerovym sekvenovanim (SS) a referencni
sekvence dostupné v databdzi NCBI (Ref. 3). Sekvence byly porovnany v programu Geneious

version 7.1.

5.2 MultiSite Gateway klonovani genu OMTK1

Pro ovéteni funkénosti specifickych primert navrzenych pro amplifikaci genu OMTK1 byla
provedena PCR s Phire Il polymerazou viz Obrazek 11. Byla pouzita gDNA a cDNA izolovana
Z tolice vojtésky (M. sativa) kultivaru RSY. Jako pozitivni kontrola byla pouzita PCR sm¢s
s primery pro MMK3-Afr-Fw2 a MMK3-Afr-Revl pro amplifikaci promotoru genu MMK3

ajako negativni kontrola byla pouzita PCR smés bez primerti (premix byl pipetovan
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Obrazek 11: Ovéfeni funkénost primerti pomoci PCR a elektroforetické separace na agarosovém gelu.
L- marker relativni molekulové hmotnosti; PK- pozitivni kontrola (o¢ekavana velikost amplikonu
2000 bp); NK- negativni kontrola; OMTK1 Afr- ofekavana velikost amplikonu 2055 bp; OMTK1
gDNA/cDNA Bfr- o¢ekavana velikost amplikonu 6658 a 1840 bp; OMTK1 gDNA/cDNA Cfr-
ocekavana velikost amplikonu 6652 a 1834 bp.

s templatovou DNA a nésledné& byly pipetovany testované primery). V PCR reakci byly vyuzity
specificky navrhnuté primery. Primery OMTK1_Afr_Fwl a OMTK1_Afr_Revl byly pouzity
pro ziskani amplikonu OMTKI1 Afr. Primery OMTK1_Bfr_Fwl a OMTK1_Bfr_Revl byly
pouzity pro ziskdni amplikonu OMTKI1 cDNA/gDNA Bfr. Primery OMTKI1 Cfr Fwl
a OMTKZ1_Cfr_Revl byly pouzity pro ziskani amplikonu OMTK1 cDNA/gDNA Cifr.
Nasledné byla provedena PCR s iProof™ High-Fidelity DNA polymerazou, pro ziskani
PCR amplikoni se specifickymi attB misty, které byly dale pouZity v rekombina¢ni BP reakci.
PCR amplikony musely byt pied BP reakci piec¢istény kitem Nucleospin gel an PCR clean-up.

Pro ovéfeni ptitomnosti amplikonl byla provedena agarosova elektroforéza viz Obrazek 12.
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Obrazek 12: Oveéfeni pritomnosti PCR amplikoni po precisténi elektroforetickou separaci
na agarosovych gelech. L- marker relativni molekulové hmotnosti; A) OMTK1 cDNA/gDNA Cfr-
amplikon komplementarniho/genomického genu OMTKT1 s attB2 a attB3 mistem (o¢ekavana velikost
amplikonu 6652 a 1834 bp); OMTK1 gDNA Bfr- amplikon genomického genu OMTK1 s attB1 a attB2
mistem (ocekavana velikost amplikonu 6658 bp); B) OMTK1 cDNA Bfr- amplikon komplementarniho
genu OMTK1 s attBl a attB2 mistem (o¢ekavana velikost amplikonu 1840 bp); C) OMTK1 Afr-
amplikon promotoru genu OMTKL1 s attB4 mistem a attBl mistem (o¢ekavana velikost amplikonu
2055 bp).

Bunky E. coli kmene DHS5a i TOP10 vykazovaly obdobny pocet transformovanych buné¢k
narostlych na LB tuhém médiu, z divodu mirn¢€ vétsiho mnozstvi narostlych kolonii u kmene
DH5a byl v dalsi praci vyuzit tento kmen.

Uspésnost rekombinace PCR amplikonii se specifickymi att misty do pfisluinych
donorovych vektori za vzniku entry kloni byla ovéfena metodou PCR kolonii.
Na Obrazku 13 je reprezentativni elektroforetogram donorového vektoru pDONR™-207
po rekombinaci cDNA sekvence genu OMTK1 za vzniku B fragmentu pro MultiSite Gateway
klonovéni. K amplifikaci byly pouzity primery pPDONR207_seq_Fw a pDONR207_seq_Rev.
Na Obrazku 13 lze vidét tfi uspésné rekombinované entry klony a dva nezadouci produkty
primer-dimer.

Metodou PCR kolonii byly ovéfeny vSechny entry klony. V Tabulce 7 jsou uvedeny pocty
testovanych kolonii a pocet tspésné rekombinovanych plazmidi genem z4jmu. Z téchto hodnot

byla vypoctena uspésnost BP rekombinacni reakce.
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Tabulka 7: Pocet testovanych kolonii entry klont po BP reakci a jeji procentualni Gisp&snost.

Pocet Procentualni
Pocet kolonii
testovanych uspésnost BP
rekombinovanych
kolonii po N reakce
) genem zajmu
BP reakci [%0]
pDONR™P4-P1R + promotor
112 1 0,89
OMTK1
pDONR™207 + gDNA
54 10 9,26
OMTK1
pDONR™207 + cDNA
16 12 75
OMTK1
pDONR™P2R-P3 + gDNA
48 0 0
OMTK1
pDONR™P2R-P3 + cDNA
8 4 37,5
OMTK1
2000 bp —
1500 bp —
500 bp

Obrazek 13: Oveéteni Uspésnosti rekombinace metodou PCR kolonii a elektroforetickou separaci
na agarosovém gelu. Ocekavana velikost amplikonu uspésné rekombinovaného donorového vektoru
pDONR™207 genem OMTK1 cDNA Bfr je 2102 bp. L-marker relativni molekulové hmotnosti; hvézdi¢kou

jsou oznaceny vedlejsi nezadouci produkty primer-dimer.
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Nasledné bylo provedeno restrikéni Stépeni izolovanych entry kloni. Pro restrikéni §té€peni
pDONR™P4-P1IR + promotor OMTK1 byla pouzita restrikéni endonukleaza Taql. Byl
predikovan vznik Sesti fragmentd o délce 1496, 1460, 709, 403, 366 a 211 bp. Dva nejvétsi
fragmenty o velikosti 1496 a 1460 a fragmenty o velikosti 403 a 366 bp nebyly na agarosovém
gelu oddéleny, jelikoz velikost §t€pnych fragmentt se liSila pouze o 36 a 37 bp. Jako kontrola
byl restrikéni endonukleazou Taql §tépen taktéZ prazdny plazmid pDONR™P4-P1R, délka
Stépnych fragmenti byla predikovana na 1001, 709, 403, 366 a 211 bp. Fragmenty o velikosti
403 a 366 bp nebyly taktéz na agarosovém gelu oddéleny.

Pro pDONR™207 + cDNA OMTKZ1 byl pouzit enzym PstI Fast Digest, délka odekavanych
fragmentt byla predikovana na 4914 a 235 bp. Pro pDONR™207 + gDNA OMTKZ1 byl pouzit
enzym Pstl, délka vzniklych fragment byla 6906, 2825 a 235 bp. Pro porovnani byl $tépen
taktéz prazdny plazmid pDONR™207 enzymem Pstl, kde vzniklo jedno $t&pné misto
a vysledny $tépny fragment mél délku 4761 bp. Velikosti §tépnych fragmentl odpovidaly

oc¢ekavani.

7000 bp

3000 bp

B 200 bp
200 b,

Obrazek 14: Restrikéni §té€peni entry klonti pro ovéteni uspésnosti BP rekombinace, L- marker relativni
molekulové hmotnosti. A) §té€peni donorového plazmidu P4-P1R + promotor OMTK1, jako kontrola
prazdny donorovy plazmid P4-P1R, pouzity enzym Tagl; B) §té€peni donorového plazmidu 207 + cDNA
OMTKI, jako kontrola prazdny donorovy plazmid 207, pouzity enzym Pstl; C) §tépeni donorového
plazmidu 207 + gDNA OMTKI1, pouzity enzym Pstl; D) stépeni donorového plazmidu P2R-P3 + cDNA
OMTKI1, jako kontrola prazdny donorovy plazmid P2R-P3, pouzité enzymy Pstl a Pvul.
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Pro pDONR™P2R-P3 + cDNA OMTK1 byly pouzity enzymy Pstl a Pvul, kdy délka
vzniklych $tépnych fragmentd byla predikovana na 1752, 1506, 837 a 371 bp. Po restrikénim
Stépeni byl na agarosové elektroforéze zachycen nedostépeny fragment o piiblizné velikosti
2800 bp. Jako kontrola byl pouzit prazdny plazmid pPDONR™P2R-P3, ktery byl §tépen enzymy
Pstl a Pvul. Predikované §tépné fragmenty mély velikost 1850, 1752 a 1171 bp. Na agarosovém
gelu nebyly rozdéleny $t€pné fragmenty o velikosti 1850 a 1752 bp, coz lze vidét z vétsi
velikosti a intenzity spojeného stépného fragmentu na Obrazku 14D.

