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Ciele prace

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

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

zaoberat’ experimentmi zameranymi na vyvinové ulohy kataninu a MAPK kaskad

v Lucerne siatej (Medicago sativa L.).

Teoreticka Cast’ bakalarskej prace

1.

Prehlad publikécii o proteine katanin p60 (katalytickd funkcia, AtKTN1) a tiez
katanin p80 (regulacna funkcia, 4 podjednotky) v Arabidopsis thaliana a taktiez

jeho ortolégoch predovsetkym v M. sativa a M. truncatula. Taktiez prehlad o
d’alsich MAPs a ich ulohach v regulacii cytoskeletu.

Prehlad publikécii o mitogen aktivovanych kindzach v M. sativa a ich ortol6goch
v M. truncatula, A. thaliana. Prehl'ad signalnych drah MAPK so zameranim na
ulohy PRKK a SAMK pri vyvine a odpovedi na stres a taktiez v suvislosti s

regulaciou cytoskeletu.

Prakticka Cast’ bakalarskej prace

1.

Tranzientnd (ko-) transformacia Nicotiana benthamiana. Testovanie mozne]
interakcie KATANINI a MPK4 pomocou sledovania organizacie a dynamiky
mikrotubulov  prostrednictvom  metody  bimolekularnej  fluorescencnej
komplementacie (Bimolecular Fluorescence Complementation, BiFC).
Somatickd embryogenéza linie 35S::tagRFP:TUA6 M. sativa a prezentovanie
vysledkov Uspesnosti somatickej embryogenézy.

Porovnavanie fenotypov transgénnych rastlin oproti divokému typu a to
sledovanie organizacie mikrotubulov v jednotlivych embryonalnich §tadiach
stabilnych kataninovych mutantnych linii A. thaliana, d’alej testovanie protokolu

Stvornasobného farbenia piestikov.



1 UVOD

Mikrotubuly su dynamickou castou rastlinného cytoskeletu, si zlozené z dvoch
monomérnych podjednotiek a- a B-tubulinu, ktoré tvoria heterodimér. Polymerizaciou
tychto podjednotiek vznika protofilament, pri¢om zoskupenim 13 protofilamentov vznika
mikrotubulus. Mikrotubuly su esencidlnou zlozkou cytoskeletu rastlinnych buniek,
zabezpeCuju umiestnenie organel na Specifické miesta v bunkach, taktiez sa zacastiiuju
procesu bunkového delenia arozdelenia chromozdémov pocas mitotického delenia
buniek, rovnako zohravaju rolu pri procese morfogenézy. Mikrotubuly su regulované
skupinou proteinov nazyvanych proteiny asociované s mikrotubulmi, medzi ktoré spada
napriklad protein katanin. Katanin je heterodimérny protein, ktory sa sklada z dvoch
monomérnych podjednotiek a to katalytickej podjednotky p60 a regulacnej podjednotky
p80. Hlavnou funkciou kataninu je oddelovanie mikrotubulov, ku ktorému dochadza
v procese hexamerizacie podjednotky p60. Katanin tymto sposobom reguluje organizaciu
mikrotubulov, ¢im vplyva na procesy delenia buniek, orientdcie bunkového delenia
a taktiez procesu elongacie buniek. Bola potvrdena ucast kataninu na vyvojovych
procesoch, konkrétne embryogenézy. Mitogénom aktivované protein kinazy je skupina
transferaz, ktoré funguju vo forme hierarchicky usporiadanych kaskad, su esencialnou
sucast’'ou regulacie bunkovych procesov v odpovedi na rozne stresové faktory biotického
alebo aj abiotického povodu, rovnako sa zacastiiuji regulacie vyvojovych procesov
v odpovedi na urcité stimuly. V praktickej Casti bakalarskej prace bola otestovana
interakcia proteinov MPK4 a KTN1 a nasledne boli uskutocnené analyzy tejto interakcie.
Sucastou praktickej Casti bakalarskej prace boli fenotypové analyzy, ktory cielom bolo
preskumat’ vplyv vybranych MAPKSs a kataninu v A. thaliana a vybranych ortologoch
danych MAPKSs v M. sativa na jednotlivé vyvojové stadia embryi.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Zakladna charakteristika cytoskeletu a mikrotubulov
Mikrotubuly su proteinové vlakna, ktoré si sucastou cytoskeletu. Prvykrat boli
identifikované vroku 1963, kedy boli pomocou transmisnej elektronovej
mikroskopie ziskané obrazky dutych vlakien (Slautterback, 1963; Ledbetter a Porter,
1963; Takashi Hashimoto, 2015). Nasledne boli objavené kortikalne mikrotubuly, t.j.
mikrotubuly nachadzajice sa tesne pod cytoplazmatickou membranou. V tomto
obdobi bolo zistené, ze kortikdlne mikrotubuly paralelne zarovnavaju celulozové
mikrofibrily v bunkovej stene rastlin. Tento objav bol vyznamny hlavne z toho
dovodu, ze dovtedy bol cytoskelet vnimany ako staticka Cast’ buniek. Vd’aka tomuto
objavu zacal byt cytoskelet vnimany ako dynamicka Struktara (Horio a Hotani, 1986;

Takashi Hashimoto, 2015).

