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Abstrakt
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Ciele prace

Cielom bakalarskej prace je zvladnutie prace s odbornou (anglickou) literaturou a jej

nasledné spracovanie do reSerSe na danu problematiku. Dalej sa bakalarska praca bude

zaoberat’ experimentmi zameranymi na potvrdenie interakcie kataninu a MAPK kaskad

v lucerne siatej (Medicago sativa L.)

V ramci teoretickej Casti bude vypracovana reSerSa zamerana na problematiku:

1.

Prehl'ad publikécii o mitogénom aktivovanych protein kinazach v M. sativa a ich
ortologoch M. truncatula, A. thaliana. Prehlad signalnych drah MAPK so
zameranim na SIMK, SAMK a MMK2 pri vyvine a odpovedi na stres a tiez v
suvislosti s regulaciou cytoskeletu

Prehl'ad publikécii o proteine katanin p60 (katalyticka funkcia, AtKTN1) a tiez
p80 (regulacné funkcie, 4 podjednotky) v Arabidopsis thaliana a tiez o jeho
ortologoch najma v M. sativa a M. truncatula. Tiez prehl'ad o d’alSich MAPs a

ich rolach v regulacii cytoskeletu

Prakticka Cast’ bakalarskej prace bude zamerana na:

1.

Tranzientna transformacia listov Nicotiana benthamiana, nasledné analyzy a
interakcie MPK4 a Kataninu p60 pomocou metédy Bimolekularna
fluorescen¢na komplementacia ( Bimoleculear Fluoresnece Complementation,
BiFC).

Overovanie protokolov pre tranzientnu transformaciu Allium cepa
sprostredkovanu Agrobacterium tumefaciens.

Izolacia gDNA a RNA z M. sativa a nasledny prepis RNA do cDNA, izoléacia
génov KTNp60 a MMK?2



1 Uvod

Mitogénom aktivované protein kinazy (MAPK) st dolezité signalne molekuly
obzvlast’ v rastlinach. Rastliny su sesilne organizmy, vd’aka comu sa u nich evolu¢ne
vyvinuli vel'mi efektivne prostriedky pre ucinné odolavanie nepriaznivym podmienkam
¢i uz ide o abiotické ¢i biotické faktory. AvSak ucinni schopnost obrany podmieriuje
rychle sprostredkovanie informécie o urcitom stresovom faktore. MAPK maju
nezastupitelnt ulohu v tejto signalizacii. Okrem iného MAPK zohravaju taktiez
kIicové ulohy vo vyvoji rastlin. MAPK su zoskupené v hierarchickom usporiadani,
tieto zoskupené moduly si ukotvené v takzvanych scaffold“ proteinoch. Prvotny
stimul byva zachyteny membranovymi receptormi. Nasledna signalizacia je prenesena
prostrednictvom fosforylacie kedy je ako prva fosforylovand MAP kindza kinaza
kinaza, ktora d’alej fosforyluje MAP kinazu kindzu at4d nakoniec fosforyluje MAP
kindzu. MAPK ciel'a na koncové proteiny, ktoré mozu byt aktivované fosforylaciu bud’
priamo, alebo nepriamo prostrednictvom fosforylacie transkripénych faktorov, ktoré
ovplyviiujii produkciu alebo regulaciu danych proteinov. MAPK taktiez interaguju
s proteinmi, ktoré ovplyviiuju cytoskelet buniek. Jednym z prikladom tychto proteinov

je Katanin.

Katanin je hetodimér tvoreny dvomi podjednotkami ato Kkatalytickou
s oznaCenim p60 aregulacnou podjednotkou p80. Tento protein patri do skupiny
proteinov s oznaCenim ATPazy. Katanin priamo ovplyviiuyje cytoskelet,
prostrednictvom oddelovania mikrotubulov, energiu ziskava hydrolyzou ATP.
Vzhl'adom na tuto jeho funkciu zohrava dolezitu tlohu pri vyvine rastlin a je priamo
zapojeny do cytokynézy. Podiel’a sa na tvorbe mitotického vretienka. Dalej je zapojeny
do organizacie mikrotubulov a ukladaniu celul6zy v bunkach. Mutéacie v tomto proteine
vedu ku vyraznym defektom vo fenotype. Rastliny maju zakrpaneny vzrast, ktory je
sprevadzany nepravidelnym usporiadanim mirktotubulov ¢o vedie ku nepravidelnému

deleniu buniek.

Vramci tejto bakalarskej prace bude skiimana interakcia medzi AtMPK4
a AtKTN1 prostrednictvom YFP-splitu a nasledne mikroskopické pozorovanie v listoch

N. benthamiana. Dalej bude cielov overenie protokolov pre tranzientnt transformaciu



epidermalnych buniek A. cepa za cielov zlepSenia kvality mikroskopického

pozorovania.



2 Teoreticky tivod

2.1 Vseobecna charakteristika mitogénom aktivovanych protein kinazy

Mitogénom aktivované protein kinazy (MAPK alebo MPK) patria do jednej
z najvacsich skupin transferdz, ktoré katalyzuju fosforylaciu vhodnych proteinovych
substratov na serinovych alebo treoninovych zvyskoch (Jagodzik ef al., 2018). Jedna sa
o sofistikované multienzymové komplexy, ktoré si evolucne vysoko konzervované.
Nachadzaju sa vo vSetkych eukaryotach a hraju doleziti tlohu v procesoch adaptacie
(Colcombet a Hirt, 2008; Rodriguez et al., 2010; Smékalova et al., 2014). Podiel'aju sa
aj na hormonalnych a stresovych odpovediach (Sinha er al, 2011; Liu, 2012;
Smékalova et al., 2014), d'alej na raste, regulacii bunkového delenia, diferenciacie
a programovej bunkovej smrti (Franklin-Tong a Gourlay, 2008; Muller et al., 2010;
Sasabe a Machida, 2012; Smékalova et al., 2014). Taktiez sa podiel’aju na patogénnych
a symbiotickych interakciach (Rasmussen ef al., 2012; Tena et al., 2011; Smékalova et
al., 2014). MAPK sa skladaju z vrstiev signalizaCnych kaskad pricom pozostavaju
z hierarchicky usporiadanych sekvencne aktivovanych proteinkindz, a to z mitogénom
aktivovanej protein kinazy kinazy kinazy (MAPKKK, MAP3K alebo MEK),
mitogénom aktivovanej protein kinadzy kinazy (MAPKK, MAP2K alebo MKK)
a MAPK (Komis et al., 2018).

Prvym krokom pri prenose signalu je aktivacia MAPKKK alebo MAPKKKK cez
stimulaciu plazmatickych membranovych receptorov. MAPKKK nasledne aktivuje
podradenu ,, downstream™ MAPKK, ktort fosforyluje na jej dvoch treoninovych alebo
serinovych zvySkoch. MAPKK sa dalej sprava ako kinaza s dvojitou Specificitou.
Nasledne dochadza ku fosforylacii MAPK na tyrozinovom a treoninovom zvysku
v motive T-X-Y, pricom X je lubovolna aminokyselina, motiv T-X-Y sa nachadza
medzi subdoménami VII a VIII jej katalytickej podjednotky (Rodriguez et al., 2010;
Hettenhausen et al., 2014; Bigeard a Hirt 2018). MAPK fosforyluju rézne substraty
v cytoplazme alebo v jadre vratane inych kindz, cytoplazmatickych proteinov,
efektorovych proteinov, enzymov alebo transkripénych faktorov (Khokhlatchev et al.,

1998; Rodriguez et al., 2010; Bigeard a Hirt, 2018).

Rastliny su pevne zakorenené v zemi, Co im zabrafuje uniknut pred

nepriaznivymi podmienkami na rozdiel od zivo€ichov . Vzhl'adom na to su pre nich
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kIaicové rychle odpovede na stresové podmienky. Rastlinné gény kvoli tomu koduju
zna¢né mnozstvo protein kindz. Predpokladd sa ze Arabkovka Thalova (Arabidopsis
thaliana) a ryza siata (Oryza sativa) kéduju priblizne 1000 a 1400 génov, priCom Homo
sapiens a Saccharomyces cerevisiae koduju priblizne 500 a 120 protein kinaz (The
Arabidopsis-Genome-Initiative, 2000; Lander et al., 2001; Venter et al., 2001; Wang et
al., 2003; Dardick et al., 2007; Bigeard a Hirt 2018). Medzi ktoré patria aj MAPK. V A.
thaliana je pritomnych 60 MAPKKK, 20 MAPK a 10 MAPKK (MAPK-Group, 2002).

MAPK v rastlinach boli klasifikované do Styroch fylogenetickych skupin,
s oznacenim A — D (MAPK — Group 2002). Tie su charakterizované konzervovanym
konsenzualnym motivom TxY v ich aktivacnej slucke, T-loop (Anderson et al., 1990;
Payne et al., 1991; MAPK-Group, 2002). Na zaklade porovnavania sekvencii tohto
motivu boli klasifikované MAPK do dvoch podtypov. Prvy podtyp TEY tvori skupiny
A, B aC, druhy podtyp TDY tvori vzdialenejsiu skupinu D (Bigeard a Hirt 2018).
Skupiny A, B aC obsahuji vo svojej C-terminalnej oblasti aj doménu CD ta je
dokovacim (vdzobnym) miestom pre MAPKK, MAPK fosfatdzy a substraty (Tanoue et
al., 2000). Na druhej strane vacSina MAPKK, MAPK fosfatdz a substratov obsahuje
domnelé dokovacie miesto MAPK, D-site, ktoré viaze MAPK CD doménu (Bardwell a
Thorner, 1996; MAPK-Group, 2002; Bardwell, 2006; Bigeard a Hirt 2018).

2.1.1 Subcelularna lokalizacia MAPK

MAPK kinazy mo6zu mat’ roznu subcelularnu lokalizaciu. Prikladom si: AtMPK3,
ktora sa nachadza v cytosole, v jadre a je tiez spojovana s membranami (Ahlfors et al.,
2004; Brock et al., 2010; Umbrasaite et al., 2010; Maldonado-Bonilla et al., 2013;
Persak a Pitzschke, 2013; Pitzschke et al., 2014; Bigeard and Hirt 2018), d’alej AtMPK4
bola identifikovana v plazmatickej] membrane, jadre, cytosole, bunkovej prepazke ,,cell
plate” a v mikrotubuloch (Schweighofer et al., 2007; Gao et al., 2008; Brock et al.,
2010; Kosetsu et al., 2010; Umbrasaite et al., 2007; Beck et al., 2011; Bigeard a Hirt
2018). Dalgim prikladom je AtMPKG6, ktora sa nachadza v cytosole, jadre ana
mitotickych mikrotubuloch a zaroven na sekreénych vezikulach Golgiho aparatu
(Ahlfors et al., 2004; Schweighofer et al., 2007; Yoo et al., 2008; Brock et al., 2010;
Muller et al., 2010; Umbrasaite et al., 2010; Maldonado-Bonilla et al., 2013; Persak a
Pitzschke, 2013; Sethi a kol., 2014; Brock et al., 2010; Bigeard a Hirt 2018).