Ttikomponentova LR rekombinaéni reakce byla neuspé$na jak pifi transformaci
do chemokompetentnich bun¢k, tak pii opakovani LR reakce a nasledné transformace
do elektrokompetentnich bunék nebyly na tuhém LB médiu se selekénimi antibiotiky
zachyceny zadné kolonie. Po provedeni jednokomponentové reakce narostly na tuhém
LB médiu kolonie. Pro ovéfeni Gspésnosti reakce byla provedena PCR kolonii viz Obrazek
15A, byly pouzity primery OMTKI1 E7 Fwl nasedajici na exon7 genu OMTK1
a SeqMe_M13Fw. Takto byly vybrany ¢tyii kolonie bakterii E. coli, z nichZ byly izolovany
plazmidy pro restrikéni analyzu. Byl pouzit enzym Pstl, plazmid AtUBQ10::YFP:cOMTK1 m¢l
Stépné fragmenty U prvniho vzorku na Obrazku 15B o piiblizné velikosti 2800, 1750, 950
a 550 bp a dale zde byl nedostépeny fragment o velikosti 9000 bp. U zbylych tii plazmidu
Stépné fragmenty odpovidaly velikosti 6000, 2800, 2400, 1750, 950 a 550 bp. Velikosti
Stépnych fragment u destina¢niho plazmidu pUBQL0:YFP-GW byly 6000, 2800, 2400,
1600, 900 a 550 bp. Zaroven zde byl nedostépeny fragment o velikosti 9000 bp. Velikosti
odpovidaly predikovanému $té€peni v in silico analyze az na fragment o délce 2400 bp. Vsechny
ctyfi expresni klony AtUBQ10::YFP:cOMTK1 byly chladovym Sokem transformovany
do bunék A. tumefaciens kmene GW3101. Pii nasledné selekci v LB tekutém médiu
se selekénimi antibiotiky nenarostla jedna kolonie, tudiz byly pfipraveny tii1 kultury obsahujici

konstrukt AtUBQ10::YFP:cOMTK1 v A. tumefaciens.
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Obrazek 15: Selekce kolonii E. Coli metodou PCR kolonii a restrikéni $tépeni plazmidu
AtUBQ10::YFP:cOMTK1. L- marker relativni molekulové hmotnosti. A) Selekce kolonii E. Coli
rekombinovanych timto plazmidem; Hvézdi¢kou jsou oznacCeny plazmidy, které byly pouzity
pro nasledné restrikcni Stépeni; B) Restrikéni $tépeni rekombinovaného a prazdného plazmidu pomoci

enzymu Pstl.

5.3 Transientni transformace genu OMTK1 do lista N. benthamiana

Za Ucelem ovéteni funk¢nosti konstruktd AtUBQ10::YFP:cOMTKL1 a lokalizace proteinu
OMTK1 in vivo byly pozorovany listy N. benthamiana do nichz byl transientni transformaci
pomoci A. tumefaciens vnesena T-DNA obsahujici konstrukt AtUBQ10::YFP:cOMTK1.
U vSech tfi naklonovanych kolonii bakterii byla pozorovana fluorescence. Listy byly
pozorovany druhy a tfeti den po transformaci, fluorescence byla nejlépe pozorovatelnd den
druhy.

Na Obrazku 16 je reprezentativni snimek bunky transformované konstruktem
AtUBQ10::YFP:cOMTK1, pofizeny epifluorescenénim  mikroskopem druhy den
po transformaci. V kanalu E aF, kde jsou propojeny kanaly DAPI a TagRFP s kanalem
TagYFP bylo prokazano, ze se jedna o specificky signal konstruktu, a ne 0 autofluorescenci
listu. Na Obrazku 17 a 18 jsou taktéz snimky rekombinovaného proteinu OMTK1 druhy a tieti
den po transformaci potfizené konfokalnim mikroskopem. Na Obrazku 18 lze pozorovat
vyrazné spoty signalu, a taktéz pravdépodobné organely, jez by mohly souviset s nastupem
programované bunécné smrti. Specifita signalu byla ovétena propojenim tii kanalu YFP, RFP

a DAPI.
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Rekombinantni protein OMTK1 se vyskytuje v cytoplazmé. Akumulovany cytoplazmaticky
signal 1ze pozorovat v oblasti plazmatické membrany v lalocich dlazdicovitych pokozkovych
bunek. Jako pozitivni kontrola byl pouzit konstrukt AtUBQ10::YFP:cMMKS3 viz Obrazek 19,
protein MMK3 patii mezi MAPK a jeho lokalizace je v cytoplazmatické membrané a jadie
bunky. Jako negativni kontrola byly pouzity listy inokulované konstruktem p19 a inokula¢nim

médium, u nichz dle ocekavani specificka fluorescence pozorovana nebyla.

Obrazek 16: Fuzni protein YFP-OMTKI1 exprimovany v epidermalnich bunkach listd N. benthamiana
transientné transformovanych konstruktem AtUBQ10::YFP:cOMTK1, pozorovany epifluorescencnim
mikroskopem. Snimky byly pofizeny druhy den po transformaci. Byly pouzity kanaly A- TagYFP;
B- TagRFP; C- DAPI; D- cernobila kamera; E- prinik kanald A a B; F- prunik kanald A a C.

Meétitko = 50 um; sipkou je oznaceny akumulovany cytoplazmaticky signal.
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Obrazek 17: Fuazni protein YFP-OMTKI exprimovany v epidermalnich bunikach listi
N. benthamiana transientné transformovanych konstruktem AtUBQ10::YFP:cOMTK1, pozorovany
konfokalnim mikroskopem druhy den po transformaci. Snimek A) spojeni kanaltt YFP+RFP+DAPI;
B) kanal YFP; C) kanal YFP pouziti Z-stack; D) detail laloku bunky. Métitko =20 pm; $ipky oznacuji

akumulovany cytoplazmaticky signal.

Obrazek 18: Fuzni protein YFP-OMTKI1 exprimovany v epidermalnich bunikach listd N. benthamiana
transientné transformovanych konstruktem AtUBQ10::YFP:cOMTK1, pozorovany konfokalnim
mikroskopem tfeti den po transformaci. Snimek A) spojeni kanali YFP+RFP+DAPI; B) kanal YFP
pouziti Z-stack C) detail laloku buiiky. Métitko = 20 pum; Sipky oznacéuji akumulovany cytoplazmaticky

signal; trojuhelnik oznacuje spoty signalu; hvézdicka oznacuje domnélé organely.
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Obrazek 19: Fuzni protein YFP-MMK3 exprimovany v epidermalnich burikach listd N. benthamiana
transientn¢ transformovanych bakterii A. tumefaciens nesouci konstrukt AtUBQ10::YFP:cMMK3
pouzity jako kontrola transformace. Snimky byly pofizeny konfokalnim mikroskopem tfeti den
po transformaci, snimek A) spojeni kanalt YFP+RFP+DAPI; B) kanal YFP pouziti Z-stack. Métitko =

20 um; Sipky oznacuji specificky signal; trojuhelniky oznacuji jadro.

5.4 Detekce fuzniho proteinu YFP-OMTK1

Pro ovéteni ptitomnosti proteinu OMTK1 fzovaného s fluorescenénim proteinem YFP byly
z transformovanych listi extrahovany proteiny.

Byla provedena Western blot analyza pro 14 vzorki proteinti separovanych metodou SDS-
PAGE. Proteiny byly detekovany anti-GFP protilatkou, kterd se vaze na protein YFP, tudiz
pomoci ni 1ze detekovat fuzni protein YFP-OMTKI1. Na prvni membrané u vzorku Sest byl
zachycen pozitivni signal, ktery ovSem nebyl v o¢ekavané velikosti 94 kDa viz Obrazek 20A.
U zbylych vzorkl nebyl detekovan signal. Pozitivni kontrola obsahuje fuzni protein YFP-
MMK3. Negativni kontrola obsahuje proteiny extrahované z listu N. benthamiana RSY. Protein
OMTKI1 ma 67 kDa a YFP 27 kDa, tudiz fazni protein odpovida velikosti 94 kDa. Protein
MMK3 ma 43 kDa, tudiZ fuzni protein YFP-MMK3 odpovida velikosti 70 kDa.

Metodou nativni PAGE byly lokalizovany proteiny vykazujici fluorescencni signal
pii excitacnim zafeni 488 nm. Na Obrazku 20B je Sipkou vyznacen potencidlni vyskyt fizniho
genu YFP-OMTKI. Dale jsou na gelu zachyceny nespecifické signaly. Pozitivni kontrola
a negativni kontrola byla pouzita stejnd, jako u Western blot analyzy. Na druhé membranég byl

zachycen pouze nespecificky signal viz Ptiloha 5.

52



250 kDa

YFP-OMTK1 YFP-OMTK1

75 kDa

50 kDa

Ponceau S

Coomassie Brilliant
Blue

Obrazek 20: Western blot analyza a nativni PAGE fazniho proteinu YFP-OMTK1. A) Imunodetekce
fazniho  proteinu  YFP-OMTK1 v tranzientné transformovanych listech ~ N. benthamiana.
Pro imunodetekci proteinti byla pouzita primarni protilatka anti-GFP; L-proteinovy standard (Precision
Plus Protein Dual Colour Standards); vzorky jsou oznaceny ¢isly 1-7; PK- fuzni protein YFP-MMKS3;
NK- negativni kontrola; Sipka znaci zachyceny signal a hvézdicka nespecificky signal. PVDF membrana
byla obarvena roztokem Ponceau S pro kontrolu pfenosu proteind, roztok Coomassie Brilliant Blue byl
pouzit pro vizualizaci proteint, které nebyly pfeneseny z gelu. B) Nativni PAGE fazniho proteinu YFP-
OMTKU1 v tranzientné transformovanych listech N. benthamiana; ¢erna Sipka znaé¢i potencialni signal
proteinu OMTK1-YFP vykazujici fluorescenci pii excitaénim zatreni 488 nm; vzorky jsou oznaceny Cisly

1-10; PK- fazni protein YFP-MMK3 (bila Sipka); NK- negativni kontrola.