V rastlinnych bunkéch je cytoskelet siet’ zlozena z dvoch hlavnych zloziek a to
spomenutych mikrotubulov a aktinovych filamentov. Tieto dve zakladné zlozky su
proteinové polymery (PetraSek a Schwarzerova, 2009). Aktinové filamenty maju
menS$i priemer a to 8 nm (Julien Berro e al., 2007; Laurent Blanchoin et al., 2013),
zatial' ¢o mikrotubuly st najhrubSimi vlaknami s priemerom 24 nm (Ledbetter a
Porter, 1964; Takashi Hashimoto, 2015). Aktinové filamenty sa skladaju z dvoch
hlavnych proteinovych komponentov a to globularneho G-aktinu a fibrilarneho F-
aktinu (Roberto Dominguez a Kenneth C. Holmes, 2011). Naopak zakladnymi dvoma
komponentami mikrotubulov st a- ap-tubulin. Tieto dva globuldme proteiny
vytvaraju heterodimér, ten je zakladnou stavebnou jednotkou mikrotubulu. Jednotlivé
heterodimery sa pozdizne na seba naviazu, &ize dochadza k polymerizacii, ktorej
vysledkom je plnohodnotné vlakno mikrotubulu nazyvané protofilament. Jednotlivé
podjednotky tubulinu st spojené prostrednictvom nekovalentnych viazieb, priCom
kazda tubulinova podjednotka obsahuju vo svojej Struktire 2 miesta na naviazanie
GTP. Tieto dve miesta sa nazyvaju N-site v a-tubuline a E-site v B-tubuline. N-site
GTP sa nachadza vo vnitri $truktiry heterodiméru tubulinu, GTP spliia v tomto
pripade §trukturalnu funkciu a nie je hydrolyzované. E-site GTP sa nachadza na
povrchu heterodiméru, ktory nie je polymerizovany, alebo na tubulinovych
podjednotkach plus konca vlakna mikrotubulu, v tomto pripade dochadza k hydrolyze
¢im vplyva na proces polymerizacie (Hasmimoto, 2015). Nasledne je potrebné, aby

sa trinast protofilamentov zoskupilo, vdaka Comu dochadza k vzniku jedného



mikrotubulu. Jednotlivé protifilamenty st vd’aka striedaniu jednotiek a-tubulinu a 3-
tubulinu Struktarne polarne. Plus koniec vlakna je ten, ktory je zakonceny [-
tubulinom, minus koniec je naopak zakonceny a-tubulinom. Monoméry a-tubulinu a

B-tubulinu jedného protofilamentu sa navzajom viazu s monomermi druhého
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Obrazok 1: Schéma vzniku mikrotubulu
zoskupenim 13 protofilamentov zlozenych
zo zakladnych jednotick o- a B-tubulin
prostrednictvom ich polymerizacie,
upravené podl'a URL1

protofilamentu. Jednotlivé protofilamenty mikrotubulu su medzi sebou vzajomne

viazané vdaka lateralnym interakciam (Takashi Hashimoto, 2015).

2.1.1 Nukleacia mikrotubulov

Nukleacia mikrotubulov je proces pri ktorom dochadza k vzniku novych
mikrotubulov z uz existujucich mikrotubulov (Nakamura et al., 2010). K tomuto
procesu dochadza v miestach, ktoré sa nazyvaji mikrotubularne organizacné centra,
microtubule organizing centres (MTOCs). Rastlinné bunky na rozdiel od zivoci§nych
buniek, ktoré maji centrozom, maju tieto organizacné centrd rozptylené v ramci
bunky, k nukleacii moze dojst na povrchu plastidov, v jadrovom obale alebo
cytosolovej strane cytoplazmatickej membrane (Lee a Liu, 2019). Pravdepodobnost’
spontannej nukleacie a polymerizacie mikrutubulov je nizka ato hlavne z toho
dovodu, ze vo vnutri bunky nie je dostatocna koncentracia tubulinu. Hlavny faktor,
ktory vplyva na proces nukleacie je MT-nukleacny faktor y-tubulin. y-tubulin spolu

s 5 proteinmi, ktoré su si Struktirne podobné a spolu sa oznacuju ako y-tubulin



komplex proteiny, GCPs, vytvaraju funkény komplex y-tubulinu, ktory sa nazyva y-
tubulin prstencovy komplex, yTuRC, je to komplex, ktory je konzervovany medzi
eukaryotmi. Sklada sa zo 6-7 y -tubulinovych malych komplexov, y TuSC a z vel'kych
podjednotiek ato GCP4, GCPS5, GCP6, NEDD1 a MOZART. y-tubulinové malé
komplexy zahffiaju dve kopie y-tubulinu a GCP2 a GCP3 (Hamada et al., 2014).
Hlavnou funkciou komplexu yTuRC je ukotvenie nového mikrotubulu, ked’ze tento
komplex funguje ako nukleany templat. Pri procese nukleacie sa najprv y-tubulin
komplexy presuvaju pozdiz existujucich mikrotubulov, pricom dochadza k ich
aktivacii. Aktivovany funkény komplex y-tubulin nasledne aktivuje proces nukleéacie
nového mikrotubulu. Existuju dva spdsoby akymi sa syntetizuji nové mikrotubuly
prostrednictvom y-tubulin komplexu, bud’ dochadza k syntéze pod uhlom 40°
k existujucemu mikrotubulu alebo mézu nové mikrotubuly vznikat paralelne

k povodnému mikrotubulu.