Taktiez sa v jadrach moézu vyskytovat aj MAPK vyssej trovne. Ako napriklad
AtMKK4 sa vyskytuje v jadre aj v cytosole (Yoo et al., 2008; Persak a Pitzschke, 2013;
Bigeard a Hirt 2018) a AtMEKK1 sa nachadza v jadre, v cytosole, na plazmatickej
membrane a v Strukturach podobnych vezikulam (Miao et al., 2007; Gao et al., 2008;
Yang et al., 2010; Bigeard a Hirt 2018).

2.1.2 Mitogénom aktivované protein kinazy vo vyvoji rastlin

Vyvoj, tvar a velkost vegetativnych vyhonkovrastlin st do znacnej miery
ovplyviiované aktivitou MAPK kaskad, ako v optimalnych podmienkach rastu, tak aj
v pritomnosti environmentalnych zatazi a hormonalnej signalizacii (komis et al.,2018).
Vhodnym prikladom st fenotypy knock out mutantov mpk6, ktoré vykazuju variabilné
fenotypy korefiov (Lopez-Bucio er al., 2014; Miller et al., 2010) a zaroven su

sprevadzané aberantnou rovinou delenia (Miiller et al., 2010).

Stavba koreria je podmienend anizotropickym rastom buniek, ten je riadeny
priecnou orientaciou kortikalnych mikrotubulov a prislusnou orientaciou mikrofibril,
ktoré su ulozené v prekryvajucich sa bunkovych stenach (Komis ez al., 2018). Dvojity
mutanti anp2 a anp3 vykazuju defekty v morfologii korena Co je sposobené absenciou
obydvoch kinaz ANP2 aj ANP3 (Arabidopsis homologof nucleus and phragmoplast
associated protein kinase 2 and 3, homoldgna protein kindza spojena z jadrom
a fragmoplastom 2 a 3, ANP2, ANP3), zaroveni vykazuje podobnu morfologiu korera aj
mutant mpk4 (Beck et al., 2010). Mutant mpk4 ma aj nadmerne zvizkované
mikrotubuly, tato abnormélna organizacia mikrotubulov spdsobuje ,,opuchy“ buniek

korena, hypokotylu a listov. (Beck et al., 2010).

Aktivita MAPK kaskad ovplyviluje morfologiu listov prostrednictvom neuplnej
drahy, ktora zahfiia MKK2 a MPK10, pricom sa ich expresia zhoduje s miestami
s maximalnou koncentraciou auxinu vo vyvijajucom sa liste (Stanko et al., 2014). Do
procesu senescencie listov je uA. thaliana zapojena kaskdda MKK9/MPKG6, tato
kaskade negativne reguluje inhibitor (BCL2-associated X proteinl, protein X Ispojeny
s BCL2,BAX-1) ( Yue et al., 2014). Dalsia predpokladana draha senescenicie listov
prostrednistvom kyseliny abcisove] (ABA) zahfiia tieto protein kindzy MAPKKKIS,
MKK3, MPK1, MPK2 a MPK7 (Matsuoka et al., 2016).



2.2 Mitogénom aktivované protein kinazy v lucerne siatej (Medicago sativa)

Zistilo sa, ze stresom indukovana MAP kinaza s nazvom SIMK (stress induced
MAPK) v M. sativa mdze byt aktivovana bakteriadlnym a hubovym elicitorom. V §tudii
boli bunky M. sativa oSetrené elicitorom z bunkovej steny kvasiniek, nasledne sa zistili
rychlo a prechodne aktivované 44-kDa a 46-kDa MAPK. Nasledne imunokinazové testy
ukazali hlavnu aktivaciu 46-kDa SIMK a 44-kDa MMK3, simultanne boli ajv menSom
rozsahu aktivované 44-kDa MMK?2 a SAMK (Cardinale et al., 2000).

Vystavenie nizkym teplotam aktivuje p44MMK4, ktora dokaze vyrazne zvysit
toleranciu voci chladu a zarover aj toleranciu voci suchu, jej posobenie je nezavisle od
ABA (Jonak et al., 2004). Do reakcie na stres vyvolany zmenou teploty je zapojena
kindza SAMK ato prostrednictvom jej interakcie s proteinom (heat shock-activated

MAPK, teplom aktivovand MAPK, HAMK) (Sangwan et al., 2002).

Vystavenie vysokym hladinam Cu alebo Cd, aktivovalo Styri rozne kinazy a to
SIMK, MMK2, MMK3 a SAMK. Studie kinetiky kinazovej aktivacie ukazali rychlu
aktivaciu SIMK, MMK2, MMK3 a SAMK po vystaveny CU?* ionov zatial ¢o iony

Cd** vyvolavaju oneskorenu reakciu (Jonak et al., 2004).

2.2.1 Stresom aktivovani MAPK (SIMK) astresom aktivovana MAPKK

(SIMKK)

SIMK (ortolog AtMPKG6) bola identifikovand pri M. sativa ako elicitorom
a solnym stresom indukovanda MAPK (Munnik e al., 1999; Cardinale et al., 2000;
Ovecka et al., 2014), Aktiva¢né Stadie in vivo ain vitro pomocou kvasinkového
dvojhybridného testu identifikovali SIMKK ako upstream aktivator SIMK. Dalej sa
ukazalo, ze SIMKK aktivuje SIMK aj v reakcii na solny stres (Munnik et al., 1999;
Cardinale er al., 2000; Ovecka et al., 2014).

Pokial’ je SIMKK a SIMK v neaktivnom stave, su kolokalizované v cytoplazme
avjadre. Po aktivacii dochadza k presunu vacSej Casti zjadra do cytoplazmatickych
kompartmentov (Ovecka et al, 2014). SIMK bola tiez lokalizovand v jadrach
a meristematickych bunkach korefiovych vlaskov. Dalsie vysledky ukazali, Ze je
exprimovana aj v korefiovych vlaskoch. Pri tvorbe korefiovych vlaskov aich vydutin
(root hair bulges) sa SIMK polarne premiestiiuje z jadier smerom k “bulge” doménam
(oblasti v mieste vydutin) trichloblastov ak Spickam rastucich koretiovych vlaskov.

Zaroven je umiestnend v Spickach korefiovych vlaskov, stabilizacia a depolymerizacia



F-aktinu aktivuje SIMK (Samaj et al., 2003). To naznaluje, Ze jej aktivita je spojena
nielen s aktinovym cytoskeletom, ale aj to Ze je priamo ovplyvnena zmenou dynamiky
F-aktinu. Na zaklade vys§Sie spomenutych udajov je SIMK zapojena do rastu SpiCiek
korefiovych vlaskov, ktory spaja signalizaciu MAPK s aktinovym cytoskeletom (Samaj
et al., 2003).

2.3 Mitogénom aktivované protein kKinazy v A. thaliana
Vtejto casti reSerSe budi uvedené niektoré MAPK, ktoré boli najdené
v Arabidopsis thaliana a ich funkcie. A to nayma na MPK3, MPK4 a MPK®6, zarovei sa

jedna o najviac Studované MAPK v A. thaliana.

2.3.1 MPK4

MPK4 sa podiela nezavisle vo vrodenych imunitnych odpovediach, na
oxidativhom strese a v regulacii organizacie kortikalnych mikrotubolov a cytokinéze (
Pitzschke et al., 2009; Kong et al., 2012; Beck et al., 2010; Beck et al., 2011). Zaroven
je zacielend na viaceré substraty. Jednym z nich je MAP kinase substrate 1 (MKS1)
(Andreasson et al., 2005), ten je potrebny na uplnu rezistenciu zavisla od kyseliny
salicylovej (salicilic acid, SA). MKS1 dalej interaguje s transkripnymi faktormi
WRKY?25 a WRKY33, ktoré st nevyhnutné v obrane rastlin proti abiotickému stresu
(Bigeard a Hirt, 2018). MPK4 fosforyluje PATI, ktora je zapojend do mechanizmu
zodpovedného za oddel'ovanie mRNA (decapping machinery) (Bigeard a Hirt, 2018).

MPK4 je zapojend do organizacie cytoskeletu a cytokinézy prostrednictvom
niekol'kych proteinov. ANP2/ANP3 a MPK4 spolu cielia na proteiny spojené
s mikrotubulami (microtubules-associated proteins, MAPs) a to konkrétne na MAP65-1.
Vzhl'adom na tento ciel, vykazuju mutantné linie mpk4 zreteIne abnormalny fenotyp
(Beck et al., 2010). Dalej MPK4 fosforyluje proteiny(IQ67-Domain proteins, proteiny
s doménou 1Q67, IQD) 1QD31 a IQD32, pricom oba tieto proteiny patria do skupiny
MAP, zaroveni si niektoré proteiny zo skupiny IQD zapojené do bazalnej obrannej
imunitnej odpovedi (Rayapuram et al., 2018). MPK4 bola lokalizovana na bunkovych
dostickach (cell plate), v koreniovych vlaskoch (Kosetsu et al.,2010).

2.3.2 MPK6
MPKG6 je aktivovana etylénom, zvySena hladina etylénu moze byt spdsobena

bi¢ikovym peptidom flg22 (fragment of bacteria flagellin), ktory rychlo indukuje jeho
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tvorbu (Ouaked et al., 2003; Bigeard a Hirt, 2018). Proces moze byt sprostredkovany
pomocou MKKO9, ¢o vedie k fosforylacii zavisle) od MAPK a aktivacii transkripéného
faktora EIN3 (Yoo et al., 2008; Bigeard a Hirt, 2018). Zaroveti MAPK priamo reguluja
produkciu etylénu prostrednictvom interakcie s (l-aminocyclopropane-1-carboxylate
synthatase, 1-aminocyklopropan-1-karboxylat syntetaza, ACS)ACS7, ACS8 a ACS11,
ACS su klacové enzymy v produkcii etylénu.. PriCom transkripcia moze byt
sprostredkovana cez aktivaciu transkripénych faktorov WRKY33, ktoré st aktivované

cez MPK3/6 (Mao et al., 2011; Bigeard a Hirt, 2018).

Zda sa, ze MPKG6 je tiez zapojena do vyvoja cytoskeletu. Ukazalo sa, ze MPK6
cieli na protein VILLIN3, ktory sa podiel'a na zvazovany aktinovych vlakien, ked’ze tato
schopnost’ bola ovplyvnend v mutantnej linii mpk6, okrem toho nebol pritomny ani
peptid obsahujuci S415 TPX2/WDLS5, ktory sa podiela na organizécii vretenového
aparatu (Rayapuram et al., 2018; Vos ef al.,2008). Dalej sa MPK6 spaja s y-tubulinom
¢o naznacuje, ze ma ulohu v procesoch nukleacie mikrotubulov (Kohoutova et al.,

2015).