5.5 Analyza fenotypu transientné transformovanych listi N. benthamiana

Pro zjjisténi vlivu nadprodukce fuzniho proteinu YFP-OMTKI1 byl sledovan fenotyp
infiltrovanych lista N. benthamiana. Transformované listy byly prubézné foceny, a to 2, 3, 7,
14 a 21 dni po transformaci (days after transformation; DAT). Jako kontrola byly pouzity listy
infiltrované inokula¢nim médiem bez bakterii a A. tumefaciens s konstruktem p19. Inokulovano
bylo alesponi 6 listli od kazdého konstruktu. Na Obrazku 21 Ize vidét vybrané reprezentativni
listy. U listh se zvySenou expresi proteinu YFP-OMTK1 se objevuje jiz tfeti den
po transformaci (3 DAT) nekroza a sedmy den po transformaci (7 DAT) ji Ize pozorovat skoro
v celé infiltrované ¢asti listu. U negativnich kontrol A. tumefaciens obsahujich plazmid p19 lze
sledovat mirné naznaky chlorézy od tfetiho dne po transformaci (3 DAT) a vyrazné znamky
chlorozy od ¢trnactého dne po transformaci (14 DAT), taktéz lze pozorovat mechanické
poskozeni listu v oblasti vpichu. U negativnich kontrol s inokulaénim médiem nebyly

pozorovany vyrazné znamky odumirani listu, az na mechanické poskozeni po vpichu.
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Obrazek 21: Fenotypova analyza listt N. benthamiana po transientni transformaci konstruktem
AtUBQ10::YFP:cOMTK1 indukujicim zvySenou expresi proteinu YFP-OMTKL1. Jako kontrola byly
pouzity buriky A. tumefaciens nesouci konstrukt p19 a inokulaéni médium bez ptidanych bakterii. Snimky

byly pofizeny 2, 3, 7, 14 a 21 dni po transformaci (DAT). Méfitko 1 cm.
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6 Diskuze

Zemédélstvi ma obrovsky dopad na Zivotni prostiedi ve svété, protoze vyuziva obrovské
mnozstvi pady. Az polovina svétové obyvatelné pidy se vyuziva pro zemédélstvi. Zajisténi
udrzitelného ptistupu k vyzivné stravé pro vSechny je jednou z nejvyznamnéjsich vyzev, kterym
¢elime (Ritchie et al., 2022). K roku 2018 stale hladové€lo vice nez 820 miliont lidi na svété,
coz odpovida ptiblizné kazdému devatému ¢lovéku na svété (FAO et al., 2019). Mnohé studie
naznacuji, ze zmény klimatu zptisobené globalnim oteplovanim zptsobi zvyseni stresu z okoli
pusobici na rostliny, coz snizi jejich zivotaschopnost a produkci. Stale vSak existuje mnoho
neznamych, naptiklad jak zmény klimatu ovlivni slozité interakce mezi fyziologii a chovanim
rostlin nebo dostupnost a vyuzivani zdrojia (Cho, 2022). Vyzkum signalizace spojené s reakci
na stres je velmi dilezity, jelikoz ndm déava moznost pochopit komplexni pochody odehravajici
se Vv rostlinach, které 1ze nasledné aplikovat v zemédélstvi.

Téma mé bakalaiska prace je zaméfeno na vyzkum proteinu OMTKI, patiici mezi
MAPKKK rostliny tolice vojtesky (M. sativa), ktery je zapojen v signalni kaskadé pii odpovédi
na stres. Srovnanim nukleotidové sekvence ziskané osekvenovanim vstupnich (entry) klont
rekombinovanych genem OMTK1 izolovanym z M. sativa RSY s referen¢ni sekvenci ziskanou
v databazi NCBI (Ref. 3) bylo zjisténo, Ze mezi 154 a 162 nukleotidem cteciho ramce zplsobuji
tf1 mutace nukleotidi zménu translace, namisto kyseliny glutamové, serinu a alaninu, které jsou
Vv této pozici v referenénim proteinu se zde objevuji kKyselina asparagova, leucin a serin. Dale
byly objeveny dvé¢ inzerce/delece, kdy jedna ma velikost 16 aminokyselin a druha jedné
aminokyseliny, tudiz osekvenovany protein je o 17 aminokyselin del$i nez referenéni. Zbylych
18 jednonukleotidovych mutaci je synonymnich.

Byly uspésné naklonovany jednotlivé entry klony a konstrukt AtUBQ10::YFP:cOMTK1
v plazmidu pUBQ10:YFP-GW se selekci na rifampicin a kanamycin. Byly pfipraveny tfi
kultury obsahujici konstrukt AtUBQ10::YFP:cOMTK1, u nichz byla mikroskopicky prokazana
fluorescence. Zajimavé je, ze §tépné fragmenty, které 1ze vidét na Obrazku 15B u jednoho
z klonu (po LR rekombinaéni reakci a transformaci daného konstruktu) neodpovidaji, coz mize
byt zplsobeno mutaci ve Stépném misté, jelikoz velikost fragmentu s velikosti
9000 bp ptiblizn¢ odpovida svou velikosti dvéma S$tépnym fragmentim pozorovanym
u zbylych konstruktii o velikosti 6000 a 2400 bp, tudiz by se mohla jednat o nerozstépeny
fragment. Tomuto by odpovidala i zaznamenana fluorescence u obou typt kolonii.

Jako kontrola transformace pro expresi proteinu YFP-OMTK1 (MAPKKK) byl pouzit
konstrukt AtUBQ10::YFP:cMMK3 (Lokajova, 2024), ktery exprimuje YFP-MMK3 (MAPK)
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rekombinovanou do stejného destinaéniho vektoru a byl jiz pfedem pozitivné otestovan.
Konstrukty A. tumefaciens byly transientn¢ transformovany do listd N. benthamiana. Byla
prokazana funk¢nost vSech kultur nesoucich stejny konstrukt pro expresi YFP-OMTKI.
Pti zvysené expresi proteinu YFP-OMTKL byla pozorovana jeho lokalizace v cytoplazmatické
membrané. Nebyla ov§em pozorovana jeho lokalizace v jadie, ve kterém se typicky exprimuji
MAPK MMK?2, MMK3 nebo SIMK (Ovecka et al., 2014; Pavlikova, 2022). Zaroven bylo
zjiSténo, ze optimdlni interval mikroskopovani preparati je jiz druhy den po transientni
transformaci. Jelikoz nasledné bunky vykazovaly fenotyp, ktery se jevil jako proces podobny
plazmolyze.

Pro potvrzeni ptfitomnosti fuzniho proteinu YFP-OMTKI1 byla provedena nativni PAGE
a nasledné¢ Western blot analyza. Metodou nativni PAGE byl zachycen signal, ovSem nebylo
mozné s jistotou lokalizovat specificky signal odpovidajici fuznimu proteinu YFP-OMTK1.
Pomoci Western blot analyzy byl zachycen signal po inkubaci s primarnimi protilatkami anti-
GFP, ovSem jeho molekularni velikost neodpovidala ocekavani. To mohlo byt zpiisobeno
renaturaci fizniho proteinu i pfes jeho denaturaci v thermobloku pii 95 °C po dobu 3 minut,
jelikoz vzorek byl nésledné skladovan pti -20 °C. Pokud by se protein vratil do pivodni
konformace nebylo by mozné jeho velikost porovnavat s proteinovym standardem (Precision
Plus Protein Dual Colour Standards). Western blot analyzu by bylo optimalni zopakovat
pro potvrzeni vysledkd.

Fenotypova analyza odpovidala vysledkim popsanym (Nakagami et al., 2004), kde bylo
zjisténo, ze OMTKI je zapojen v draze programované bunééné smrti. Listy N. benthamiana
V nichz byla zvySena exprese proteinu YFP-OMTKI1 jiz druhy den po transformaci jevily
ziejmé znaky nekrozy.

Pro budouci vyzkum proteinu OMTK1, by bylo mozné z pfipravenych entry klonti pomoci
metody MultiSite Gateway klonovani v navazujici praci ptipravit nové konstrukty, naptiklad
I S vyuzitim pfipraveného nativniho promotoru nebo indukovatelného promotoru. Déle by bylo
mozné piipravené entry klony vlozit do konstruktu s jinymi fluorescennimi proteiny (naptiklad
cyan fluorescent protein). Coz by umoznilo mimo jiné mikroskopickou kolokalizaci
s proteinem SIMKK (MAPKK) zna¢enym RFP a SIMK (MAPK) znac¢enym proteinem GFP,
jehoz nadmérna exprese vede ke zvySeni biomasy v nadzemni ¢asti rostlin (Hrbackova et al.,
2020). Takto znacené proteiny by bylo mozné studovat soucasné na mikroskopické urovni, coz

by mohl mit vysoky biotechnologicky potencial.
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[ Zavér

Tato bakalarska prace se zabyvala ptipravou konstruktu exprimujiciho fizni protein YFP-
OMTKI1 a jeho testovani metodou transientni transformace listti Nicotiana benthamiana.