2.1.2 Dynamika mikrotubulov

Jednou z hlavnych charakteristickych vlastnosti mikrotubulov je dynamicka
nestabilita. Dynamicka nestabilita je schopnost’ mikrotubulov podliehat cyklom
rychleho rastu a rozlozenia. Jednotlivé mikrotubuly podliehaju striedaniu dvoch
stavov a to bud’ polymerizacie, kedy dochadza k rastu, alebo depolymerizacie, kedy
dochéadza k skracovaniu mikrotubulu (Conde a Céceres, 2009). Proces dynamicke;j
nestability je zavisly na GTP (Kent a Lele, 2017). V roku 1986 bol uskuto¢neny
experiment, pri ktorom bol po prvykrat zaznamenany in vitro rast mikrotubulov. Pri
tomto experimente bolo zaznamenané, ze plus koniec protofilamentu rastol 10x
rychlejSie ako minus koniec protofilamentu, naviac boli zaznamenané striedanie faz
rastu a rozlozenia mikrotubulu (Vade, 2009). Plus koniec mikrotubulu a minus koniec
mikrotubulu prejavujii rozdielne vlastnosti vzhladom na proces dynamickej
nestability. Kedy plus koniec vlakna mikrotubulu rastie rychlejSie a CastejSie podlieha
procesu katastrofy nez minus koniec. Naopak minus koniec je charakteristicky
chraneny proteinmi alebo naviazany na bunkovu Struktiru. Akonahle je odhaleny
rovnako ako plus koniec podlieha dynamickej nestabilite. Prechod z fazy rastu do
fazy depolymerizacie mikrotubulu sa nazyva katastrofa, priCom prechod z fazy
skracovania do fazy rastu sa nazyva zachrana (obr.2). Pri proces polymerizacie
dochadza k naviazaniu GTP na B-tubulin na nukleotidovom vymenitelnom mieste, E-

mieste. Dynamicka nestabilita je esencialna pre splnenie biologickych funkcii



mikrotubulov, to vdaka rychlej reorganizacii mikrotubulov rovnako ako aj
priestorovej a doCasnej reorganizacii v sulade sbunkovym kortexom (Conde

a Caceres, 2009).
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Obrazok 2: Hlavné procesy dynamickej nestability mikrotubulov, kedy
dochadza k stredaniu dvoch stavov a to polymerizacie, ¢ize rastu mikrotubulu
a depolymerizacie alebo rozkladaniu mikrotubulu (upravené podla
Akhmanova et al., 2015)

Aktinové filamenty a mikrotubuly sa zucastiuju prakticky vSetkych
intracelularnych procesov v eukaryotickych bunkach, tychto procesov sa zucastiiuju
bud’ nezavisle od seba alebo v mnohych procesoch spolu interaguju a zicastiiuju sa
na nich spolo¢ne (PetraSek a Schwarzerova, 2009). Na spravne fungovanie tychto
procesov je nutnd ucast signalnych molekul a dalSich motorickych proteinov.
S aktinovymi filamentami interaguji motorické proteiny a myoziny (Laurent
Blanchoin et al., 2013). Mikrotubuly interaguju napriklad s kinezinmi a dyneinmi
(Jennifer L. Ross et al., 2008). Medzi hlavné bunkové procesy, ktorych sa zicCastiiuju
tieto dve zakladné =zlozky cytoskeletu, je vznik mitotického vretienka,

cytokinetického aparatu a intracelularneho transportu. Napriklad na aktinovych



filamentoch je zavislé prudenie cytoplazmy, kym umiestnenie organel, konkrétne
kompartmentalizacia Golgiho aparatu a endoplazmatického retikula a pohyb organel
je zavisly od mikrotubul. Rovnako ako stabilizovanie plastidov a mitochondrii
s ktorym je spojena funkcia Specifickych kinezinov a taktiez prenos vezikul pri
endocytoze (McNally a Vale, 1993). V pripade zivocisnych eukaryotickych buniek je
pohyb cytoplazmy rovnako ako aj pohyb organel riadeny hlavne aktinovym
cytoskeletom (Shimmen, 2007; Onelli et al., 2015). Okrem toho ze mikrotubuly
zabezpecuju spravnu morfologiu organel aich spravne umiestnenie na konkrétne
miesta v bunkach, taktiez sa zac¢astiiuji bunkového delenia a morfogenézy. Vd'aka
mikrotubulom st bunky schopné nadobudnut’ finalny tvar, vd’aka ktorému vedia
vykonavat’ ich Specifické funkcie. Okrem tychto funkcii sa mikrotubuly podielaju
taktiez na zostaveni bunkovej steny, tym ze kontroluji transport enzymov
zucCastriujucich sa na syntéze celulozy. PocCas mitotického delenia zohravaju
mikrotubuly fundamentalnu rolu pri spravnom rozdeleni chromozomov (McNally a
Vale, 1993). Expanzia buniek, ktoré rastt vo vrcholoch a taktiez difuzne rastucich
bunkach, je umoznena vdaka koordinacii aktinovych filamentov a mikrotubulov
v kortikalnych Castiach cytoplazmy (Petrasek a Schwarzerova, 2009). Pri vyvojovych
procesoch rastlin hraju dolezitu rolu kortikdlne mikrotubuly, ktoré su zoskupené
v zviazkoch nachadzajucich sa v kortexe bunky. Organizicia kortikalnych

mikrotubulov je spojena s funkciou proteinu kataninu (Stoppin-Mellet ez al., 2006).