Pri napadnuty patogén rastliny menia svoj metabolizmus. MPK6 cieli na
niekol’ko kIi€ovych enzymov vratane enzymov v metabolizme uhliku ako napriklad 3-
fosfloglycerat dehydrogenaza sachar6za fosfat syntdza 1F a fosfoenolpyruvat
karboxykinaza (Rayapuran er al., 2018) . Taktiez treba spomenut’ tri pravdepodobné
priame ciele MPKO, ktoré maju zvySenu regulaciu pri reakcii na flg22, ktoré su
Varicose (protein interagujuci s aktinom) a proteiny s neznamou funkciu, ktoré su
kédované na lokusoch AT5G43830 a AT3G03570, tieto zistenia predstavuju d'alSie
mozné substraty pri odpovedi na abioticky stres (Rayapuran er al., 2018). Zarover je
MPKG6 spojend s dudlne Specifickou fosfatazou MKP1, ktora reguluje aktivacné tirovne
ostatnych MAPK aje dolezitym regulatorom odpovede na bioticky a abioticky stres
(Anderson et al., 2008;Vos et al., 2008).

2.3.3 MPK3

MPK3 je okrem iného zacielena aj na AZI1, ktory sa podiel'a na odpovedi na
stres zo zasolenia. Jedna sa o hybridny protein bohaty na prolin, ktory stuvisi slipidovym
transferovym proteinom. MPK3/6 reguluje drahu spojenu s multivezikularnymi
telieskami (Multivesicular bodies, MVBs) prostrednictvom fosforylacie LIPS, Co je
AAA ATPasa v MVB biogenéze a pozitivny regulator SKD1 (Suppressor of K+



Transport Growth Defectl), a hra kriticki ulohu v odpovedi na bioticky a abioticky
stres (Bigeard a Hirt, 2018). Zistilo sa, ze MPK3 a MPK6 posobia s nadradenou
,upstream™ MAPKKK YODA a maju rozhodujtcu tlohu pri tvorbe, vzorovany a pocte
prieduchov. Na druhej strane mutantné linie, ktorym chybala MAPKKK YODA mali
mnozstvo prieduchov. AvSak dvojity RNAi mutanti, kde boli umlcané gény mpk3
ampk6 vykazovali zdruzené stomatdlne vzory, o naznacuje defekty v Specifikacii
prieduchov av dlazdicovych bunkach (Wang et al., 2007). draha MKK7-MPK6
fosforylaciou downstream cielového proteinu PIN1 ovplyviiuju tvorbu vyhonkov, avsak

draha MKK7-MPK3 je zapojena do regulacie vyvoju listov (Jia et al., 2016)

2.4 Cytoskelet

Cytoskelet udrziava bunkovu S§truktaru, obmedzuje difiziu membranovych
proteinov a organizuje bunkové kompartmenty (Fletcher er al., 2010). Okrem tychto
funkcii cytoskelet vytvara koordinované sily, ktoré su potrebné pre mnohé morfologické
procesy pocas vyvoja a funguju ako cesta pre vezikulovy transport (Wang et al., 2017).
Biochemicky a fyzicky prepaja bunky s vonkajSim prostredim avdaka tomu ho je
mozné povazovat za senzor vyvojovych a environmentalnych signalov (Peter Nick
2013), ako napriklad modulacia kortikdlného cytoskeletu pomaha bunkdm odoléavat
stresu zo sucha, reguluje predlzovanie hypokotylu v reakcii na svetlo a podiela sa na

etylénom indukovanej inhibicie predlzovania koretiov (Liu et al., 2013).

Rastlinny cytoskelet je zlozeny z mikrotubulov a aktinovych filament (F-aktin),
vdaka Comu je dynamickou a adaptivnou Struktirou. Fyzické spojenia medzi
mikrotubulmi alebo F-aktinom vytvaraja vysSie Struktury ako napriklad ortogonalne
siete azviazky (Dixit et al., 2013). F-aktin podliechaprocesu volajuceho sa
Htreadmilling®, pri tomto procese sa monomérne podjednotky jedného mikrotubulu
alebo aktinového filamentu pridavaju na rychlo rastici koniec (plus koniec) a zaroven
sa stracaju z pomaly rastiiceho konca (minus koniec) (Fletcher et al., 2010). Jednotlivé
mikrotubuly striedavo rastii a zmr§t'uji sa priCom rastice a zmrstujice sa mikrotubuly
sa vyskytuju v bunkach sucasne (Dixit er al., 2013). Zarovern cytoskeletalne Struktary
v bunkach podliehaju neustdlym zmenam, formuju sa alebo rozpadaji v nadvéznosti na

vnutorne a vonkajsie podnety (Li et al., 2004).

Funkcia a dynamika cytoskeletu je ovplyvnend MAP a proteinmi viazucimi

aktin (actin binding protein, ABP) (Li et al., 2004). Dolezité je, ze biochemické dokazy



podporuju myslienku, Ze tieto proteiny su kIi¢ovymi prenasaémi informacii, priCom ich
aktivita a hladiny st presne kontrolované v réznych fyziologickych procesoch ¢o ma za

nasledok rychle a adaptivne zmeny v cytoskelete (Lian et al., 2021)

24.1 Mikrotubuly

Mikrotubuly (MT) maju v eukaryotnych bunkéach zasadna organizanu funkciu.
Maju tvar dlhych, pomerne malo ohybnych dutych trubic a ich vonkajsi priemer je 25
nm, ktoré sa mézu rychlo rozpadat’ na jednom mieste a zase rychlo vystavat' na inom
mieste (Alberts et al., 1998). Cely systém cytoplazmatickych mikrotubulov je sucast'ou
cytoskeletu ajeho hlavnou ulohou je urCovanie pozicie membranovych bunecnych

organel a riadenie transportu vo vnutri bunky.

MT su tvorené z podjednotiek, ktoré pozostavaju s molekal tubulinu, priCom
kazda podjednotka je dimér dvoch vel'mi podobnych globularnych proteinov,
nazyvanych a-tubulin a pB-tubilin, a s spojené pevnymi nekovalentnymi vazbami.
Tubulinové podjednotky sa navzajom spojuju a vytvaraju steny dutého cylindrického
mikrotubulu. Kazdy cylinder pritom obsahuje 13 paralelnych protofilament, kazdy
protofilament je tvoreny retazcom tubulinovych podjednotiek, v ktorom sa postupne
striedaju a-tubulin a B-tubilin (Alberts et al., 1998). Vdaka tejto stavbe ma kazdy
protofilament polarnu Strukturu, s oa-tubulin na jednom konci a PB-tubilin na konci
druhom. Jeden koniec mikrotubulu na ktorom vyc¢nievaji a-tubulinové podjednotky sa
nazyva minus koniec a druhy s koniec na ktorom vyc¢nievaju B-tubilinové podjednotky
sa nazyva plus koniec (Alberts et al., 1998). Kazda podjednotka tubulinu viaze jednu
molekulu GTP, hetorodimérna podjednotka af-tubulinu ma naviazané GTP na dvoch
miestach. Miesto N v a-tubuline je umiestené vo vnutri tubulinového diméru, (vd’aka
c¢omu sa tato molekula GTP nehydrolyzuje a jéj tloha spociva v Strukturnom zapojeny
(Takashi Hashimoto 2015). Druhé vézobné miesto pre GTP je na E mieste, ktoré sa
nachadza na B-tubuline aje umiestené na jeho povrchu, rovnako sa nachadza aj na

povrchu plusového konca uz existujiceho mikrotubulu (Takashi Hashimoto 2015).
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B
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tubulinu
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plus koniec

minus koniec

mikrotubulus protofilament

Obrazok 1 Schematické zobrazenie mikrotubulu. A) 13 molekal protofilamentu tvoriace
mikrotubul zobrazené v priecnom reze. B) Bo¢ny pohl'ad na tisek mikrotubulu. C) protofilament
zloZeny s opakujucich sa podjednotick alfa/beta tubulinu. (Upravené podl'a Alberts et al., 1998,
kreslené¢ v BioRender.com)
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Tubulinové heterodiméry sa prednostne pridavaju na plus koniec, po pridany
tubulinového diméru k rasticemu plus koncu, podjednotka a-tubulinu interaguje s GTP
na mieste E koncove] podjednotky B-tubilinu, o ma za nasledok hydrolyzu GTP
(Takashi Hashimoto 2015). Ked'Ze sa GTP-tubulinové podjednotky pevne viazu k sebe,
¢o ma za nasledok vznik GTP-Ciapocky, ktord mé schopnost zabranit' depolymerizacii
mikrotubulu (Alberts ef al., 1998). Avsak ked’ je rast mikrotubulu pomaly moze dojst
k hydrolyze GTP skor ako je naviazany novy tubulinovy dimér, ktory nesie GTP,
vtomto pripade dojde kstrate GTP-Capicky adochadza kuvolfiovaniu GDP-
tubulinovych podjednotiek, ¢o vedie k skracovaniu mikrotubulu (Alberts et al., 1998),
tento dej je nazyvany aj katastrofa (z anj catastrophe), ak sa GTP Ciapocka obnovi
a mikrotubul za¢ne opat’ rast, vtomto pripade sa tento dej nazyva zachrana (z anj

rescue) (Takashi Hashimoto 2015).

E-miesto &
GTP &iapka

GTP
B-tubulin

a-tubulin -miesto

GTP kontaktné
miesto
«—GTP hydrolyza

— —

GDP

Obrazok 2 Schématické zobrazenie tvorby GTP cCiapocky na jednom protofilamente. GTP
viazany na B-tubuline v jeho E mieste sa hydrolyzuje na GDP, ked’ a-tubulin v prichadzajucom
tubulinovom heterodiméri vstipy do kontaktu s molekulou GTP. Polymerizacia spustena
hydrolyzou nukleotidu vytvara mala GTP ¢iapocku na plus konci rasticeho MT. GDP viazané
v N mieste nie je znazornené¢ (upravené podla Takashi Hashimoto 2015, kreslené v
BioRender.com)
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2.4.2 Aktinové filamenty

F-aktin je zloZzeny z monomérnych alebo globularnych aktinovych podjednotiek
(G-aktin), ktoré su usporiadané do dvojvlaknovej Spiralovej Struktury s priemerom 5-7
nm (Blanchoin et al., 2014). G-aktin je vysoko konzervovany protein, ktory ma
molekulovi hmotnost 42-kDa. Na jeho povrchu sa vyskytuju dva hlavné laloky, ktoré
st oddelené Strbinou. V §trbine s pritomné vazobné miesta pre nukleotidy a dvojmocné
kationy. Pre vytvorenie nového aktinového vlakna je nevyhnutné aby prislo k interakcii

troch podjednotiek, ktoré vytvoria zdklad pre vznik nového vlakna (Li et al., 2015).