Teoretickd cast této bakalarské prace byla zaméfena na obecnou charakterizaci mitogen
aktivovanych protein kindz (MAPK), na jejich signalizaci pti utoku patogent, ristu, vyvinu
a abiotickém stresu. Nasledné byly popsany vybrané MAPK u rostliny M. sativa. Dale byl
popsan princip Gateway klonovani, ktery byl pouzit v experimentalni ¢asti. Tato metoda
vyuziva upravenou mistné-specifickou rekombinaci bakteriofagu A pro vneseni genl zajmu
do vektord.

Experimentalni ¢ast se vénuje genu OMTK1, MAPKKK z M. sativa, ktera je zapojena
Vv signaliza¢nich kaskadach spojenych se stresem. V prvni Casti byly navrzeny specifické
primery pro ziskani genu OMTKL1. Byly pfipraveny entry klony genu OMTK1 metodou
MultiSite Gateway klonovani, které 1ze vyuzit pro ptipravu dalSich konstrukt. Nasledné byl
gen osekvenovan a porovnan se sekvenci genu ziskanym z NCBI (Ref. 3). Byly objeveny dv¢
inzerce/delece, které pridavaji ve srovnani s referenénim proteinem 17 aminokyselin, tudiz
celkova velikost proteinu odpovida 608 aminokyselinam. Dale byly pfipraveny a testovany tfi
kultury A. tumefaciens obsahujici plazmid AtUBQ10::YFP:cOMTKL1. Fuzni protein YFP-
OMTK1 byl transientné exprimovan v listech N. benthamiana, kde byl mikroskopicky uréena
subcelularni lokalizace. Byla zjisténa akumulace cytoplazmatického signalu v oblasti
plazmatické membrany a také vyrazné spoty signalu.

Na zavér byla provedena fenotypova analyza listd N. benthamiana, které byly transientné
transformovany konstruktem AtUBQ10::YFP:cOMTKL1. Vysledky pokusu naznacuji zapojeni
proteinu OMTK1 v programované buné¢né smrti, listy rostliny N. benthamiana s nadexpresi
proteinu YFP-OMTK1 vykazovaly jiz druhy den po transformaci znamky programované
buné¢éné smrti.

Dtlezitou c¢asti prace byla piiprava entry klonl, jejichZz funk&nost byla otestovana
vytvofenim konstruktu AtUBQ10::YFP:cOMTK1. Ptipravené entry klony bude mozno vyuzit
pro ptipravu dalSich rekombinantnich proteint OMTKI.
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Ptiloha 1: Tabulky pouzitych primeri pro MultiSite Gateway klonovani a Sangerovo
sekvenovani:

Sekvence primert pro MultiSite Gateway klonovani s prisluSnymi attB misty.

Néazev primeru Sekvence nukleotidl

5'-GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGTT
CCGGCTACAAGATTCACT 3’

OMTK1_Afr_Fwl

5'-GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGA
TTAAAGGTGATAAGTCCATTTA 37

OMTKZ1_Afr Revl

5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAT

OMTK1_Bfr_Fwl
ATGAATCACTTACCACGAAT - 3’

5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTT
ACCTCTTCTCGGAATATG-3’

OMTKZ_Bfr_Revl

5-GGGG ACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTT

OMTKL_Cfr_Fwl
ATGAATCACTTACCACGAAT -3’

5'-GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGA

OMTK1_Cfr_Revl
TTAACCTCTTCTCGGAATATG -3

Sekvence primerti navrZzené pro Sangerovo sekvenovani entry klond.

Nézev primeru Sekvence nukleotidt
OMTKZ1_I4_Fw1l 5'-GTCAGCTTGTCATTGCATCC-3"
OMTKZL1_I5_Fw1l 5'-GAGGTTAAAGATGTTGAATTTGAA-3’

OMTK1_E4 Revl 5'-GTTCAAACTGACTCAGAAGTGC-3’
OMTKZ1_I2_Revl 5'-GCCAACATCAAACTATTTTTC-3’

Primery pouzité pro Sangerovo sekvenovani entry klonti a MultiSite Gateway klonovani.

Nézev primeru Sekvence nukleotidii

SeqMe_M13Fw 5'-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’
pDONR207_seq_Fw 5'-TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC-3’

SeqMe_M13rev 5'-CAGGAAACAGCTATGACC-3’
pDONR207_seq_Rev 5'-GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC-3’




Ptiloha 2: Protokoly dle manudla vyrobce:

1. Precisténi PCR produkti

Byl pouzit kit Nucleospin gel and PCR clean-up (Macherey-Nagel). PCR amplikony byly
Vv 1,5ml mikrozkumavce nafedény PCR vodou na 50 pl, bylo ptidano 100 ul Buffer NTI a obsah
mikrozkumavky byl promichén automatickou pipetou.

Do jimacich jamek byly vlozeny kolonky, na které bylo naneseno 150 pul piipravené¢ho
vzorku, kolonky byly centrifugovany po dobu 30 s pfi 11 000 g, supernatant byl odlit.
Na kolonky bylo naneseno 700 pl promyvaciho Buffer NT3 a byly centrifugovany po dobu
30 s pii 11 000 g, supernatant byl odlit. Promyti 700 ul Buffer NT3 bylo zopakovano, aby doslo
k maximalnimu vymyti chaotropnich soli a zlepSeni Cistoty vzorku, supernatant byl opét odlit.
Prazdné kolonky v jimacich jamkach byly centrifugovany po dobu 1 minuty pii 11 000 g, aby
byl kompletn¢ odstranén ethanol obsazeny v Buffer NT3, ktery by mohl inhibovat enzymatické
reakce. Pro Uplné odstranéni ethanolu byly kolonky pied eluci zahtaty v thermobloku
piedehiatém na 70 °C po dobu 3 minut.

Nasledné byly kolonky umistény do 1,5ml mikrozkumavek a DNA bylo eluovana 30 pl
Bufferu NE.

2. Precisténi plazmidové DNA QIAprep Spin Miniprep Kit

Kitem QIAprep Spin Miniprep kitem byla pfecisténa plazmidovda DNA. Do 1,5ml
mikrozkumavek byl pfipraven aktivaéni pufr pfidanim 200 pl P1 pufru, 200 pul P2 pufru
a 350 ul P3 pufru. Mikrozkumavky byly umistény na stolni centrifugu po dobu 10 minut
pii 15 600 g. Supernatant byl po centrifugaci automatickou pipetou premistén do novych 1,5ml
mikrozkumavek a bylo pfidano 20 pl plazmidové DNA.

Kolonky v jimacich jamkach byly promyty 500 ul Column preparation solution a byly
umistény na stolni centrifugu po dobu 60 s pii 12 000 g, supernatant byl odlit. Na kolonky byl
nanesen aktivaéni pufr s plazmidovou DNA a byly umistény na stolni centrifugu po dobu
60 s pii 12 000 g, supernatant byl odlit. Na kolonky bylo automatickou pipetou naneseno 750 pl
Wash solution s ptidavkem ethanolu, kterou byly vymyty proteiny a jiné necistoty. Kolonky
byly umistény na stolni centrifugu po dobu 60 s pii 12 000 g, supernatant byl odlit. Pro Gplné
odstranéni ethanolu byly kolonky znovu centrifugovany po dobu 1 minuty pti 15 600 g.

Kolonky byly umistény do nové jimaci jamky, bylo pfidano 50 pul PCR vody a byly
centrifugovany po dobu 1 minuty pii 12 000 g. V kapaliné v jimaci jamce byla zachycena

eluovana DNA.



3. Izolace entry klona kitem Sigma Aldrich

Do 2ml mikrozkumavek bylo napipetovano po 2 ml LB tekutého média s narostlymi
bakteriemi, mikrozkumavky byly sto¢eny pii 12 000 g po dobu 1 minuty, tento krok byl
zopakovan s dalsimi 2 ml LB tekutého média s narostlymi bakteriemi za ucelem vétSiho
vytézku. Piebyte¢ny supernatant byl vylit a kK peletu bylo napipetovano 200 pl Resuspention
solution, obsah byl disledné zvortexovan, aby doslo k ipInému rozpusténi peletu. Bylo ptidano
200 pl Lysis solution, zkumavky byly okamzité osmkrat jemné pievraceny, dokud smés
nenabyla pruhledné visk6zni podoby. Nésledné bylo pfidano 350 pl Neutralization/Binding
solution, nacez byla mikrozkumavka Sestkrat jemné prevracena a zcentrifugovana pii 12 000 ¢
po dobu 10 minut.

Do jimacich jamek byly vlozeny kolonky, na které bylo napipetovano 500 pl Column
preparation solution, kolonky byly centrifugovany pti 12 000 g po dobu 1 minuty. Supernatant
byl vylit. Na kolonky byl nanesen Cisty lyzat a byly centrifugovany pii 12 000 g po dobu
1 minuty, supernatant byl odlit. Na kolonky bylo naneseno 750 ul Wash solution s ptidavkem
ethanolu a byly centrifugovany pii 12 000 g po dobu 1 minuty, supernatant byl odlit. Kolonky
byly znovu centrifugovany pii 12 000 g po dobu 1 minuty pro odstranéni zbytkového ethanolu.
Nasledné byly kolonky pfemistény do novych jimacich jamek a eluovany pfidanim 100 ul PCR
vody a centrifugaci pti 12 000 g po dobu 1 minuty.