2.1.3 Proteiny asociované s mikrotubulmi

Proteiny asociované s mikrotubulmi (microtubule associated proteins, MAPs) je rodina
proteinov, ktora je zodpovedna za organizaciu kortikalnych mikrotubulov. Do rodiny
proteinov asociovanych s mikrotubulmi spadd uz spominany y-tubulinovy komplex
s nukleaénom funkciou. Dal§im déleZitym proteinom asociovanym s mikrotubulmi je
komplex augminu. Komplex augminu ma esencialnu funkciu pri distribucii a organizacie
y-tubulinového komplexu v mitotickom vretienku a fragmoplaste. AUGS8 je komponent
augminu Specificky pre rastliny. AUGS8 zohrava ulohu pri organizacii kortikalnych
mikrotubulov. Kinezin je motoricky protein s konzervovanou Strutirov v eukaryotach.
Aktivita kinezinu spociva v jeho motorickej doméne, vd’aka ktorej dochadza k hydrolyze
ATP, prostrednctvom ¢oho dochadza k premene energie z hydrolyzy na mechanicku
pracu. Okrem motorickej domény obsahuje aj velké mnozstvo inych domén, ktoré su

zodpovedné za jeho dalSie funkcie ako napriklad regulacia alebo transport ,,cargo™



proteinov. Charakteristickymi funkciami kinezinu je transport, organel alebo

depolymerizacia a zvdzovanie mikrotubulov (Hamada, 2014).

2.2 Katanin
Aktivita kataninu bola prvykrat popisana v mitotickom extrakte vaji¢ok Pazirnatky
vodnej, Xenopus laevis, kedy bolo objavené pozdizne oddelovanie mikrotubulov
(Vale, 1991). Nasledne bol identifikovany protein katanin prostrednictvom
purifikacie zvajicok jezovky (McNally a Vale, 1993). V Ardbovke thalovej bol
objaveny prvy rastlinny homolog katalytickej podjednotky p60 kataninu. Katanin je
fundamentalny regulator mikrotubulov v rastlinnych bunkach, ale je pritomny aj
v zivociSnych bunkach. Okrem kataninu sa na regulacii cytoskeletu podiel'aju aj iné
proteiny a to FIDGETIN (Girard et al.,2015) a SPASTIN (Gardiner, 2014), ktoré
spadaju do rovnakej proteinovej rodiny ako katanin, ale si menej preskimané nez

katanin (Luptovciak et al., 2017a).

Katanin je protein, ktorého funkciou je oddel'ovanie mikrotubtl, ¢im vplyva na
ich organizaciu. Je to heterodimérny protein, sklada sa z dvoch monomérov a to
z katalytickej podjednotky p60 aregulacnej podjednotky p80. Katalyticka
podjednotka p60 spada medzi AAA ATPazy (Burk ef al., 2001; Luptovciak et al.,
2017a). AAA ATPazy su rozsiahla rodina enzymov, pre ktoru je charakteristicka
ucast na mnohych celularnych procesoch vratane proteinovej degradacie, indukcie
zmien v konformacii réznych substratov, konkrétne proteinov a polynukleotidov.
Vdaka tejto funkcii s ATPazy schopné ucasti na rozsiahlom pocte celularnych
procesov. Pre tuto rodinu enzymov je typickd pritomnost’ jednej alebo dvoch
konzervovanych ATP-viazucich domén. Su to enzymy, ktoré hydrolyzuja ATP na
ADP a anorganicky fosfat. Pri hydrolyze dochadza k uvolneniu energie, ta sa vyuziva
na pohananie chemickych procesov, takze v pripade kataninu na oddelovanie

mikrotubulov (Bar-nun a Glickman, 2012).

Mikrotubuly podnecuju aktivitu katalytickej podjednotky p60. V prvom kroku
procesu oddelovania mikrotubulov musi dojst k hexamerizacii na ich povrchu.
Hexamerizacia je proces, pri ktorom dochadza k oligomerizacii podjednotky p60,
pricom vznikd hexamer vo forme kruhu. V pripade rastlinnych buniek je na
oddelovaciu funkciu dostacujuca katalyticka podjednotka p60, ale pri oddelovani

mikrotubulov na Specifickych miestach je potrebna aktivita 4 odliSnych regula¢nych



podjednotiek p80. Naopak v pripade zivoc¢iSnych buniek je aktivita katalytickej
podjednotky p60 stimulovana regulacnou podjednotkou p80. V oboch pripadoch je
ale esencialna pritomnost’ nukleotidov, bez ktorej by proces neprebehol (McNally a
Vale, 1993). Sucastou regulacnej podjednotky p80 je WD40 doména, WD40 je
proteinova doména v tvare solenoidu zlozena zhruba zo 40 aminokyselin. Katanin
ovplyviiuje mnoho biologickych procesov od bunkovych procesov, konkrétne
remodelovania cytoskeletu, predlzovania buniek, regulacie mitdzy a orientacie
bunkového delenia az po vplyvanie na vyvojové a fyziologické procesy. Rastlinné
hormoény reguluji funkciu kataninu atym vplyvaju na organizaciu mikrotubul

(Luptov¢iak et al., 2017a).

@ J ®KTN8O ¢ KTN1 *KTNLKTNBO MT

Obrazok 3: Schéma vzniku komplexu kataninu (A), podjednotky p60
KTNT1 a podjednotky p80 KTN8O, ktoré vytvaraju heterodimer KTN1-
KTN80 a schéma spdsobu akym katanin oddel'uje mikrotubuly, a to
bud® v mieste kde dochadza krozvetvovaniu mikrotubulu
prostrednictvom nukleacie (B) alebo v mieste kde sa mikrotubuly
prekrizuju (C), upravené podl'a Wang et al. (2017)