2.5 VsSeobecna charakteristika kataninu

Katanin je proteinovy konzervovany komplex AAA ATPéazy oddelujuci
mikrotubuly (MT), bol objaveny v Xenopus laevis (McNally a Vale, 1993). Jedna sa
o heterodimér, ktory je tvoreny z katalytickych p60 a regulacnych p80 podjednotiek,
pricom jeho oddelovacia aktivita vyzaduje hexamerizaciu na povrchu MT (Hartman a
Vale, 1999; Stoppin-Mellet et al., 2007). Jeho katalyticka podjednotka p60 predstavuje
mikrotubulmi stimulovani ATPazu, t4 vyzaduje hydrolyzu ATP na oddelenie MT,
presné nacasovanie oddelenia MT zatial nie je dobre pochopené, katanin sa
pravdepodobne pohybuje pozdiz mikrotubulu pred jeho samotnym prerusenim (Eckert

etal.,2012).

Faktory, ktoré mozu Specifikovat’ oddelenie MT, zahffiaju tubulinové post-
translacné modifikacie (Sudo a Baas, 2010), vyskyt volnych tubulinovych dimérov, tie
mozu inhibovat’ aktivitu kataninu prostrednictvom ich karboxylovych koncov (Bailey et
al., 2015;) a defekty mikrotubulovej mriezky (Davis et al., 2002; Diaz-Valencia et al.,
2011; Jiang et al., 2017;). Podjednotka p80, ktora ma regulacnt tlohu obsahuje WD40
doménu, ta stimuluje aktivitu oddelovania MT katalytickej podjednotky p60.
Predpoklada sa, ze v zivociSnych bunkach sprostredkovava zacielenie kataninu na
Specifické miesta, ako centrozém a zosiliiuje vazbu na MT (McNally a Vale, 1993;
Hartman et al., 1998; McNally et al., 2000). U rastlin podjednotka kataninu p60
postacuje na oddelenie MT (Stoppin-Mellet er al., 2002). V pripade Arabidopsis
thaliana zacielenie kataninu na Specifické miesta preruSenia MT je sprostredkované
Styrmi réznymi regulaénymi podjednotkami p80 (Wang et al., 2017). Studie, ktoré boli
vykonané na mutantnej linii ryze ,OsKTNS80Oa, preukazali, ze nadmerna expresia
ortologu p80 suvisi s predlzovanim buniek a defektami v bunkovom deleni (Wan er al.,

2014;). Stvority mutant km80.1234 A. thlaliana vykazuje trpasliéi fenotyp s mensimi,
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okruhlej§imi  tmavozelenymi rozetovymi listami a Sir§Simi a krat§imi  stonkami
v porovnani s (wild type, divoky typ,WT). Fenotypovo je mutantnd linia A.thalina
ktnt80.1234 podobna mutantnej linie A.thaliana leul (Wang et al., 2017). Pozorovanie
epidermalnych buniek listov §tvoritého mutanta kmn80.1234 odhalili zlozitejSiu siet MT
s ohnutymi a dlhymi MT pri vysSej hustote ako pri divokom type (Wang et al., 2017).
Organizacia MT pripominala pozorovania mutantnych linii fra2, leul a botl priCom
tieto mutanty maju absenciu KTN1 p60 (Burk et al., 2001; Bouquin et al., 2003.;
Wightman et al., 2013).

Experimenty s l'udskym kataninom p60 ukazali vazobnu a oddel'ovaciu doménu,
ktora sa nachadza na N-koncovej oblasti. Prvych 29 aminokyselinovych zvyskov je
potrebnych na spojenie s podjednotkou p80 (McNally et al., 2000; Burk et al., 2007).
Stadie na katanine p80 ukazali, 7¢ doména WD40 ma ulohu zacielenia kataninu na
centrozome (McNally er al., 1996; Burk et al., 2007) a C-terminalna polovica proteinu
sprostredkovava interakciu s podjednotkou p60 (McNally et al, 1998; Burk et al.,
2007).

2.5.1 Charakteristika kataninu pri Arabidopsis thaliana

Prvy identifikovany rastlinny homolog zivocisneho kataninu p60 bol objaveny v
rastline Arabidopsis thaliana. Niekolko nezavislych skupin vedcov Studovalo jeho
funkcie sucasne, ¢o viedlo k jeho identifikacii pod réznymi ndzvami ako BOTEROI
(Bichet et al., 2001), AtKTN1 (Burk et al., 2001), AtKSS (McClinton et al., 2001),
Atp60 (Stoppin-Mellet et al., 2002;), ECTOPIC ROOT HAIR 3 (ERH; Webb et al.,
2002), FRAGILE FLOWER 2 (FRA2, Burk et al., 2001) alebo LUE1 (Bouquin et al.,
2003). Protein katanin sa sklada z 523 aminokyselinovych zvysSkov, pricom jeho
molekulova hmotnost je 57,27 kDa. V genéme Arabidopsis thaliana je pritomny jeden

katanin p60 a Styri homology kataninu p80 (Bouquin et al., 2003; Keech et al., 2010).

2.5.2 Funkcie Kataninu

Ako bolo vyssie spomenuté katanin je protein, ktory je schopny oddelovat MT.
Vyskumy ukazali, ze je potrebny na pociatocné prelomenie izotropie organizacie
kortikalnych MT a zaroven na ich organizaciu pocas delenia buniek, zarover je jeho
dalSou funkciou aj koordinacia rastu apikalneho meristému, meristémov vyhonkov
a vzniku listovych primordii vo vztahu k tlakovym mechanickym silam (Uyttewaal et

al., 2012). Rovnako hra ulohu pri auxinovej signalizacii (Sassi ef al., 2014). Dalej sa

14



podiel'a na predlzovani hypokotylovych buniek, ktoré st indukované modrym svetlom

alebo auxinom (Lindeboom et al., 2013; Lin et al., 2013).

Ukazalo sa, ze katanin oddeluje vznikajice mikrotubuly s jadrami y-tubulinu
a augminu, ktoré sa rozvetvuju z existujucich mikrotubulov (Nakamura et al., 2010),
ako aj mikrotubuly, ktoré sa navzajom krizia pocas ich predlzovania (Wightman
a Turner, 2007; Zhang et al., 2016;). Tato schopnost kataninu je dodlezitd na
preorientovanie kortikalnych mikrotubulov, ktoré st indukované modrym svetlom alebo
etylénom (Soga et al., 2010a; Lindeboom er al., 2013;), ato kvoli podpore

dekonstrukcie mikrotubulov s nevhodnou orientaciou (Luptovciak et al., 2017).

2.5.2.1 Vplyv kataninu na organizaciu kortikalnych mikrotubulov

V mutantnych liniach fra2, botl a leul sa ukazala zna¢na dezorganizacia
kortikalnych MT v predlzujacich sa bunkach (Bichet er al., 2001; Burk er al., 2001;
Burk et al., 2002; Bouquin et al., 2003; Komorisono et al., 2005; Burk et al., 2007).
V mutantnych liniach fra2 sa znacny pocet kortikalnych mikrotubulov zhromazduje
v beznych miestach v kortikdlnej oblasti. Pozorované konvergujuce miesta
mikrotubulov v kortikalnej oblasti naznacuju, ze sa moze jednat o nukleacné miesta
kortikalnych mikrotubulov, a teda mutacia fra2 moze sposobit’ oneskorené uvolfiovanie
mikrotubulov. Zarovei v tejto mutantnej linii bolo pozorované aj oneskorenie v miznuti
perinuklearneho zoskupenia mikrotubulov v bunkach vyradenych z bunkového delenia.

(Burk et al., 2001; Burk et al., 2007)

Bolo dokéazané, ze nadmerna expresia AtKTN1 sposobuje nahodnu fragmentaciu
a depolymerizaciu  kortikalnych mikrotubulov (Stoppin-Mellet et al., 2006),
pricom fragmentované mikrotubuly su Casto organizované do hrubych zvizkov (Burk et

al., 2007).

2.5.2.2 Vplyv kataninu na ukladanie celulézovych mikrofibril a bunkovej
morfogenézy
Mutantna linia Arabidopsis thaliana fra2 mala aberantnu orientaciu celul6zovych
mikrofibril v predlzujucich sa parenchymatickych bunkach v stopke rovnako ako aj vo
vlaknach podliehajucich postupnému sekundarnemu zhrubnutiu bunkovej steny (Burk a
Ye 2002; Burk et al., 2007). Predpoklada sa, ze kortikdlne mikrotubuly poskytuju
“stopy (tracks)“ na preorientovanie ukladania celul6zovych mikrofibril (Baskin, 2001).

Z toho vyplyva, ze dezorganizacia kortikalnych mikrotubulov v mutantnej linii fra2
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vyvolava poruchy v ukladani celul6zovych mikrofibrilov. Zarovern tento jav brani
normalnej biosyntéze bunkovej steny, co malo za néasledok znizené zhrubnutie bunkove;j

steny (Burk a Ye 2002; Burk et al., 2007).

2.5.2.3 Vplyv kataninu na preprofazovy pas v suvislosti s jeho tvorbou
Preprofazovy pas (preprophase band, predprofazovy pas,)PPB, sa tvori pocas
interfazy ato restrukturalizaciou difuzneho kortikdlneho mikrotubulového systému,
pricom sa transformuje na Siroky kruh tvoreny kortikalnymi mikrotubulami a nasledne
sa progresivne zuzuje. Nakoniec sa na zaCiatku mitozy rozklada suCasne s rozpadom

jadrového obalu (Van Damme et al., 2007; Komis et al., 2017).