Ptiloha 3: Sekvence pouzité pro in silico analyzy:

>AJ575100.1 Medicago sativa mRNA for putative mitogen-activated protein kinase 1 (mekk1
gene)
CTTTTTAAATGGACTTATCACCTTTAAATGAATCACTTACCACGAATTTTCGGTTA
TAGAAACAAATCAACTACGGAAATGAACTCCAAGAAGAAGAAACAACCCAAGCT
ACAACGTCGTAATGCGGTGAAGAATTTCAACTACGATGCTCAACCGTCTTCGTCG
TCGCCGGAATCTTCCGAGTCGGCGTCGTCGTCGGCGTCGATTCTCTGTACTCGATC
GATGGATTTTCATGATCGGAAAAGCTTTAGAGTTGAAGGTGTTGACGGAGAATTT
GATATTATTTGTCGGAGTTTAGGGTTGAATGGACCGGAGGATTTCTCGATTCCGG
CGGCGGCTTGGGAGGCGATGAAGTTTCGGTCTTCTTCGGATGTTTTGCCGCGGTTG
AATGTTTCAGAATTTGATGAAACGAAGACGAGCGGTGAAATTGATCAAGTTGGA
GTAGTTGATTGTGATGATAGAGTTTTGGTTAGAGATTCTCCGGCGGAGAGTAGTG
GTGGAGAAGTTAATGTTTCAATTAGAGATTCTCCGGCGAAGAGTAGTGGTTGCTG
CACCGGCGGTGAAATTAGGGTTCCGGTTAGGGGTTTTGATGAGACAAGTAATTGT
TCAACCGGCAGCGGTGGTATTAAAGGAATTAGACCGCCGATGCTTAAGCCGCCGC
CAGGGGTTCGGGTTTCTGTTGTGGATGACACGTGTTCCACTTGGGATATTCTGAGG
GATTTTGCTCCGGAAGGCGAAGGAAAAGAGAGAGAAGAACAAGAAGAAGAGGA
AGAGAAGGTAGATGAAGTAGAAGAAAAAGAGGAAGTTGGTGAATTGGAATTGA
AGGTAGAAGAAGAGGAAAATGGTGACATTATTGGTGAGTTTTCGAGGTCGTGTTC
GTTCACTACTTCGCAAGAAGATGATTCATCTAGCACGACGACGGATACTAGGTCG
AATAGTATATCTCCTAATGTGAGATTGAAGCCTGTTATTACTCCTGGGAGTTGGCA
AAAGGGCGAGCTTTTGGGTCGTGGTTCATTTGGAACTGTATATGAAGGAATTTCT
GAAGATGGATTCTTTTTTGCTGTAAAACAAGTTTCACTGCTTGATCAAGGGAGTC
AGGGAAAGCAAAGTGTCGTTCAACTGGAGCACGAAATTGCACTTCTGAGTCAGTT
TGAACATGAGAATATTGTTCGATACATTGGCACTGAAATGGATGAATCAAATCTA
TATATCTTTATCGAGTTTGTAACCAAAGGTTCCCTTTTAAGCCTATACCGGAGGTA
TAAACTTCGAGATTCCCAAGTATCTGCTTATACGAGACAGATTCTGCATGGTTTGA
AGTATCTTCATGATCGCAATATTGTTCACAGGGATATTAAATGTGCAAATATATTG
GTTGATGCAAATGGGTCTGTCAAGGTTGCAGATTTTGGATTGGCAAAGGCAATTA
AACTGAATGATGTTAAATCATGCCAAGGAACAGCATTCTGGATGGCACCAGAGGT
TGTAAGAGGAAAAGTTAAAGGTTATGGACTTCCGGCTGATATATGGAGTCTAGGA
TGCACTGTGTTGGAGATGTTAACTGGGAAAATCCCATACTCTCCTATGGAATGTA
TCAGCGCCATGTTTAGAATTGGAAAAGGTGAACTACCTCCAGTGCCTGATACTCT
TTCAAGAGATGCACGCGATTTTATTCTGCAGTGTCTTAAAGTTAATCCAGATGATC



GTCCCACTGCGGCTCAACTCTTAGACCACAAATTTGTCCAGAGGTCATTCTCCCAG
TCCTCTGGCTCAGCATCTCCACATATTCCGAGAAGAGGTTAAACTTGTCTTCTCCA
ACTATGGAACATAATTAAGG

>NM_116919.4 Arabidopsis thaliana MAPK/ERK kinase kinase 1 (MEKK1), mRNA
AAACAATGCTTCGTCTCCGATTATTCCACGAAACACCGCGTTTTTGTTTACATTTC
TTCTCTTTCTCTCTCTCTCTTCTCTCATATCTCTCTCTTCGCCGTCAGGTTTTGCCCA
AATTTCTCGGTCTTCTTCACTCCCGCGAGTTTTTTTTCTCGGGAAAATTTTCCAATT
CCAAGCTCCATTGAAGCCAAGTAAGAGGTGCGATTCTCTTCAATTTTGACTTGGA
ACTTGTAAATAGCGTATGGATTTGAGCTGGTTATGGACAGAATTCTAGCTCGTAT
GAAGAAATCAACTGGACGAAGAGGAGGAGATAAGAATATTACTCCGGTACGGCG
GTTAGAGCGTCGCGATGCGGCGAGGAATATCAATTACGACGCAGCTTCATGTTCT
AGTTCGTCAGCTGAAGATCTTTCCGTTTCGACTTCTTCGTTGATGACTCGCTCTTTG
GAGTTTCCGGAGCCTACTAGTTTCCGAATCGGTGGTGGTGTTGGAGAGATGGATC
GGATTTATCGGTCTCTTGGTGTTTCTGGTCCTGATGATTTGGCTATTTCTTTTGATG
CTTGGGAAGCTTGTAAGAAACGTTCTTCTTCAGATGTTGTTAATAGGTTTAAGTCT
TTTGATCTTGATAAGGTTCGTGATCAGGATTTGAGTGAAGAAGGTCCTAGTGGTG
TTGTTGTTGGTTCTGATTCAATGAATCATAAGGTTCAGGGTCAGGATTTGAGTGAA
GCAGGTCCTAGTGGTGGAATTGTTACTGAGTTGAGTGAGATTGGGAATTTAATCA
CTCCTGTGGATAGGTTAGTAGCTGATGGTGTGGTAGAGAATAGGCGTGTTATGGA
AAGAACACCAACTATTGTGAAGTCGAAAGGGTATCTTGTACCAAATAATGTAGTG
GCTGTTGGTGTTGGTGTTGGTGGTGGTATTAAGGGGCTAAGACCACCAGTACTTA
AGCCTCCTCCGGCTATGAAACGACCCCCTATTGATCATCGGGGATCGTCTTGGGA
TTTCCTGACGCATTTCGCTCCAAGTGAAACAGTTAAGCGGCCGAGTTCCTCTTCTT
CTTCTTCCGAGGATGGATGCGATGAAGAGGAAGGCAAGGAAGAGGAAGCGGAAG
CGGAAGAGATGGGAGCTAGGTTTATCCAGTTGGGGGATACGGCTGACGAGACGT
GCTCATTCACTACAAATGAGGGTGACTCCTCAAGCACAGTATCCAATACTTCGCC
TATCTATCCAGATGGAGGAGCTATCATAACGTCTTGGCAAAAGGGTCAACTTTTG
GGACGAGGATCATTTGGTTCTGTGTATGAAGGCATTTCTGGAGATGGGGACTTCT
TTGCTGTCAAGGAAGTTTCACTTCTTGATCAGGGAAGTCAGGCACAAGAATGCAT
ACAACAACTTGAGGGGGAGATTAAACTACTTAGTCAGCTTCAGCATCAGAATATT
GTGAGATATCGTGGCACAGCCAAGGATGGGTCAAACTTGTACATTTTTCTTGAGC
TTGTAACCCAAGGGTCCCTTCTAAAACTCTACCAAAGATACCAGCTTCGGGACTC
TGTAGTCTCCTTGTACACTAGACAGATTCTTGACGGTTTGAAATATCTCCACGATA
AAGGTTTTATTCACAGGGACATCAAATGTGCAAATATATTGGTGGACGCTAATGG




CGCCGTCAAACTTGCAGATTTTGGATTGGCAAAGGTTTCAAAGTTTAACGACATT
AAGTCCTGCAAGGGAACTCCATTTTGGATGGCTCCAGAGGTTATTAACCGAAAGG
ATAGTGATGGCTATGGAAGTCCAGCTGATATATGGAGCCTCGGGTGCACTGTGCT
GGAAATGTGTACTGGTCAGATCCCCTACTCTGATCTCGAACCCGTTCAAGCCCTGT
TTAGGATCGGAAGGGGTACTCTTCCGGAAGTACCTGATACGTTATCACTAGATGC
TCGGCTTTTCATACTTAAGTGTCTTAAAGTGAACCCGGAAGAGCGGCCAACTGCA
GCTGAACTGCTGAACCATCCATTTGTGAGAAGACCCTTACCATCCGTGGGTTCAG
GAGGCTCGGGATCAGCATCTCCCCTTCTCCGTAGATGAGGCTAATTTTAGTAAATT
TCCTCAATAGGCATAACCCGAAGATTTATGAGAGATTAGATCCCAGAGAAACTAT
TGGGAGACACGAGACATGATTCTTCGACACACACACACGTGCGGTCGGGTTGCGC
AGCAAGAGCCAAACTTACTTAGTTTCTGTGTCATTCGTTGGTTATTTGTTGCAAGT
TATGTGTTGGGCTTGATTTTAAAACTGAAGAGCCTTATTTTTCTAGGAATTAGAAA
TGTCGACCTTGGGGTTTTTGGGTGTATAGGTTTTGTTTAGTTTTTTTTGTTAAATTA
TAGTGTATGTATGTCTGTATCTATATCATGTAATGTATAATTATAGTTGGTTCTTAT
AGTTCCTGGCTTGTTGTAACTGTGTACACACATCGATGGGTTTAAGTTCTATTTGT
CTCATATTTTAAAGAAATCTGCTGCTCTAATCATCTATTAAAAAGTATAGTCAAGA
TATTTTCTATAATTCAGGTCAAAGCCACTTTAATTGAAGT