2.2.1 Celularne funkcie kataninu
Na urovni buniek je jednou z esencialnych funkcii kataninu usporiadanie
kortikalnych mikrotubulov, vd’aka ¢omu dochadza k ich paralelnému usporiadaniu.
Kortikalne mikrotubuly s schopné reorganizovat’ sa v kratkom ¢ase. V prvom rade
zachytia hormonalny alebo fyzicky stimul, vd’aka tymto stimulom dochédza k rastu
ur¢itym smerom. Tato funkcia kortikalnych mikrotubulov je podstatna pri usmerneni

bunkového rastu pocas vyvojovych procesov rastlin, konkrétne usmeriiuje rast



apikalneho meristému ako aj rastu listového primordia (Uyttewaal et al., 2012;
Luptov¢iak et al, 2017a). Schopnost rychlej reorganizacie kortikalnych
mikrotubulov je taktiez vyznamna pri diferenciacii buniek. PocCas elongécie
kortikalnych mikrotubulov moéze dojst k ich prekrizeniu, jednou zo schopnosti
kataninu je oddelit’ takto prekrizené mikrotubuly, vd’aka Comu prispieva k ich
reorientacii (Wightman a Turner, 2007, 2008; Zhang et al., 2016; Luptovciak et al.,
2017a). Podmienkou pri oddel'ovani takto prekrizenych mikrotubulov je Specificky
uhol, pod ktorym musia byt prekrizené. Ak nie su prekrizené pod danym uhlom,
predpoklada sa, ze dochadza k ich viazaniu (Deinum et al., 2017). Predpoklada sa, ze
je tato schopnost’ kataninu vyznamna pri reorientacii kortikalnych mikrotubulov
pomocou etylénu alebo aj modrého svetla (Soga et al., 2010; Lindeboom et al., 2013).
Okrem oddel'ovania mikrotubulov, ktoré sa krizia, je katanin rovnako potrebny pri
oddel'ovani mikrotubulov, ktoré vznikaju uz z existujacich mikrotubulov. Konkrétne
katanin sluzi na oddelovanie gama-tubulinu aaugminom nukleovanych

mikrotubulov (Nakamura et al., 2010).

Ked'Ze je funkcia kataninu spojena z organizaciou mikrotubulov, viacero studii sa
zaujimalo ¢i katanin vplyva na mitézu a rovinu orientacie bunkového delenia. V
mutantnych liniach fra2, luel, botl a ktnl-2 bol dokazany vplyv na polaritu
profazového vretienka, konkrétne bola zapri¢inena multipolarita, ale nebola dokazana
priama spojitost’ na tvorbu mitotického vretienka (Panteris et al., 2011; Panteris a
Adamakis, 2012; Luptovciak et al., 2017a). Pri spravnom umiestneni mitotického
vretienka je dolezita rovina preprofazového pasu. Preprofazovy pas je siet
kortikalnych mikrotubulov, ktora vznika pred zacCiatkom mitozy. Pocas S a G2 fazy
sa kortikalne mikrotubuly reorganizuji do prstenca, tento prstenec sa postupne
zvacSuje a pred zacCiatkom mitdzy sa rozpadne, zaroven sa rozpada aj jadrovy obal
(Vos et al., 2004; Komis et al., 2017). Vd'aka ¢omu na jednu stranu vplyva a
usmeriiuje orientdciu bunkového delenia a na druhej strane limituje rotaciu
mitotického vretienka (Schaefer er al., 2017; Luptovciak et al., 2017a) V mutantnych
liniach ktnl-2 nie je exprimovany katanin, takze v nich nie je pritomna aktivita
kataninu na organizdciu mikrotubulov. V bunkach mutantnych linii ktni-2
dochédzalo k expanzii fragmoplastu v smere odchylenej roviny preprofazového pasu.
V tychto liniach taktiez dochadzalo k tvorbe odchyleného preprofazového pasu

(Komis et al., 2017). V bunkach tychto mutantov bolo preukazané ze mikrotubularny



rast bol vyrazne spomaleny a nedochadzalo k oddelovaniu mikrotubulov.
Nepritomnost  kataninu  zapri€inila zmeny v usporiadani preprofazového
mikrotubularneho pasu. Katanin je hlavny regulator, ktory umoziuje zhromazdenie
mikrotubulov pocas vzniku a taktiez rozSirovania preprofazového pasu, ked'ze v
mutantnych liniach kfnl-2 nie je pritomny katanin, tak v preprofazovych bunkach nie
je mozné vytvorit a rozSirovat’ preprofazovy pas. K rozSirovaniu preprofazového
pasu dochadza vdaka tomu, e katanin ovplyviiuje dizku kortikalnych mikrotubulov,
preto v danych bunkéach bol naruseny nie len tvar ale aj organizacia a pozicia

preprofazového pasu (Luptovciak ef al., 2017a).

2.2.2 Funkcia kataninu vo vyvoji embrya a vzniku semena
Okrem vplyvu kataninu na rovinu bunkového delenia, vzniku arozpadu
preprofazového pasu a reorganizaciu kortikalnych mikrotubulov, bolo dokazané ze
katanin vplyva na embryogenézu a vznik semena v Arabidopsis thaliana (Luptovciak
et al., 2017b). V danej Studii boli vyuzité tri mutantné linie kataninu 1 v Arabidopsis
thaliana, konkrétne fra2, luel a ktnl-2. Vsetky tri mutantné linie vykazovali nizsiu
produkciu semien a celkovo znizenu fertilitu, rovnako boli pozorované abnormality

VO Vyvoji embrya a semena.