Na zaklade studie, ktora porovnavala bunky pri Arabidopsis thaliana Columbia-
0 (Col-0) s bunkami mutantnej linie ktn 1-2, boli preukazané zna¢né defekty na PPB.
Pri¢om rastlinné bunky v preprofaze mutantnej linie ktn 1-2 vacsinou vykazovali vel'mi
Siroké a casto roztiahnuté PPB, ktoré malo asymetricki organizaciu. Zarovei
obsahovali privel'a prediZenych a ¢asto ohnutych mikrotubulov, ktoré boli lokalizované
mimo oblast’ PPB, ako aj vejarovité, §iroké, neusporiadané a netplné PPB. (Komis et
al., 2017).
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3 Experimentalna ¢ast’

3.1 Materialy

3.1.1 Pouzité chemikalie

70% a 96% etanol (Penta, Ceské republika

1 kbp Plus DNA Ladder (Invitrogen, USA)

1 M Hydroxid draselny (KOH) (Sigma Aldrich, Nemecko)
1-brom-3-chlorpropan (Sigma-Aldrich)

50x TAE (Tris, Acetat, EDTA) (Sigma Aldrich, Nemecko)
6x loading dye (Invitrogen, USA)

Acetosyringon (3°,5‘-dimetoxy-4‘-hydroxyacetofenon, Sigma Aldrich)
Agarosa (Sigma Aldrich, Nemecko)

BAP (Sigma Aldrich, Nemecko)

Centimonium bromid CTAB (Sigma Aldrich, Nemecko)
Destilovana voda

DNA Gel Loading Dye, 6X (Thermo Fisher Scientific; USA)
DNAse RNAse free voda (Thermo Fisher Scientific, USA)
dNTPs (Thermo Fisher Scientific, USA)

Dusic¢nan draselny (KNO3) (Sigma Aldrich, Nemecko)
EDTA (Kyselina etyléndiamintetraoctova) (Sigma Aldrich, Nemecko)
Gellan Gum (AlfaAesar, USA)

Chloroform (Sigma Aldrich, Nemecko)

Kanamycin (Duchefa Biochemie,Holandsko)

LB (Luria-Bertani) medium tuhé (MO BIO laboratories)
MES monohydrat (Duchefa Biochémie)

MgCl2 (Sigma-Aldrich, Nemecko)
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Midori barvivo (Nippon Genetics, Nemecko)

MiliQ voda (pfipravena Simplicity Water Purification Systém, Merk, Nemecko)
Murashige and Skoog basal salt mixture (Duchefa Biochemie,Holandsko)
Phire plant Direct PCR Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)

propan-2-ol (izopropylalkohol) (liechovar Kojetin)

Rifampicin (Duchefa Biochemie, Nizozemi)

RNasa A s koncentraciou 10 mg/ml (Fermentas)

Sachardza (C12H22011) (Sigma Aldrich, Nemecko)

Siran horeCnaty (MgSO4) (Sigma Aldrich, Nemecko)

Tri reagent (Sigma-Aldrich)

Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) (Sigma Aldrich, Nemecko)
Tween 20 (Sigma Aldrich, Nemecko)

3.1.2 Pouzité pristroje
Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG, Ceska republika)

Aparatura pre elektroforézu Wide MiniSub Cell GT (BioRad, USA)
Autoklav Sterrivap HP IL (MMM Group, Nemecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Nemecko)

Centrifuga (Allegra 64 R, Beckman Coulter, USA)
Centrifuga/vortex Micro-Spin (Biosan)

Elektromagneticka mieSacka MSH-420 (BOECO, Germany)
Epifluorescencny mikroskop (Axio Imager M2, ZEISS)
Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp, Nemecko)

Image Scaner III (GE Healthcare, USA)

Konfokalny mikroskop LSM 710 (Zeiss, Némecko, confocal, laser, scanning,

microscopy, CLSM),
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Laboratorna trepacka (Orbital Shaker Incubator ES-20)
Laboratorne predvazovacie vahy (Bel Engineering)
Laboratorny Inkubator (Labnef)

Mikrovlnna traiba (MHE21 HITACHI, Japonsko)

Molecular imager peo detekci fragmenta z gelu (Bio Rad, USA)
Mraznicka LIE G 5216 513L (Liebherr Comfort, Nemecko)
NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)
Orbital shaker Model 420 (ThermoForma, USA)

PCR cykler (T100 Thermal Cycler, BioRad, USA)

pH meter PC 2700 (Eutech Instruments, USA)
Spektrofotometer Infinite M Nano (Tecan, Svajiarsko)

Stereo zoom mikroskop (Zeiss, Nemecko)

Stolna centrifiiga (Microfuge 16, Beckman Coulter, Ceska republika)
Trepaci inkubator (Heidolph UNIMAX 1010)

Vybornik de-ionizované vody Simplicity water purification system (Merck Millipore,

USA)
Zdroj napatia pro elektroforézu (PowerPac Basic, Bio Rad, USA)

3.1.3 Roztoky a média
Y2 MS tekuté:, 2,15 g/ MS basal salt mix, 10 g/L sacharézy, 1 g/ MES, pH 5,8
pomocou KOH

1% agar6zovy gél : 1g araroza, 100 ml 1x TAE pufor

1x TE pufor: 10 mM Tris pH8, 1 mM EDTA pH 8

50x TAE: 242 g/L Tris, 57.1 g/L, 100 ml/L 0,5 M EDTA pH 8,
CTAB A: 100 mM Tris pH 8, 2% CTAB, 20 mM EDTA, 1,4 M NaCl

CTAB B: 100 mM Tris pH 8, 2% CTAB

19



Inokulacné médium A: 1,96 g/L bezvodého MES, 10 g/L. 1 M MgCl,, 1 ml/L 150 mM
AS, pH 5,6 pomocou KOH,

Inokulaéné médium B: 4,43 g/I. MS basal salt, 36 g/L glukozy, 68,5 g/L sacharozy,
0,5 g/ MES, 100 uM AS, 0,01% Silwet L-77, pH 5,2 pomocu
KOH

Inokulacné médium C: 41,65 mM glukédzy, 100mM CaCL,, 100mM MES-KOH pH 5,6,
0,011 uM BAP, 0,01 % Silwet L-77, 0,05 mM MgCl,,50 uM
AS,

Ko-kultivacné médiu: 4,43 g/LL MS basal salt, 10 g/L glukézy, 20 g/L sachardzy, 0,5 g/L
MES, 100 uM AS, 2 g/L Phytoagar, 5,8 pH pomocou KOH

Tekuté LB médium: 25 g/L. LB Broth, pH 7,2 pomocou KOH
Tuhé LB médium: 40 g/L. LB agar, pH 7,2 pomocou KOH

3.1.4 Biologicky material

Allium cepa

Bakterialna kultara Agrobacterium thumefaciens kmen GV3101
Medicago sativa kultivar RSY (Regen SY)

Nicotiana benthamiana

3.1.5 Plazmidy a konsStrukty
358::tagRFP:TUA6

358::KTN1:YFPc v plazmide pDEST-KTNI1:VYCE

358::MPK4:YFPn v plazmide pDEST-MPK4:VYNE
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3.2 Metédy

3.2.1 Tranzientna transformacia
Vsetky tranzientné transformacie vykonané v tejto praci boli sprostredkované
pomocou baktérie Agrobacterium tumefaciens, kmen GV3101 obsahujuci gén

rezistencie pre antibiotika spektinomycin, kanamycin.

3.2.1.1 Priprava rastlin Nicotiana benthamiana

Na samotnu transforméciu je nutné vybrat' o najlepSie rastliny. Rastliny boli
pestované vo fytotronovej komore, vdaka ¢omu boli dosiahnuté optiméalne podmienky
pre rast. Zaroven pri raste musia mat rastliny dostatok priestoru pre rozpinanie do Sirky
anesmu sa navzajom priestorovo obmedzovat, ¢o by viedlo krastu do vysky
a celkovému zmenSeniu plochy listov. Listy by mali byt zelené bez zacinajuceho
zltnutia a dostatocne vel'ké. Rastliny by nemali mat’ kvety. Optimalna doba pestovanie
je medzi 4-6 tyzdinami. Pricom pred samotnym vysadenim boli semena umiestnené
v chladnicke aby bolo bol dosiahnuty rovnaky cas kli¢enia. V den transforméacie je
nutné rastliny dostatocné zaliat’ vodou, tym sa dosiahne maximalny pocet otvorenych
prieduchov na abaxialnej strane listov. Tieto podmienky umoznia lepsi prienik baktérii

do rastlin ¢im sa zvysi tspesnost’ transformacie.

3.2.1.2 Tranzientna transformacia Nicotiana benthamiana

Bakterialna kultara A. rumefaciens bola vytiahnuta z mraznicky a rozmrazend na
l'ade. Nasledne boli baktérie ockované na pevné LB médium (25 ml) s pridanymi
antibiotikami (kanamicin 12,5 pl arifampicin 50 pl) metodou krizového rozteru,
v sterilnom flow boxe, podmienky kultivacie boli 28°C, tma a2 dni a0 RPM
(Revolutions per minute, ota¢ky za minatu, RPM). Po narasteni boli baktérie prenesené
do tekutého LB média (10 ml média v 50ml sterilnej falkonevej skimavke) s pridavkom
antibiotik podla rezistencie, opat v sterilnych podmienkach (kultivacia prebehla
v trepacke pri RPM.180 28°C, tma a 1 deri). Na druhy denl bola merana opticka hustota
pri 600 nm (ODeoo) pomocou spektrofotometra, ako blank bolo pouzité Cisté LB
médium s antibiotikami. Nasledne bola kultira centrifugovanéd pri 2000 rpm 10 min
a4°C. Ziskany pelet bol re-suspendovany v inokulathom médiu a nasledovala
centrifugacia, pri 2000g 10min a 4°C postup sme zopakovali este jedenkrat. Nasledne sa
pelet re-suspendoval v2 ml inokulaéhom médiu B. Takto pripravend kultira sa
ponechala inkubovat’ 2 hodiny pri laboratornej teplote a v tme. Po uplynuti ¢asu bola

kultara A. tumefaciens vnesena do listov N. benthamiana na adaxialnu stranu pomocou
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injekcnej striekacky bez ihly. Miesta infiltracie bakteridlnou kulturou boli pznacené
fixou pre lahSie vytvorenie preparatu. Samotné rastliny N. benthamiana boli pred
infiltraciou dostatocne zaliate vodou aby doslo k otvoreniu prieduchov. Mikroskopické
pozorovanie prebehlo na treti deri po infiltracii ( 3DAT, days after transformation). Na
pripravu preparatu sa vystrihli z listov trojuholniky, ktoré pozostavali z infiltrovaného

miesta a pokracovali az po okraj listu.

3.2.1.3 Tranzientna transformacia cibule A. cepa
3.2.1.3.1 Podla protokolu (Zhang et al., 2020)

Transformacia bola uskutocnena s réznymi ODepo a to konkrétne 0,8;1;1,5 a 2.
Pricom boli pouzité baktérie A. thumefaciens kmeni GV3101, ktoré niesli konstrukt
358::tagRFP-TUA6. Kultivacia a priprava baktérii vid kapitola 3.2.1.1, premytie
baktérii bolo uskutoCnené infiltracnom médiu B. Cibula kuchynskd bola zbavena
vrchnej Supky v nesterilnych podmienkach az do dosiahnutia prvej celistvej vrstvy.
Nasledne bola vrchna vrstva vysterilizovana v 70% etanole a cibula bola premiestena
do flow boxu. Vo flow boxe bola odstranena vysterilizovana vrstva a d’alSia vrstva bola
opat vysterilizovana v 70% etanole a odstranena. Takto pripravena cibula bola
prekrojena na polovicu po vertikalnej osy. Po prekrojeny bola odobrata jedna vrstva.
Z vnutornej vrstvy bol uskutodneny vyrez o velkosti cca 1 cm?, pomocou skalpelu.
Vyrezané kusky boli vlozené do inkubacného roztoku na dobu cca 15 min (v
originalnom protokole bola uvedena doba 10min alebo 20mim, pricom medzi intervalmi
nebol Statisticky preukazny rozdiel). Nasledne boli tieto kusky umiestené do Petriho
misky s ko-kultivatnym médiom a inkubované pri 21°C, apo dobu 24 hodin. Po

inkubacii boli kusky cibule vlozené na podlozné sklicko do kvapky tekutého Y2 MS.