>CAEQ0640.1 putative mitogen-activated protein kinase 1 [Medicago sativa]
MNHLPRIFGYRNKSTTEMNSKKKKQPKLQRRNAVKNFNYDAQPSSSSPESSESASSSA
SILCTRSMDFHDRKSFRVEGVDGEFDIICRSLGLNGPEDFSIPAAAWEAMKFRSSSDVL
PRLNVSEFDETKTSGEIDQVGVVDCDDRVLVRDSPAESSGGEVNVSIRDSPAKSSGCC
TGGEIRVPVRGFDETSNCSTGSGGIKGIRPPMLKPPPGVRVSVVDDTCSTWDILRDFAP
EGEGKEREEQEEEEEKVDEVEEKEEVGELELKVEEEENGDIIGEFSRSCSFTTSQEDDS
SSTTTDTRSNSISPNVRLKPVITPGSWQKGELLGRGSFGTVYEGISEDGFFFAVKQVSL
LDQGSQGKQSVVQLEHEIALLSQFEHENIVRYIGTEMDESNLYIFIEFVTKGSLLSLYR
RYKLRDSQVSAYTRQILHGLKYLHDRNIVHRDIKCANILVDANGSVKVADFGLAKAI
KLNDVKSCQGTAFWMAPEVVRGKVKGYGLPADIWSLGCTVLEMLTGKIPYSPMECI
SAMFRIGKGELPPVPDTLSRDARDFILQCLKVNPDDRPTAAQLLDHKFVQRSFSQSSG
SASPHIPRRG

>0A097072.1 MEKKZ1 [Arabidopsis thaliana]
MDRILARMKKSAGRRGGDKNITPVRRLERRDAARNINYDAASCSSSSAEDLSVSTSSL
MTRSLEFPEPTSFRIGGGVGEMDRIYRSLGVSGPDDLAISFDAWEACKKRSSSDVVNR
FKSFDLDKVRDQDLSEEGPSGVVVGSDSMNHKVQGQDLSEAGPSGGIVTELSEIGNLI
TPVDRLVADGVVENRRVMERTPTIVKSKGYLVPNNVVAVGVGVGGGIKGLRPPVLK




PPPAMKRPPIDHRGSSWDFLTHFAPSETVKRPSSSSSSSEDGCDEEEGKEEEAEAEEMG
ARFIQLGDTADETCSFTTNEGDSSSTVSNTSPIYPDGGAIITSWQKGQLLGRGSFGSVY
EGISGDGDFFAVKEVSLLDQGSQAQECIQQLEREIALLSQLQHQNIVRYRGTAKDGSN
LYIFLELVTQGSLLKLYQRYQLRDSVVSLYTRQILDGLKYLHDKGFIHRDIKCANILV
DANGAVKLADFGLAKVSKFNDIKSCKGTPFWMAPEVINRKDSDGYGSPADIWSLGC
TVLEMCTGQIPYSDLEPVQALFRIGRGTLPEVPDTLSLDARLFILKCLKVNPEERPTAA
ELLNHPFVRRPLPSVGSGGSGSASPLLRR



Piiloha 4: Sekvence cDNA, promotoru a gDNA genu OMTKI1 ziskané Sangerovym
sekvenovanim:

>Medicago sativa OMTK1 mRNA

ATGAATCACTTACCACGAATTTTCGGTTATAGAAACAAATCAACTACGGAAAT
GAACTCCAAGAAGAAGAAACAACCCAAGCTACAACGTCGTAATGCGGTGAAGAA
TTTCAACTACGATGCTCAACCGTCTTCGTCGTCGCCGGAATCTTCTGACTTGTCGT
CGTCGTCGGCGTCGATTCTCTGTACTCGATCGATGGATTTTCATGATCGGAAAAGC
TTTAGAGTTGAAGGTGTTGACGGAGAATTTGATATTATTTGTCGGAGTTTAGGGTT
GAATGGACCGGAGGATTTCTCGATTCCGGCGGCGGCTTGGGAGGCGATGAAGTTT
CGGTCTTCTTCGGATGTTTTGCTGCGGTTGAATGTTTCGGAATTTGATGAAACGAA
GACGAGCGGTGAAATTGATCAAGTTGGAGTAGTTGATTGTGATGATAGAGTTTTG
GTTAGAGATTCTCCGGCGGAGAGTAGTGGTGGAGAAGTTAATGTTTCAATTAGAG
ATTCTCCGGCGGAGAGTAGTGGTGGAGAAGTTAATGTTTCAATTAGAGATTCTCC
GGCGAAGAGTAGTGGTTGCTGCACGGGCGGTGAAATTAGGGTTCCGGTTAGGGG
TTTTGATGAGACAAGTAATTGTTCAACCGGCAGCGGTGGTATTAAAGGAATTAGA
CCGCCGATGCTTAAGCCGCCGCCAGGGGTTCGGGTTTCTGTTGTGGATGACACGT
GTTCCACTTGGGATATTCTGAGGGATTTTGCTCCGGAAGGCGAAGGAAAAGAGAG
AGAAGAAGAAGAAGAGGAAGAGAAGGTAGATGAAGTAGAAGAAAAAGAGGAA
GTTGGTGAATTGGAATTGAAGGTAGAAGAAGAGGAAAATGGTGACATTATTGGT
GAGTTTTCGAGATCGTGTTCGTTCACTACTTCACAAGAAGATGATTCATCTAGCAC
GACGACGGATACTAGGTCGAATAGTATATCTCCTAATGTGAGATTGAAGCCTTTT
ATTACTCCCGGGAGTTGGCAAAAGGGCGAGCTTTTGGGTCGTGGTTCGTTTGGAA
CTGTATATGAAGGAATTTCTGAAGATGGATTCTTTTTTGCTGTAAAACAAGTTTCA
CTGCTTGATCAAGGGAGTCAGGGAAAGCAAAGTGTCGTTCAACTGGAGCACGAA
ATTGCACTTCTGAGTCAGTTTGAACATGAGAATATTGTTCGATACATTGGCACTGA
AATGGATGAATCAAATCTATATATCTTTATCGAGTTTGTAACCAAAGGTTCCCTTT
TAAGCCTATACCGGAGGTATAAACTTCGAGATTCCCAAGTATCTGCTTATACGAG
ACAGATTCTGCATGGTTTGAAGTATCTTCATGATCGAAATATTGTTCACAGGGAT
ATTAAATGTGCCAATATATTGGTTGATGCAAATGGGTCTGTCAAGGTTGCAGATT
TTGGATTGGCAAAGGCAATTAAACTGAATGATGTTAAATCATGCCAAGGAACAGC
ATTCTGGATGGCACCAGAGGTTGTAAGAGGAAAAGTTAAAGGTTATGGACTTCCG
GCTGATATATGGAGTCTTGGATGCACTGTGTTGGAGATGTTAACTGGGAAAATTC
CGTACTCTCCTATGGAATGTATCAGCGCAATGTTTAGAATTGGAAAAGGTGAACT
ACCTCCAGTGCCCGATACTCTTTCAAGAGATGCACGCGATTTTATTCTGCAGTGTC