Jednotlivé bunkové typy, tkaniva, organy su zoradené v Specifickom vzore uz od
pociatku embryogenézy, tieto jednotlivé bunkové zoskupenia maji povod v jednej
pociatocnej bunke. Zoskupenie jednotlivych organov vyssich rastlin je determinované
uz v sadenici. Z toho dévodu zohrava fundamentalnu rolu pri embryonalnom a post
embryonalnom vyvoji vzor bunkového delenia (Jiirgens a Mayer, 1994; Luptovciak
et al, 2017b). Katanin zohrava rolu aj pri spermatogenéze, ked'Zze na trasport
spermatid aj bunkovych organel je potrebny cytoskelet skladajuci sa zo siete
mikrotubul, ktoré umoziiuju ich prenos. PriCom sa predpoklada, ze pri tom siet
mikrotubulov spolupracuje s aktinovym cytoskeletom (Tang et al., 2013; Luptovciak
et al., 2017b). Mikrotubuly zohravaju fundamentalnu rolu pri polarnom umiestneni
organel, jadra a taktiez transport jadra v embryonalnom vaku, ktory je vo vyvoji

(Luptov¢iak et al., 2017b).

Ako bolo vyssie spomenuté regulacia vzniku arozpadu mikrotubulov je
esencialna pri nespofetnom mnozstve celularnych procesov, od reorganizacie

kortikalnych mikrotubulov, po vplyv na rovinu bunkového delenia a vznik aj rozpad
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preprofazového pasu. Vo vSetkych tychto procesoch je rozhodujuca funkcia kataninu.
Vdaka tymto aspektom je reorganizdcia siete mikrotubulov vyznamna taktiez
v procesoch diferenciacie buniek a migracie. Co naznaduje, Ze aktivita kataninu by
mala zohravat vyznamnu rolu pri embryogenéze a vzniku semena u vyssich rastlin.
V studii bolo preukazané, ze vSetky tri mutantné linie prejavovali znizenu fertilitu.
Sesule danych mutantnych linii sa vyvijali iregulame, tento aberantny vyvoj mal
povod v defektoch, ktoré vznikli pri fertilizacii. Z fenotypového hladiska boli
pozorované skratené SeSule v porovnani s kontrolnou liniou Col-0 (divy typ). Okrem
skratenych Sesul’ bol taktiez pozorovany mensi pocet vajicok na SeSulu, taktiez bol
pozorovany vacsi pocet neoplodnenych vajiok vo vSetkych mutantnych liniach.
Taktiez boli preukazané defekty vo vyvoji vajicka, predpoklada sa ze povod tychto
defektov je v migracii a nepresnym umiestnenim jadra a aberantnou fuziou polarneho
jadra. Taktiez bol ovplyvneny wvyvoj prasnikov, okrem toho boli pozorované
abnormality vo vyvoji embrya, konkrétne mnohopocetné bunkové delenia v ranych
fazach embryogenézy, ¢o viedlo k malformovanym embryam. Z hl'adiska semien bol
preukazany ovel'a niz§i pocet zivotaschopnych semien v jednotlivych mutantnych

liniach (Luptov¢iak et al., 2017b).
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2.3 Mitogénom aktivované proteinové kinazy

Mitogénom aktivované proteinové kinazy (MAPK) su zlozkami tvoriacimi MAPK
regulacné moduly. MAPK spadaju do skupiny transferaz, pri€om ich hlavnou funkciou
je fosforylacia konzervovanych serin/treoninovych zbytkov cielového proteinového
substratu. MAPK sa nachadzaju vo vsetkych eukaryotickych bunkach, konkrétne sa
vyskytuju v jadre bunky ale aj v cytoplazme. Ked'Ze sa tieto MAPK moduly vyskytuju
medzi vSetkymi eukaryotmi ato vratane rastlin, hub aj cicavcov, spadaju medzi
najvyznamnejsie regulatné mechanizmy bunky (Zanke ef al., 1996; Jagodzik et al.,
2018). V roku 1993 boli uskutocnené prvé objavy v oblasti rastlinnych MAPK, kedy
bola identifikovand MAPK msERKI1 v lucerne siatej (Duerr et al., 1993) a DS kinaza
v hrachu (Stafstrom et al., 1993).

V rastlinnej riS§i bolo objavené najvacSie mnozstvo podrodin mitogénom
aktivovanych proteinovych kindz (Komis et al., 2018). V genome Arabidopsis
thaliana bolo najdenych zhruba 110 génov, ktoré sltizia na kodovanie MAPK kaskady.
Konkrétne dané gény koduji 80 MAP kinaz kindz kindz (MAPKKK, MAP3K,
MEKK), 10 MAP kinaz kinaz (MAPKK, MAP2K, MKK alebo MEK) a 20 MAPK
(Colcombet a Hirt, 2008; Jagodzik et al., 2018).

MAP3K je rozsiahla rodina kinaz, deli sa do dvoch podrodin a to MEKK-like a Raf-
like podrodina. Rastlinné kinazy, ktoré sa radia do MEKK-like podrodiny st podobné
cicavéim MEKKI1 a kinazam STE11 a BCK1, ktoré boli identifikované v kvasinkach.
Rastlinné RAF-like kinazy su viac podobné cicavéim RAF1. MEKK-like kinazy, ktoré
boli identifikované v A. thaliana sa podielaju kanonickej MAPK kaskady, ktora
fosforylaciou aktivuje MAP2K. CTR1 (CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1)
a EDRI(ENHANCED DISEASE RESISTANCE 1) st najviac preStudované RAF-
like MAP3K v A. thaliana G¢astnia sa v obrannych odpovediach a taktiez signalnych
drahach, ktoré su indukované etylénom. V pripade tychto Raf-like MAP3K zaital nie
je potvrdena ucast’ v kanonickey] MAPK kaskade, narozdiel od MEKK-like kinaz
(Rodrigues et al., 2010).