3.2.1.3.2 Podla protokolu (Xu et al., 2014)

Kultivacia a priprava baktérii vid kapitola 3.2.1.1, premytie baktérii bolo
uskutoCnené infiltracnom médiu C. Transformécia bola vykonand s ODew = 0,1.
Zakupena cibul'a bola pred samotnou infiltraciou pred inkubovana pri 28°C po dobu
48hod. Cibul'a bola umiestnend v plastovej Hranatej miske o rozmeroch 10,6 cm x 9,5
cm a vyske 9,5 cm, ktora bola vystlana navlhenymi papierovymi utierkami. Papierové
utierky bolo nutné vymenit' po 24 hod aby sa zabranilo tvorbe plesni. Cibul'a bola

transverzalne odrezana cca 4 cm pod jej vrchnou Castou. Nasledne boli vykonané
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vertikalne rezy po obvode vo vzdialenosti , ktoré zacinali na vrchnej Casti a koncili pri
koreriove] Casti. Rozdelené vrstvy boli rozprestrete, takto pripravena cibul'a napadite
pripominala kvet ruze. Injektdz bola uskutoCnena na vnutornej strane kazdej vrstvy.
Pricom sa hrot ihly vpichol par mm pod epidermu. Infikovana zoéna bola oznacena
fixkou. Nasledne bola cibula zafixovand pomocou parafilmu aumiestend do
inkubatoru. Inkubacia prebiehala 48 hod v tme. Priprava preparatu pozostavala
z vyrezania infikovanej zony (vyrezana bola iba epiderma), ktora bola umiestena na

krycie sklicko. Na epidermu bola pridana kvapka tekutého 2 MS média.

3.2.2 Izolacia génovej DNA metodou CTAB

Homogenat bol pripraveny z mladych listov M. sativa RSY. Odobraté listy boli
zabalené do alobalu a vhodené do tekutého dusiku. Zmrazené listy boli umiestené do
predom vychladenej trecej misky, do ktorej bolo po¢as homogenizacie prilievany tekuty
dusik. Rastlinnd zmes po homogenizacii v tekutom dusiku bola premiestnena do 2ml
ependorfove] skamavky (takto pripraveny homogenat je mozne skladovat pri -80°C),
a nasledne bola ependortka vlozena do tekutého dusiku. Po priprave vzoriek bol ku
vzorkam pridany roztok CTAB A, ktory bol predom predhriaty na 65°C, nasledne boli
vzorky jemne premieSané, nasledna inkubacia bola pri 65°C 90min. Po inkubacii boli
vzorky centrufugované pri 12000g 10min/ izbovej teplote (room temperature, RT).
Supernatant bol presunuty do Cistej ependorfky, nasledne bolo k nemu pridané 0,8 ml
roztoku chloroformu:isoamylalkoholu (24:1) a prebehlo premieSavanie 15min/RT.
Dalsim krokom bola centrifugacia pri 12000g 15min/RT. Vodna faza bola odobrata do
Cistej 2 ml ependortky abol pridany roztok CTAB B 1:1. Ku zmesi bol pridany
isopropylalkohol tak aby tvoril 60% obsahu roztoku. Vzorky bola mieSand otaCanim
15min/RT. Nasledovala centrifugacia pri 12000g 10min/RT. Supernatant bol odliaty
a pelet sa rozsuspendoval v Iml 80% etanolu a nasledovala centrifugacia pri 6500g
5min/RT etanol bol odliaty a tento krok bol zopakovany. Nasledne bol pelet zbaveny
etanolu a rozsuspendovany v 50ul 1x TE a bola pridana RNasa 10 pl/ml

3.2.3 Izolacia RNA (Trizol)
Homogenizacia vzoriek prebehla rovnako ako pri izolacii gDNA. Ku
homogenatu bolo pridané 0,8 ml Tri reagentu vzorka bola zvortexovana a inkubovana

5min/RT. Nasledovala centrifugacia pri 12000g 15min/4°C. Supernatant bol preneseny
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do cistej 2ml ependortky a bolo pridané 80 ul BCP, zmes bola premie§ana a inkubovana
10min/RT. Po inkub4cii nasledovala centrifugacia pri 12000g 10min/4°C. Vodna faza
bola presunuta do Cistej 2ml ependorfky. Ku vodnej faze bol pridany isopropylalkohol
tak aby tvoril 70% objemu. Zmes bola premieSanad a inkubovana 10min/RT nésledne
bola centrifugovana pri 12000g 8min/4°C. Supernatant bol odstraneny a pelet
rozsuspendovany v Iml 80% etanole. Roztok bol premieSany ainkubovany 1hod/RT,
po uplynuti doby bola vzorka centrifugovana pri 7500g 5min/4°C. Pelet bol nasledne

zbaveny etanolu a rozsuspendovany 50 pl PCR vody.

3.2.4 PCR overenie izolovanej gDNA
Overenie izolacie gDNA prebehlo pomocou PCR reakcia za pouzitia primerov

MMK3 I3 forward a MMK3 13 reverz vid’ tab. ¢. 1. Cyklov v PCR bolo 35x.

Tabulka €.1: zloZenie master mixu pre PCR a jej podmienky

Reaktanty Objem cyklus Teplota v °C Cas
pre 10 pl

H20 5,6 Iniciacia 98 Smin

5x buffer 2 Denaturacia 98 10sec

dNTP 0,2 zihanie??) 57,5 10sec

Primer F (MMK3 I3F) 0,5 Polymerizacia 72 Imin

Primer R (MMK3 I3R) 0,5 Finalna 72 Imin

polymerizacia
pHire (polymeraza) 0,2 drzanie 12 0
Templat 1

3.2.5 Prepis RNA na cDNA

Prepis prebehol v dvoch krokoch. V prvom kroku bola pripravena rekéna zmes,
ktora obsahovala 4,5 pl PCR H20 0,5 pl oligoDT primerov a 5 ul RNA (2 pg na 20 pl
reakcie). Pred pridanim RNA sa roztok vortoxoval. Nasledne bola pridana RNA a zmes
sa dala okamzite inkubovat v cykleri 70°C/10min lid 75°C. Po inkubacii bola zmes
okamzite prenesena na I'ad. Roztok pre druhy krok pozostaval s 4 ul 5x buffer M-MbV,
0,4 ul M-MLX reverse transcript, 1 ul 10mM dNTP a 4,2 ul PCR H2O, nasledne bol
tento roztok zmieSany s reakénou zmesou a bol inkubovany v cykleri 3hod/42°C lid
45°C. Po uplynuti inkubacie bola zmes presunuta na I'ad a pridalo sa k nemu 60 ul PCR

H»O.

3.2.6 Overenie cDNA pomocou PCR reakcie
Overenie cDNA prebehlo v dvoch replikach za pouzitia primerov pre MMK3

sekvencie primerov si uvedené v tab. 2. Pocet cyklov v PCR reakcii bolo 35.
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Tabulka ¢.2: zloZenie rekénej zmesi PCR a jej podmienky

Reaktanty Objem cyklus Teplota Cas
pre 10 pl v °C

H20 5,6 Iniciacia 98 Smin

5x buffer 2 Denaturacia 98 10sec

dNTP 0,2 zihanie??) 57,5 10sec

Primer F ( MMK3 start) 0,5 Polymerizacia 72 Imin

Primer R (MMK3 EX4) 0,5 Finalna 72 Imin

polymerizacia
pHire (polymeraza) 0,2 drzanie 12 0
Templat 1

3.2.7 Separacia DNA v 1% agarézovom gély

Prvym krokom bolo riedenie 50x TAE na pozadovanu koncentraciu, ktora bola
Ix TAE. Do odmerného valca bolo pridané 980 ml destilovanej vody a 20 ml 50x TAE.
Nasledne bol v 250 ml Elrenmayerovej banke navazeny 1 g agardzy, ku ktorému bolo
pridanych 100 ml 1x TAE. Takto pripravend zmes bola umiestena do mikrovinnej
truby, kde bola az do rozpustenia agardzy. Po rozpusteny a ochladeni na laboratornu
teplotu bol ku roztoku pridany 1 pl Midori farbiva aroztok bol rozliaty do
elektroforetickej aparatury, v ktorej bol umiesteny hrebenl. Tuhnutie prebehlo pri
laboratornej teplote. Gél bol preneseny do elektroforetickej vane a zaliati 1x TAE
pufrom tak aby bola hladina 2-3mm nad gélom. Nasledne bol vytiahnuti hreben a do
jamiek boli apolikované vzorky. Ku samotnym vzorkam bol este pred aplikaciou
pridany 6x DNA vzorkovacie farbivo (6x loading dye) v pomere 1:5 ( na jeden 1pl
vzorky boli pridané 4 pul PCR Hx0). Do krajnych jamiek bolo nanesenych 1,5 pl
Standardu ( 1kbp Plus DNA Ladder). Elektroforeticka aparatura bola zapojena do zdroja
pri napati 90V a casom 30min. Po uplynuti ¢asu boli fragmenty vizualizovana pomocou

aparatiry Molecular Image.

3.2.8 [Insilico analyzy

3.2.8.1 Priprava primerov

Najprv bol najdeny gén AtKTNp60 pomocou databazy TAIR (Ref.1), ktory ma
oznacCenie AT1G80350 nasledne bola stiahnutd jeho CDS (coding sequence) a jeho
aminokyselinova sekvencia obe vo FASTA forméate. Tieto sekvencie boli nasledne
porovnavane pomocou LIS — legume information system SequenceServer (Ref.2). CDS
génu AtKTNp60 bola zadana do vyhl'adavania . Prvé Styri gény pritomne v M. Sativa,
ktoré mali najvyssiu zhodu boli d’alej porovnavane podla aminokyselinovej sekvencie

pomocou programu BLASTP (Ref.3) nésledne bol vybrany ten, ktory mal najvacsiu
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zhodu. Vybrany gén mal oznacenie
medsa. XinJiangDaYe.gnm1.ann1. MS.gene79528.t1. Nasledne bola najdena jeho cela
CDS so sekvenciou 500 bp upstream a 500bp downstream pomocou databazy Medicago
Analysis Portal (Ref.4) kde sa zvolil JBrowse2 (Ref.5) tu bola n4jdena tato sekvencia
pomocou koordinator, ktoré sme nasli pri ziskany nazvu génu. Bola vybrata sekcia pre
forward a reverz primer, ktoré sa analyzovali na stranke ThermoFisher (Ref.6), upravili
sme primery aby ich zihacia teplota nebola vécsia ako 1°C, ich pomer G:C bol
v rozmedzi 40%-60% a rozmedzie ich baz bolo od 18 do 24 parov. Takto navrhnuté
primery boli nasledne analyzované pomocou Oligo Calc (Ref.7), kvoli moznému

neSpecifickému nasadaniu a tvorbe primer dimérov.
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4 Vysledky

4.1 Izolacia genomickej DNA

Izolacia prebehla v troch biologickych replikach. Z kazdej biologickej repliky
boli zhotovené dve technické repliky pre samotnu izolaciu. Izolovana gDNA bola
overend pomocou PCR reakcie a naslednej elektroforézy. Pred samotnou PCR reakciou
bola gDNA zriedena na koncentraciu 200 ng/ul a nasledne pre PCR reakciu bola
pouzita koncentracia 25ng na 10ul reakcie. Sekvencia primerov, ktoré boli pouzité na
izolaciu sa nachadza vtrefom introne génu MMK3 azachytavaja cast o
velkosti 1065pb, pri¢om cely tento intron ma dizku 2418pb. Na obr. &3. st fragmenty,
ktoré zodpovedaju ocakavaniu. Ako pozitivna kontrola bola pouzita uz overena gDNA
z M.sativa RSY. Negativna kontrola bol master mix pre PCR, do ktorého nebol pridany
templat. Ako pozitivna kontrola bola pouzita uz overena gDNA z M.sativa RSY.