TTAAAGTTAATCCAGATGATCGTCCCACTGCGGCTCAACTCTTAGACCACAAATTT
GTCCAGAGGTTATTCTCCCAGTCCTCTGGCTCAGCGTCTCCACATATTCCGAGAAG
AGGTIEA
>Medicago sativa promotor genu OMTK1
CCGGCTACAAGATTCACTCTAAAAAACACACGATCCCCAACTTGAAACTCAAT
ATCCTTTCTCATCTTATCATGATATCTCTTCTGCCTACTCTGAGACGCTTTCATCTT
TTCCTGAATCATTTTCACCTTCTCTGTAGTCTCTTGCACAAATTCCAGTCCTAACA
AAGCACTTTCTCCTAACCCATACCAACACAACAATGTTCTAAATCTCCTTCTATAC
AAAGCACTTTTTGTGTTCTACACCTCTAAGAACGAACCTGGTATTCATATTTAGCG
TCCGATTGCCACACATGTATGACAATTATTGTTAATATTTGTTAAAAAAGTTGTTT
ATGAATTTTCAATTGATAAGACAATATAATATCATAAGACTTTTAATCTTGAGGTG
ATTTTCTTCAATGAATAATTCTAGCCAACAAAATCCACCATTCACTACCAATCACA
ACCTACTAATCATGTAATGCAAAAAACACCAGCGCACCGAGTCACATGCCTTTTC
AAAATCCACCTTAAAGATCATACATTGGCTAGATAAATTACTTCATTCACCACAA
CAACTCCATAAACCAGGCGCCTCCCGTTGATAAAAGGCGACAAATTGGCTGAAAT
GATTTTCTTCGCAACTTCCGCCAACCTTCCAACTAACACCTTTGCTAACAACTTCT
AAAGAGAACCTAGACGAGAGATCAGACGGAACTCATCGAGATGGAGAGAGGAA
TCTACTTTTGGAATTGAGGTAACAAAATAGGACGCAAAGTTATGAGTGAGACTAA
CATGAGTGAAAAATTGATCACAAGTTTAATTTTCCTCGTTTCAATTTTAATGGATT
AGTTTGACTTATTAAAAATTTCTATCAACCTATTTTGATATAAAAATTTCATTTTA
AAAAATAAGTTGACACATTGTTTTTTGACTAAAGTCTAATAAGTTGTGACATTTTT
TTTAGAGGAAATAAGTTGAGACATTTTTTTTTTTTTTGAGTTTAATTGAAATGCTC
TGATAGTGTAAAGTTCACTTTACACAGTCATCCAATAGAATTCCGACACATCCAT
CATACCCTCTCTCAAAATATGTTAATTGAATTGAATTAGTTAATTCTGAAAACCAC
CTTTCTCACTTCTCAGTTCTCTTGCTCGCTTGTTCCTCTTCTCTGTTGTAGCATTTTC
ATCTCTTCAATTGCAGTCTCTATGATCGTTCTCGGCGCTTGACGGAAAATGACACT
GTTTTAAAGCACCGTAGGTAATTGAGGAACAGAAGGCCAAGTAGTTGAAGGAGC
GGTTGATTGCTTGAAACAGATAAAATAAGATGGTGGTTGATATTGACGTCATTGG
AACAAGTATAGTAGAAGACCCACCGTTTTCTTTCCCACACATCATACTTTGAAATT
GATATCCCCCGATATCTAATACAAGCATGTTGATGCTCGTCATGTAACAACTAAC
AAGTACCTCAATAATATCAACCAATTCCAAAGTCTCACATCTCTCTGTGAAGGAC
GCCATGATTGTAGTGCGTTGTCGGTTGTCATGAAATTCTGGTAGAGGATGGTTTGC
ATTTCGCACGACATGCACAATTACTTGTTTCTAGAATTAATTTAAATTCAATTAAA
GAGATATGACGTGACTGAGTTTTATTGGATGACCGTGTAAAGTGAACTTTACACT




GTCAGAGCACTACAATTAAACTTTTTTTTTTTTTTTGAAAGATGATTTAGCCTACA
AAATATATTTATGCGCGTGGACATAGAAAAATGTAAGAAGGAAAAAGTACAAAG
CTCCACATAAGCAGTCAACGTGGTACCGCGTTTTTTGTATCCTTTCCTTTCCTCCTT
TCTTTGATAAGATTTTTATCTCTCCTTTAAACAAAATCGTTTACCATCTCCAACTTA
GTCTGACTTCCATTTTTAATTTCCCAGTCTCTTAAACCATTTCTAAAAGCGCTTATT
TTCAAAAGCGCGGTAGCAGCCAGCGCTTTTTAAATGGACTTATCACCTTTAA
>Medicago sativa gDNA genu OMTK1
ATGAATCACTTACCACGAATTTTCGGTTATAGAAACAAATCAACTACGGAAATGA
ACTCCAAGAAGAAGAAACAACCCAAGCTACAACGTCGTAATGCGGTGAAGAATT
TCAACTACGATGCTCAACCGTCTTCGTCGTCGCCGGAATCTTCTGACTTGTCGTCG
TCGTCGGCGTCGATTCTCTGTACTCGATCGATGGATTTTCATGATCGGAAAAGCTT
TAGAGTTGAAGGTGTTGACGGAGAATTTGATATTATTTGTCGGAGTTTAGGGTTG
AATGGACCGGAGGATTTCTCGATTCCGGCGGCGGCTTGGGAGGCGATGAAGTTTC
GGTCTTCTTCGGATGTTTTGCTGCGGTTGAATGTTTCGGAATTTGATGAAACGAAG
ACGAGCGGTGAAATTGATCAAGTTGGAGTAGTTGATTGTGATGATAGAGTTTTGG
TTAGAGATTCTCCGGCGGAGAGTAGTGGTGGAGAAGTTAATGTTTCAATTAGAGA
TTCTCCGGCGGAGAGTAGTGGTGGAGAAGTTAATGTTTCAATTAGAGATTCTCCG
GCGAAGAGTAGTGGTTGCTGCACGGGCGGTGAAATTAGGGTTCCGGTTAGGGGTT
TTGATGAGACAAGTAATTGTTCAACCGGCAGCGGTGGTATTAAAGGAATTAGACC
GCCGATGCTTAAGCCGCCGCCAGGGGTTCGGGTTTCTGTTGTGGATGACACGTGT
TCCACTTGGGATATTCTGAGGGATTTTGCTCCGGAAGGCGAAGGAAAAGAGAGA
GAAGAAGAAGAAGAGGAAGAGAAGGTAGATGAAGTAGAAGAAAAAGAGGAAGT
TGGTGAATTGGAATTGAAGGTAGAAGAAGAGGAAAATGGTGACATTATTGGTGA
GTTTTCGAGATCGTGTTCGTTCACTACTTCACAAGAAGATGATTCATCTAGCACGA
CGACGGATACTAGGTCGAATAGTATATCTCCTAATGTGAGATTGAAGCCTTTTATT
ACTCCCGGGAGTTGGCAAAAGGGCGAGCTTTTGGGTCGTGGTTCGTTTGGAACTG
TATATGAAGGAATTTCTGAGTAAGTGCTGTTTCTATTGATAGCCTGTTAATTGAAT
TTGAGTCTTGATAACGAGTGCATCGGGAGCACAATTTTAAGCATTCTAAATTAAG
TAATTACATAGACTTTCTTAAAAACTTACCTTTTAAAATCCTTAAAAATTCCCCGG
GGCACTCGTTAGCATTTCCCATTAAATTTTGTAGTTTGGTAGTATATGTGTTACTA
TGTATGGGGAAGTAGTTAATGAAGGTTGGAAAGATTAGTTTGGAATGACGGTGA
GTTTGATAAATTACGGCGACAATGCCAGTGGTACTTGGTTTATATTAATTATTAAA
GTTCAAAAGTGTAGCCAGGAGATAGGGGAACATTTTGATTGCTAAACTCACCGCC
AATACAAACATTTGAAGATAAAATAAAAGGGGTCTGCATTAGGTAGAGTGTTTAG




CGGAGTGAAATTGAGGGAGAGAATGATTTAAACTTTTATTGCTCAGTTATCTTTTT
GGAAAAGAAGGGGAGGAAAATCTTGAATCAATTTTGGCTCTCTACGATATTTTAG
GTGCTTATAAAAATTTATACATTAGTGATTTACTAAACTGTTTTTCTAATAAAATC
TTTCTACTTTTTATTTACTTGGCCATTGCTCCAAGTTAGGGAACCTATTAAGTCTTG
CCAAGTAGAAAATTGCTCTTGGCTGCCACGTAATGTCAATGTATTCGTATCCTTTC
CTATTAAATTAGTGCAAATATTTTACCGAACATGAGCAAAAGAGCTCTAGAACCC
TTTTGTGTTTTTGGTCAATTGCTGAAAAATAGTTTGATGTTGGCACCCCTTTGTTGC
ATCTGTCAGAATGATTCCTTTTTTTTTTTCTCTTCTAGGCTGTCCATTTTGGCGCTA
TATGAAAACCACGGTTTTGAAATGCCTTACCTTGCTTTTTTTTTCTTCTTTTTCTCT
TGGGAAAATATTCTAGATTATTTTTAACCTTTGATAGCTTTTTAAAGTCTGGGTTT
TCCTCTATTATTAAGCCTCTTCATTTGGGTTTCTATAAACTGATAGTTTTTCCCTCT
GTGGCAAGAGTATAAAAATACATAGTCTCGCCACAGAGGCACAAACTGTCAATTT
ACAGGAAGAGAAAAAAATACATTTATTCTGTGCCGCAAGACTGCTAAAATTTGTT
TCTCAAATGCCACTACGTATTTGTTCTGTTGCTCGTCATATTTGGAAAATTAATGT
GAATTATTAGCATTATACAAGTAATCTTGTTTTTCTCATAATTTATTGGTGAAATT
AAGTTGTTCTTGGTGAAATTATCGTCCAATATTCAGCATGCTTCATCTTTTGGGTT
TGTTTCACTTTCGCTACTATGCTCATGAACAAAGCCCTAAATAAATAAATAGCCAT
TTACAAAATTTGATGTTTATAAATGTTAGATAAGTTGCTAACTATCGTTTTTATTC
CCTTTCTGTTTACCATTGTAGAGATGGATTCTTTTTTGCTGTAAAACAAGTTTCACT
GCTTGATCAAGGGAGTCAGGGAAAGCAAAGTGTCGTTCAACTGGAGCACGTAAG
ACTTGCTTTCTCTTTCTATTGCTTCATAATTATTGTACACTTCAATTTTCCATTAAT
CGAAATCCTTTTATAACGATAAATGTTTTCTTATAAATACTTCACTGTCTTGTGCA
ATATCTTTTCATCCATTTATGTTCTCATTATTTTTTCATCTATTTCTTTTCTCACTTT
ACTTCTACCTCCTCTCAGGAAATTGCACTTCTGAGTCAGTTTGAACATGAGAATAT
TGTTCGATACATTGGCACTGAAATGGTACTTTTCTTGTTATCTCTTGTCTTCTCCTT
TTCCTTTTATGTTCATTTTCATTTGAGCCCATGCTGAAAAATCGGTTACATATATTG
CTATTCATGTGCTTTCATTGAACAACTTTGGCTTTACAGAGTTGTTGGTTCGTGAC
ATCTTCAATTTTTTTGCCCCTATTCTTTTAGATAAAATATAAAATTTATATTGGTGC
GGGCCTATGCATCTCTCATGGCCTAATGGTTTAATCTTTTGTGGTAGTTGTTTGTT
ACAGATTGACAGCTTCCATTGACTCGAAAGAGATTGAAGGATAGTTTTCTAACTA
GTATTCACTAAACATGATACTTGATTGATTTTACACTATACAGACAAGTCTATTTA
CAATCCTAATAAATGCTAGCCTAGAATTACTGGGAATGTATCTGTTCTAAATGAC
AGACATGAAGAAAACATTAATCTATGCCAAATAATATCAAATAATAAAGGAAAA
TAATCAAGAGGTAATTGTGCAGCACAACACATTTCAAATTTATGTAAAATGTAAT