MAP2K sa delia do 4 skupin, A-D. Do skupiny A patri napriklad MKK1 a MKK2
ktoré fosforylaciou aktivuji MPK4, okrem toho MKK2 sa zucastiiuje signalnej drahy,
ktora je stimulovana chladom a osmotickym stresom. MKK1 a MKK?2 sa za¢astiuju

vrodenej imunitnej odpovedi. Pre skupinu B je charakteristickA NTF doména, tato
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doména je potrebna pri procese nuklearneho importu ,,cargo” proteinov, t.j. proteinov
transportovanych prostrednictvom vezikal. Okrem ucasti na cytoplazmaticko-
nuklearnom transporte sa MKK3 tucastni kaskad, aktivované patogénmi a zarover st
zavislé na signalizacii prostrednictvom kyseliny jasmonovej. Skupina C zahfiia MKK4

a MKKS a skupina D zahfiia zvySok MKK7 A. thaliana (Rodrigues et al., 2010).

Rastlinné MAPK obsahuju, podobne ako zivocisne ERK kinazy, extracelularnym
signalom regulované kindzy, TDY (Thr-Asp-Tyr) alebo TEY (Thr-Glu-Tyr)
fosforylatné motivy v aktivacnej smycke (Rodrigues et al., 2010). V zavislosti od
kinazovej domény a sekvencie aktivaéného motivu TXY sa rastlinné MAPK rozdel'uja
do 4 fylogenetickych skupin A-D. Do skupiny A, B a C spadaju MAPK, ktoré vo
svojej aktivacnej smycke maju TEY motiv. Na rozdiel od skupiny D, ktorda ma
v aktivacnej smycke TDY motiv. Naviac je pre tuto skupinu typicka C-terminalna
dokovacia doména. Tato doména pravdepodobne sluzi ako dokovacie miesto pre
MAP2K. Do skupiny A patria napriklad MPK3 a MPK®6, rovnako ako aj ich ortology
v tabaku, lucerne siatej alebo ryzi. Tieto MAPK su aktivované biotickymi
a abiotickymi stresovymi faktormi, taktiez sa zucastiiuju vyvojovych procesov,
najcCastejSie su spojené v hormonalnych a environmentalnych odpovediach (Ichimura
et al., 2002). Skupina B zahfiia napriklad MPK4. Této skupina sa zicCastiiuje procesu
bunkového delenia, taktiez odpovedi na environmentalny stres. Pre MAPK skupiny
A aB je charakteristickd evolu¢ne konzervovana dokovacia doména. Dokovacia
doména ma viacero funkcii, sluzi ako dokovacie miesto nielen pre MAPKK ale aj pre
proteinové substraty alebo fosfatdzy (Rodrigues et al., 2010). TXY motiv je motiv
pritomny v aktivacnej smycke MAPK a pri aktivacii danej MAPK dochéadza k dualne;
fosforylacii tohto motivu. MAPK su esencialnymi regulaénymi komponentmi buniek,
ked'ze sa podielaji na mnohych celularnych procesoch ako si napr. vyvoj, rast

a reakcia na stres. (Segui-Simarro et al., 2005; Jagodzik et al., 2018).

Mitogénom aktivované proteinové kindzy fungujua vo forme kaskad, tieto kaskady sa
skladaju prevazne ztroch hierarchicky usporiadanych kinaz MAPKKK, MAPKK,
a findlne MAPK, existuje ale aj MAP kindza kindza kinaza kinaza (MAP4K)
(Rodrigues et al., 2010). Na to aby kaskada bola aktivovana, musi sa aktivovat
MAPKKK, ato prostrednictvom inych proteinovych kinaz, receptorovych kinéz,
transmembranovych receptorov alebo GTP-az (Komis et al., 2018). Na uplnom

pociatku musi dojst k transdukcii urcitého signalneho stimulu. Na prenos signalu
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sluzia receptory, ktoré sa nachadzaju v cytoplazmatickej membrane. Receptory
prenaSaju signal na spominané proteinové kinazy alebo GTP-4zy. Nasledne je
prostrednictvom tychto komponentov signal preneseny na MAPKKK. V dalSom
kroku MAPKKK aktivujit MAPKK opat fosforylaciou dvoch treoninovych alebo
serinovych zbytkov ato prostrednictvom konzervovaného motivu S/T-X3.5-S/T.
MAPKK je dudlne Specificka kinaza, aktivuje MAPK fosforylaciou treoninovych
a tyrozinovych zbytkov konzervovaného motivu T-X-Y (Rodriguez et al., 2010;
Jagodzik et al., 2018). MAPK spada medzi serin/treoninové kinazy, medzi ciele
aktivovanych MAPK spadaju napriklad efektorové proteiny nachadzajtice sa v jadre
alebo v cytoplazme, cytoskeletalne proteiny, transkripcné faktory, iné kinazy alebo
enzymy. Napriklad funkciou cicav€ich ERK1 a ERK2 MAPK kinaz, ktoré sa
predovsSetkym nachadzaju v cytoplazme bunky, je fosforylacia Specifickych proteinov
v cytoplazmatickej membrane do jadra. Po aktivacii ERK1 a ERK2 st translokované
z cytoplazmy do jadra bunky, kde fosforyluju jadrové substraty (Khokhlatchev et al.,
1998).