Negativna kontrola bol master mix pre PCR do, ktorého nebol pridany templat.

1500
1000

500

Obrazok 3 ¢ : Vysledok gélovej elektroforézy pre overenie genomickej DNA po PCR reakcii
s polymerazou Phirell. Podmienky gélovej elektroforézy boli 90V/30min. 44-11B — repliky,
PC — pozitivna kontrola, NC — negativna kontrola.
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4.2 Prepis RNA do ¢cDNA

Prepis do ¢cDNA bol uskuto¢neny po selektovani vzoriek zizolacie RNA.
Pricom boli vybrané najlepSie vzorky na zaklade hodndt z nanodropu a vysledkoch
z elektroforézy. Uspesnost prepisu bola vykonana pomocou PCR reakcie, za pouzitia
primerov pre gén MMK3 sekvencia je uvedend v tabulke ¢. . Priemery boli zvolené tak
aby zachytavali usek o dizke 472 parov bazy. Tento tsek za&inal §tart kodonom a kon¢il
v Stvrtom exone génu. Obrazok ¢5. ukazuje elektroforézu po PCR reakcii. Pasy na gély
zodpovedaju nami oCakavanym vysledkom, ked’Zze sa nachadzaju tesne nad pasom,
ktory reprezentuje 500 parov bazy. Negativna kontrola pozostavala z reakcnej zmesi, do
ktorej nebol pridany templat. Pozitivna kontrola pozostavala zreakénej zmesi
a templatom, ktory nam bol poskytnuty ako overeny, avsak pri PCR reakcii nebol

amplyfikovany.

5000

1500

500

Obrazok 4. Vysledok gélovej elektroforézy pre overenie cDNA po PCR reakcii s polymerazou
Phire II. Podmienky gélovej elektroforézy boli 90V/30min. 4A-11B - repliky, PC — pozitivna
kontrola, NC — negativna kontrola.
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4.3 Tranzietna transformacia N. benthamiana

Tranzientna transformécia listov N. benthamiana bola sprostredkovana A.
thumefaciens kmenn GV3101. Prvy krat prebehlo mikroskopické pozorovanie preparatov
na epifluorescencnom mikroskope. Pri tomto pozorovani bolo mozné sledovat’ spoty
(znacené YFP), ktoré boli tvorené interakciou MPK4 a KTNI1. Avsak kvalita
sledovanych mikrotubulov (znacené tagRFP) bola velmi nizka vid’ (obr 5) , kde je
mozné vidiet velky Sum pozadia, ktory na tomto mikroskope nie je mozné filtrovat'.
Zaroven pozorovanie na epiflurescencnom mikroskope sluzilo ako overenie funkcie
konstruktov a ziskania praktickych skusenosti s mikroskopiou. Po overeni konstruktov
boli d’alSie pozorovania uskutocnené na CLSM V tomto pripade bola kvalita radovo
lepSia, ked'ze bolo mozné odfiltrovat Sum pozadia. Vd'aka comu bolo mozné sledovat
opat spoty tvorené interakciou MPK4 a KTNI, ktoré sa nachadzali priamo na

mikrotubuloch vid’ (obr 5)

Pozorovania na CLSM boli uskutocnené 3DAT (day after transformation, d’en
po transformacii, DAT), SDAT a 6DAT vid (obr 5). . Z naSich pozorovani vyplyva, zZe
najlepSie podmienky pre pozorovanie boli 3DAT . Signal z mikrotubulov mal prili§
slabu intenzitu v pripade SDAT a 6DAT. Okrem slabého signalu mikrotubulov bol
taktiez pritomny silny Sum pozadia Co eSte viac znemoziovalo vizualizaciu
mikrotuboval a naslednu analyzu. Snimky zhotovené 6DAT neboli vhodné na dalsie
analyzu, kvoli vel'mi nizkej kvalite. AvSak signal so spotov mal podobnu intenzitu ako

v pripade pozorovania v 3DAT.
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Obrazok 5. :Porovnavanie tranzientne] transformacie listov N. benthamiana a
vyzualizacia ko-lokalizaciie proteinov MPK4 a KTNI1 na kortikalnych mikrotubuloch.
Snimky A-H boli zhotovené 3DAT. Snimky I-L boli zhotovené S5DAT. A-D)
epiflurescencny mikroskop,
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Na priblizenom vyseku (obr 6) je mozné pozorovat’ detailne interakciu proteinov
MPK4 a KTN1 na mikrotubuloch. Pricom zelené spoty na obrazkoch predstavuju
spojenie proteinov MPK4 a KTN1. Mikrotubuly st znacené fialovou farbou, tato farba
bola zvolena kvoli lepSej vizualizicii interakcie. V spojenych kandloch je mozné
pozorovat biele azelené spoty na mikrotubuloch. Biela farba znaci interakciu
s mikrotubulmi. AvsSak tato interakcia nemusi byt uplne presna, ked'ze obrazkom bol

zvySeny histogram. Histogram bol upraveny, kvoli slabej vidite'nosti mikrotubulov.

Obrazok 6 detailny pohl'ad na interakciu MPK4 a KTN1 s mikrotubulmi. A-C) vyrez. D-F)
detail. CLSM, zvicsenie 40x10. A,D) RFP kanal, B.E) GFP kanal. CF spojené kanaly
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4.4 Tranzientna transformacia A. cepa

Tranzientnd transforméacia Supky cibule kuchynskej A. cepa bola
sprostredkovana A.  thumefaciens kmenn GV3101, ktory niesol konstrukt
358::tagRFP:TUA6. Testovanie konstruktu prebehlo v epidermalnych bunkach N.
benthamiana. Mikroskopické pozorovanie prebehlo na epifluorescenénom mikroskope
(obr 8 A-D a I-P) a zaroven aj na CLSM (obr. 7 E-H). Transformécia bola sledovana na
treti deri od infiltracie. Na (obr. 7 A-D) su epiderméalne bunky N. benthamina fotené na
epiflorescenny mikroskop. Mikrotubuly su tu pozorovateI'né avSak nie moc zretelne,
¢o je sposobené vysokym Sumom pozadia. AvSak pri pozorovani na CLMS boli
mikrotubuly lepSie pozorovatelné, kedze bolo mozné odfiltrovat pozadie a signal
z chloroplastov. Na druhej strane pri pozorovani epidermalnych buniek A. cepa
mikrotubuly neboli viditelné ani vjednom pripade. PriCom transformacia bola

vykonana podl'a dvoch rozdielnych protokolov.

V pripade A. cepa bol rastlinny material zakipeny v miestnom obchode, vybrane
cibule boli ¢o mozno najCerstvejSie a bez pritomnosti povrchovych vad (chybajuce
vrstvy obalu a bez pritomnosti mékkych miest ¢o by naznacovali za¢inajiicu hnilobu).
Prva transforméacia bola vykonana na Cervenej cibuli, ako bolo uvedené v protokoloch.
AvsSak pri Cervenej cibuli sa casto vyskytovali problémy pri mikroskopickom
pozorovani, ktoré boli sposobené pritomnymi antokyanmi. Na druhej strane tento pripad
bol pozorovany iba v pripade transforméacie podl'a protokolu (Xu ez al. , 2014), ked’ze tu

bol dlhsi Cas inkubacie. V d’al§ich opakovaniach bola pouzita cibula kuchynska zIta.
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Obrazok 7 Porovnavanie konstruktu 35S::tagRFP-TUA6. A-H) epidermalne bunky N.
benthamiana. I-L) epidermalne bunky A. cepa. M-P) transformacia podla protokolu (Zhang et
al., 2020) ODepo=2. I-L) transformacia podla protokolu (Xu et al. , 2014). A-L)
epifluorescenény mikroskop. A-D) zvicSenie 40x10. M-P) zvicsenie 20x10. E-L) CLSM
mikroskop, zvicSenie 20x10. A E.ILM) mRFP kanal. B,F,JN) DAPI kanal. C,GK.,O)
prechadzajuce svetlo. D,H,L.P) spojen¢ kanaly.



5 Diskusia

Tranzientnou transformaciou listou N. benthamiana, ktora je sprostredkovana A.
thumefaciens, je mozné ziskat' znacné mnozstvo rekombinantnych proteinov, ktoré je
mozné d’alej testovat’ napr. imunoblotingom a ich nasledné vyuzivanie v biochemickych
stadiach. Zaroven je jej vyuzitie aj v experimentoch, ktoré si zamerané na vizualizaciu
bunecnych proteinov pomocou fluresne¢ného znacenia ako napriklad znacenie pomocou
GFP, YFP alebo RFP (Kienek et al, 2015). AvSak s mikroskopickym pozorovanim
tranzientne transformovanych listov N. benthamiana, nastava problém s vizualizaciou,
¢o je sposobené morfologiou listov. Listy nie su v jednej rovine a maji znacnu 3D
Struktiru. Zaroven v pozorovaniach su pritomne aj mezofylové bunky listu, vd’aka
c¢omu dochéadza k zvySenému flourescencnému signalu v pozadi. Tento efekt nesie so
sebou zna¢nu nevyhodou najmé pri pozorovani cytoskeletu a proteinov, ktoré s nim
interaguju. Problémy s mikroskopickym pozorovanim by mohli byt prekonané vyberom
vhodnejSieho rastlinného materialu pre tranzitni transformaciu. Kvoli tejto nevyhode
pri mikroskopovani listov N. benthamiana bol v tejto praci testovany protokol zamerany

na tranzientnu transformaciu epidermalnych buniek A. cepa.