ATGTCCTTTTTCATCTGAAATATTTTTACTCAATGCTTTCAATGTATTGGAGAAGTT
GTAGCCAAAACTGTATATTGTGTAGTTTGAGGTATTGCTAACTTCACCTTTTCTTG
TCACACTACGAAGCTAGGAACTGGTTTTGAATATAACTTTTAGCATATAAAGTAG
AACTCATGTTATATTTCAGGTTGCATGTTAAGACAATTGGATGGATACCATACAA
TTCCTTCAATTATTTTCTTTAGTTACGCTGCAGTATTTTGTCAGCTATAAACAAGAT
TATCTTCTAACAGCCATTTATTGTTGTTGTCAGCTTGTCATTGCATCCTATAATTAC
TATCTTAACTGTAGTTCATTATTTACATTCTGCTTGTTTATTGCAGGATGAATCAA
ATCTATATATCTTTATCGAGTTTGTAACCAAAGGTTCCCTTTTAAGCCTATACCGG
AGGTATAAACTTCGAGATTCCCAAGTATCTGCTTATACGAGACAGATTCTGCATG
GTTTGAAGTATCTTCATGATCGAAATATTGTTCACAGGTGATCCCTAAATTTATTT
ATTTATTTATTTTGCTATCCTTTGAGGTATAAAAAAGAGATGAATCCTTGTATTCT
GGCATGCCTATGTTCTTGCTTTCATTGCATGAAAGAAACTTCTACTTGCTGTCACA
TAATTGCAATATAAATATTGTTTTAAAATGACTTAGTAATAGTACTGTTTCTTTTC
CTTCTTGTTAATTGGTTATTTAGAACATCTTCATTTTCATAGTTTGGGATGTGTTTT
ACATATTCCTGAGGACCGTGAATGGTTCCATATATCGGGCAATATAGGAAAGGGG
ATTGGAAAAGAGAAAATTATTATTGGGATAAAAGGATTTATCATCCAATTATTGT
CCTTCCTGTTCTCTTTGGATTTATCATCCAATTATATATAACCTTTGATAATGGCTT
GTTGTGACAGGGCCTAGAAGAATAAATGAGTACGGGGTTAGATTAGAGTGAGTT
ATACAGTTGGATATCTGTCTTGTTTGTTGTAGTTGAAATCTATCATGGGGATGGGT
AGTTAGGCAGAAAGGTTTAAAATAAAAGGACTTTGAGAGATGAGAAGCATTCAG
TAATTTCAATGTGTGAACTGTGCAAAGGCTCTGATGTAGGGGGGAATCCTTGGTG
ATTGTTTCTATCAATTTCACATTTCTCTTCCCTGGGATCCTAAACAACTTGTGTTTT
CGCGGCATTTGATACCTTGTTGGATGTGAATTTTCACAGAAAAGAGATGTCCTTCT
CATTGATATCAGACTAAGTTGAGGTTAAAGATGTTGAATTTGAATATTTTCCGAA
ACCATAAGCAGATATGATATTTAGATTTTAGCCTTAGAAACAACTTAGTATATAA
GCTTTAGATGTAGAGCATAAGAATCATTTCAACTTGTTCTTGGAACTTGAAACTAT
AGAAACAGCTATGTCACATAAGGGTTTCAGTGTCAGAAATTCTAATTGGTACAAT
TTTGTTTCTTTTTGGTTTATGGTGTCATAGTTTCTTTAGCATATTTGTTTTCTGTATT
TCTGTAACAGTTATGTAGTGCTACGAAGTAATATTTGTGAATATGACCTAACTATT
TTCCCTCGTAATTAAAGGGATATTAAATGTGCCAATATATTGGTTGATGCAAATG
GGTCTGTCAAGGTTGCAGATTTTGGATTGGCAAAGGTGACCTTTCTACTCTACTTC
AGTTTCTATCTAACTTTAACTTCAGTCGCGGAATCTGTACTTCCTTCAGTTGCATA
AAATATAATTTCCATTTACTAATTTTACTTTGTGGCTGTTGTTTTTCAGGCAATTAA
ACTGAATGATGTTAAATCATGCCAAGGAACAGCATTCTGGATGGCACCAGAGGTT




TGTTTTCAATCTTTGAAAGAGAATTATTGAATAAATGATGGTTCAACATATTCAAT
AAGTGGTTGGATCTACATTGTTTGTAACTTCTTAATAATGGTCTTCTTCTTTTGCCT
GCTGAATGAAATTAAATTTTCATAAAGATACAGTTAGATTTAACGTTCTACTGGTT
CAAATGCTTGCTTTGATTGTCTCTGAAGTTATTGGGACTAGGTTGATATAGTTATA
CAATTACAACGACTAAATTGTGTATTTCCTATATAATGACAAGAAGTGTTTTGGCT
TTAATGGGTTCATATTTTGGATCGGCCTAATAGTTACACCTCTATCTTTTTCATATG
TCCCATTTATTCATCATATATCTTTAAGTAATCCAGAGGGGAAGAGGGCCCTATA
ATCCAGAGTTCGGCCGGGAGGTAAGTAATGCCTAGCCAAGAATTGTTTCACCCAG
GATCACAATCGGGTTCTCCCGAACTATTCGTTCTCAGGGAGAGCTCGTTAACCAC
TTGAGACCAATCACTTGGTTAAAAAGGCTTCAGAGGGAGTCAATCCCTCAACCAA
TAAGCAGCCAAATCTATGTTTTACCAGTGTCAGCATGCAACAAATGATTAATGAT
AATGGTGTTGTACATATTTGTTGGATTACAAACCTTGAACTTGCTGGACTTCGTCA
GCCTCCTTAGCGATCCCCTCCCCTTAGATACACACCTACAAAAAAAGATGTTTCAT
TTTACGATTCTTATTAGGTTAAGTAGTGATTCTGAAGCTTTGCTGTTGTAATTAAT
GTGCAGGTTGTAAGAGGAAAAGTTAAAGGTTATGGACTTCCGGCTGATATATGGA
GTCTTGGATGCACTGTGTTGGAGATGTTAACTGGGAAAATTCCGTACTCTCCTATG
GAATGTGTATGTAGCATATTACCATTTCAATCCAACTGTTTCTTCTTTTTACCACG
CTATTAACATGAGATTAAACTTAAGTGCCTTTTTGAAGTGTTACGTGGCTATGATT
TGATCCCTATCTCTCGATATAAAATTTATATGAAACATTGCATTACTGCTAGTTTT
GATTTCCAAGCTTTGTTGAATCTCTTATGACAACAGTTGCGCTGATTGTTTAGAAT
TGGAAAAGGTGAACTACCTCCAGTGCCCGATACTCTTTCAAGAGATGCACGCGAT
TTTATTCTGCAGTGTCTTAAAGTTAATCCAGATGATCGTCCCACTGCGGCTCAACT
CTTAGACCACAAATTTGTCCAGAGGTTATTCTCCCAGTCCTCTGGCTCAGCGTCTC
CACATATTCCGAGAAGAGGTIIAA




Ptiloha 5: Western blot analyza:
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Ponceau S

Blue

- — Coomassie Brilliant

Imunodetekce fuzniho proteinu OMTK1-YFP v tranzientné transformovanych listech N. benthamiana.

Pro imunodetekci proteint byla pouzita primarni protilatka anti-GFP; L-proteinovy standard (Precision

Plus Protein Dual Colour Standards); vzorky jsou oznaceny cisly 8-14; PK-fuzni protein MMK3-YFP;

NK-negativni kontrola. PVDF membrana byla obarvena roztokem Ponceau S pro kontrolu pfenosu

proteint, roztok Coomassie Brilliant Blue byl pouzit pro vizualizaci proteind, které nebyly pieneseny

z gelu. Sipka zna¢i zachyceny signal.