Epiderma A. cepa je tvorena iba jednou vrstvou buniek, ¢o ma velku vyhodou pri
mikroskopickom pozorovani. Boli testované dva protokoly pre tranzientnu
transforméciu epidermalnych buniek A. cepa prvym bol (Xu et al. , 2014), v tomto
protokole st baktéria injekéne aplikované medzi adaxialnu stranu epidermy a mezofylové
bunky anasledne je cela cibulova ,hlava™ ko-kultivovana. PriCom na pripravu preparatu je
pouzita iba epiderma. V nasom pripade sme pre transformaciu pouzili baktérie A. thumefaciens
kmen GV3101, ktoré niesli konstrukt 35S::tagRFP-TUA6 (pre oba protokoly bol pouzity
rovnaky konstrukt). Samotna transformacia prebehla uspesne. AvSak transformované bunky
mali iba difuzny Cerveny fluorescenény signal vid’ obr. €.8. Pre overenie funkcie konstruktu bol
vykonany test pomocou overen¢ho protokolu pre tranzientnu transformaciu listov N.
benthamiana. Overenie prebehlo uspesne a bolo mozné pozorovat cytoskelet vid’ obr. 8.
Druhym testovanym protokol bol podl'a (Zhang et al., 2020). Testované bolo zaroven aj r6zne
ODgoo pre transformaciu. V originalnom protokole bola uvedena tuspesnost” iba pre ODesoo= 0,1 —
0,3 a 0,5. Zaroven pri tomto protokole je epiderma z cibule ponorena do inokulacného média
s bakterialnou kulturou, a d’alej ko-kultivovana v Petriho miske na médiu.V nasom pripadne
sme testovali ODgoo = 0,5 ; 0,8; 1; 1,5 a 2. Avsak transformacia bola uspesna iba v pripade, ked’

bolo ODso = 2. Treba vSak podotknut, ze signal bol opit” iba diftzny vid’ obr. ¢.8.
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Testovania oboch protokol malo za ciel’ zvySit” kvalitu mikroskopického pozorovania.
Vzhl'adom na to, ze mikroskopicky preparat v pripade A. cepa tvori iba jedna vrstva
epidermalnych buniek vd’aka Comu je mozné zaostrenie na vacsiu plochu. Zaroven by
bolo mozné pozorovat cytoskelet v celej bunke, ¢o nie je mozné v pripadne listov N.
benthamiana, kvoli morfologii. Zhotovovanie takych to obrazkov v zivych rastlinnych
bunkach predstavuje urcité nevyhody ako napriklad bune¢ny pohyb a pohyb preparatu
na podloznom sklicku. Mikroskopické preparaty pripravené z A. cepa by bolo mozné

pouzit’ aj na vykonnejsich mikroskopoch.

V dalSom moznom pokracovani tranzientnej transformacie cibule by stalo za
vyskusSanie pouzit' iné cytoskeletdlne markery, ako napriklad GFP-TUA6 (Shaw et
al.,2003). Zaroven by mohla byt vykonana tranzientna transformacia prostrednictvom
mikroprojektilove] metody. AvSak opat by bolo vhodné konstrukty, ktoré by boli

predom overeneé.

MPK4 priamo interaguje s proteinmi, ktoré si zapojené do modulacie
cytoskoletu (Beck et al., 2010). Interakcia MPK4 a KTNI1 bola potvrdena (Ivan
Luptov¢iak, 2017). V tejto praci bola vykonana transformacia epidermarmalnych
buniek N. benthamina za cielom sledovania kolokalizacie MPK4 a KTNI1 na
mikrotubuloch. Téato kolokalizacia je ukdzana na obrazku €. 6, priCcom jej detail je
zachyteny na obrazku ¢.7, pozorovania boli vykonané na CLSM. V pripade pozorovania
tejto kolokalizacie na epifluorescencnom mikroskope bolo mozné sledovat' iba
interakciu MPK4 a KTNI1, ktora bola pozorovana v neprili§ dobrej kvalite. Zaroven pri
tomto pozorovani nebolo mozné sledovat’ cytoskelet. V tejto praci boli vykonané
pozorovanie kolokalizacie na CLSM v roznych diioch po infiltracii a to 3DAT, SDAT
a 6DAT. Pozorovania ukazali, ze najvhodnejSie podmienky si dosiahnuté 3DAT.
V pripade neskorSich pozorovani bol fluorescencny signal z mikrotubulov velmi
nekvalitny ako mdzeme vidiet na obrazku ¢.6 I-L. Zaroven tu bol pritomny aj prili§
vel'ky cytoplazmaticky Sum, co mohlo byt sposobené nezaclenenym tagRFP-TUA6 do
cytoskeletu. Tento Sum zhorSoval kvalitu pozorovania ako aj nasledna vizualizaciu
kolokalizacie. Co sa tyka pozorovania 6DAT bola kvalita az prili§ zl4 ¢&im bolo

znemoznené mikroskopické pozorovanie.

Dal§ie mozné pozorovania by mohli zahfiat kolokalizaciu s nadradenymi
Lupstream® kindzami, za cielom skimania d'al§ich interakcii v tejto kaskade. Tieto

poznatky by priniesli celkovy pohl'ad na zapojenie MPK4 do organizicie cytoskeletu.
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Zaroven by bolo zaujimavé vykonat’ tieto pozorovanie v roznych vyvojovych §tadiach
aroznych rastlinnych pletivach. Vd’aka comu by bolo mozné ziskat celkovy pohlad

tejto drahy do vyvojovych procesov v rastlinnych bunkach.

V dalSej Casti bola venovana snaha izolacii génov MsKTN1 a MsMKK?2. Avsak
v tomto sa vyskytol problém s navrhom primerov pre MsKTN1. Prvé pokusy o izolaciu
génov prebehli z cDNA, ktora nam bola poskytnuta. Po neuspeSnych pokusoch bola
izolovana genomickd DNA a RNA z mladych listov M. sativa RSY. Nasledne bol
uskutocneny uspesny prepis RNA do cDNA. Avsak v izolacii sa d’alej nepokraCovalo

z Casovych dovodov.

Problémy v navrhu primerov mohli byt spdsobené chybami v databazach
sekvencii pre M. sativa. Tieto problémy boli pravdepodobne sposobené rozdielmi
v kultivaroch, ked’ze dostupnt databazy boli iba pre kultivar XinJiangDaYe. Zatial' o
my sme mali k dispozicii kultivar RSY. Vzhl'adom na to by bolo vhodné pri d’alSom
pokraCovani ziskat kultivar XinJiangDaYe, ¢im by bolo zamedzené moznym rozdielom

v sekvenciach. Pripadne ziskat kompletna sekvenciu pre kultivar RSY.
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6 Zaver

Teoretickd cast bakalarskej prace bola zamerand na prehl'ad mitogénom
aktivovanych protein kinaz v A. thaliana a ich ortologoch v M. sativa. Vacsia pozornost
bola zamerana na AtMPK3, AtMPK4 a AtMPK6, ked'Ze sa jedna o najviac preskimané
MAPK u A. thaliana aich ortolégoch v M. sativa a to nayma SIMK a SIMKK. Okrem
iného su AtMPK3, AtMPK4 a AtMPKG6 zapojené aj to vyvoja rastliny. AtMPK4 priamo
ovplyviiuje cytoskelet buniek napriklad prostrednictvom interakcie s MAP a inymi
proteinmi a transkripénymi faktormi. Dal§i prehl'ad sa zaobera proteinom Katanin, so
zameranim na jeho podjednotky p60 a p80 aich funkcie v bunkach.. Posledna cast
teoretického vodu bola zamerana na rastlinny cytoskelet. V tejto Casti bola venovana

pozornost’ mikrotubulovym vlaknam a aktinovym vldknam.

Praktickd cast bola zamerand na klonovanie génov MsKTNI a MsMMK?2.
Vzhl'adom na pociatoéné neuspechy, ktoré boli spdsobené pravdepodobne zle
navrhnutymi primermi pre gén MsKTNI (jednalo sa o primery pre gateaway cloning),
ked’Zze nebolo mozné izolovat’ tento gén z cDNA, ktora nam bola poskytnuta. AvSak po
tomto neuspechu bola izolovana Cerstva genomickd DNA a RNA, ktora bola nasledne
prepisana do cDNA zrastlin M. sativa RSY. Izolacia bola overena pomocou PCR
metddy za pouzitia overenych primerov pre gén MsMKK3 a naslednou elektroforézou,
vd’aka ¢omu bolo mozné vyhodnotit izolaciu ako uspeSnu. Bohuzial' uz neboli casové

moznosti pokracovat’ v tomto kroku praktickej Casti.

Dalsia Gast praktickej Gasti sa venovala overovaniu protokolov pre tranzientnu
transformaciu A. cepa, podl'a vyhl'adanych protokolov s vysokou uspesnostou. V tejto
Casti sme sa zamerali na epidermalne bunky A. cepa, kedze epidermu tychto buniek
tvori iba jedna vrstva buniek. Uspech vtomto kroku by znamenal znagne lepsiu
vizualizaciu kortikalnych mikrotubulov, atym by bola zvySena celkova kvalita
vizualizacie cytoskeletu v jednej rovine. AvSak po transformacii bolo mozné pozorovat
v bunkach iba difuzny signal. Konstrukt, ktorym boli transformované bunky A. cepa bol
predom overeny v epidermalnych bunkach N. benthamiana, priCom pri tejto
transformacii bolo mozné vizualizovat mikrotubuly. Pozorovanie prebehlo na

epifluorescencnom mikroskope a na CLMS.

Poslednym krokom praktickej Casti bola tranzientna transformacia listov M.

benthamiana. V tomto kroku bolo v plane sledovat’ interakcie AtMPK4 s AtKTN1 aich
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nasledne analyzy ko-lokalizacie na mikrotubuloch, ktoré boli znacené florescencnym
proteinom tagRFP. Prvym krokom bolo osvojenie si metddy. Prvotné pozorovanie boli
uskutocnené na epifluorescenénom mikroskope pre ziskanie sktsenosti. Nasledné

pozorovania boli vykonané na CLSM.
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7 Zoznam skratiek

CLSM (confocal laser scanning microscopy, konfokalny laserovy skenovaci mikroskop)
Col-0 (Columbia-0)

CTAB (Centimonium bromid)

DAT (days after transformation, dni potransformacii)

gDNA (genomicka DNA)

KTNI1 (katanin p60)

LB médium (Lysogeny broth)

MAPK ( mitogén aktivovana protein kinaza )

MAPKK (mitogén aktivovana protein kindza kinaza)

MAPKKK (mitogén aktivovana protein kinaza kinaza kinaza)

MAPs (MT- associated proteins, s mikrotubulmy asociované proteiny)

MPK4 (MAP kinaza 4)

MS médium (Murashige and Skoog medium

MT (mikrotubuly)

OD (optical density, opticka denzita)

PPB (Pre-prophase band, Predprofazovy pas)

RSY (Regen SY)

SAMK (salt activated mitogen activated protein kinase, stresom indukovana MAPK)
SIMK (Stress-induced mitogen activated protein kinase, Stresom indukovana MAPK)

SIMKK (Stresom indukovana MAPK kinaza)

WT (wild type, divoky typ)
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