Biotické v Abiotické stresove Suche
faktory faktory
\ / ROS

GTP-azy Protein kinazy,

P
MAPKKK ) = (  MAPKKK

l oo

MAPKK )=—(_ MAPKK

| & &

MAPK — MAPK

/
l

BUNKOVA ODPOVED

Obrazok 4: Vseobecna schéma MAPK kaskady aktivovanej prostrednictvom abiotickych a
biotickych stresovych faktorov. Dany signal je zachyteny receptormi v cytoplazmatickej
membrane a prostrednictvom GTP-az alebo inych proteinovych kinaz a nasledne je aktivovana
hierarchicky usporiadana MAPK kaskada, ktora finalne aktivuje urcity substrat a ten vyvolava
bunkovu odpoved’ na dany stimul, upravené podl'a Jagodzik et al. (2018)
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MAPK drahy st vysoko §pecifické drahy, ich Specificita spociva na jednu stranu
v organizacii tychto 3 ¢lennych modulov prostrednictvom tzv. ,scaffold proteinov
a kotviacich proteinov (Garrington a Johnson, 1999). Scaffold proteiny st vel'mi
podstatnou sucastou signalnych drah ato ztoho doévodu, ze spajaju jednotlivé
komponenty urcitej signalnej drahy, ¢im ulahcuju, a taktiez urychl'uji priebeh danej
signalnej drahy. Scaffold proteiny sa skladaju z viacerych protein-protein interakénych
modulov, vdaka tomu dokazu vykonavat svoju funkciu a usporiadat’ jednotlivé zlozky
signalnych drah (Garbett a Bretscher, 2014). Na druhu stranu v Specificite MAPK kaskad
zohrava doleziti rolu odpoved’ na urcity stimul. MAPK kaskady moézu byt aktivované
roznymi stimulmi, medzi ktoré spadaju hormony, cytokininy alebo rastové faktory.
Okrem tychto stimulov, moze aktivovat ur€itt MAPK kaskadu stresové faktory. Stresové
faktory mozu byt bud biotického alebo abiotické povodu. Medzi abiotické stresové
faktory, ktoré aktivuja MAPK moduly, spada napriklad sol'ny stres, radiacia, reaktivne
formy kyslika, medzi biotické stresové faktory spadaji patogény. Jednotlivé stimuly
aktivuja Specifické receptory v cytoplazmatickej membrane, tie nasledne prenesu signal
na spominané aktivatory MAPKKK (Garrington a Johnson, 1999). MAPK kaskady st
deaktivované pomocou Specifickych MAPK fosfataz defosforylaciou (Komis et al.,

2018).

MAPK kaskady hraji vel'mi doleziti rolu vo vyvojovych procesoch rastlin,
MAPK kaskady kontroluji nielen embryogenézu ale aj nasledny postembryonalny
rastlinny vyvoj a rast. Vyvijajuca rastlina vie reagovat na externé stimuly podmienok
prostredia, tak aby sa na dané zmeny prislusne adaptovala. MAPK moduly zohravaju
vyznamnu rolu pri vyvoji a produkcii gamét a vyvoji gametofytu. Okrem tychto procesov
su dolezité pri vyvoji organov pocas embryogenézy, a taktiez reguluju nasledny rast
a vyvoj organov. Bolo preukazané ze modul YODA reguluje vyvoj embrya po fertilizacii,
konkrétne vplyva na prvé asymetrické delenie zygoty a nasledne na vyvo] embrya
rovnako ako aj na vyvoj suspenzoru. WRKY je rodina trankripénych faktorov
Specifickych pre rastlinnu risu, tento transkripény faktor je findlnym substratom drahy

YODA (Komis et al., 2018).
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2.4 Mitogénom aktivované protein Kinazy v Arabidopsis thaliana

24.1 MPK3

MPK3 je jedna z najpreskiimanejsich MAPK. Ugastni sa v mnohych signalnych drahach
a to v odpovedi na abioticke;j ale aj biotické stresové faktory. Okrem odpovedi na stres sa
ucastni aj vyvojovych procesov. Je zlozkou jednej z prvych identifikovanych MAPK
kaskad. Konkrétne je to MAPK kaskada, ktora je aktivovana bateridlnym flagelinom
flg22. Bakterialny flagelin sa zaradzuje medzi molekularne vzory asociované
s patogénom (,,pathogen-associated molecular patterns, PAMPs). Rozpoznavanie
PAMPs je sucastou vrodeného imunitného systému rastlin. PAMPs st malé molekuly
bezne odvodené zo Struktiry patogénu. Membranové receptory rozpoznavaju PAMPs
vramci niekol’kych minut, po ich identifikacii dochadza nasledne k modifikacii
enzymatickej aktivity v rastlinach a génovej expresie. Pri obrannej reakcii dochadza
k syntéze vel'ko poctu antimikrobialnych latok vratane aktivnych foriem kyslika, active
oxygen species (AOS) a fytoalexinov. Rozpoznanie PAMPs nie je Specifické. Rezistencia
voci rozlicnym patogénom zahrila taktiez regulaciu a akumulaciu fytohormonov ako
napriklad kyselina salycilova, kyselina jasménova a etylén. V pripade flg22 je v prvom
kroku tento bakteridlny elicitor rozpoznany receptorovym komplexom FLS2-BAKI.
Signal sa nasledne prenasa na MEKK1 (MAP3K), ktora nasledne moze aktivovat’ dve
MAP2Ks ato prevazne MKK4 alebo MKKS5. Po prenose signalu na jednu z MAP2K
dochadza k prenosu signalu na MPK3 alebo MPK6. Po fosforylacii jednej z MAPK
dochadza k indukcii expresie WRKY29 (WRKY DNA-BINDING PROTEIN 29)
a FRK1 (FLG22-INDUCED RECEPTOR KINASE1). MPK3 $pecificky fosforyluje
VIP1 (VirE1-INTERACTING PROTEIN1) a bZIP (basic leucine zipper) traskripéné
faktory, vd’aka comu je potom indukovana expresa obrannych génov PR1 (PATHOGEN-
RELATED 1) (Colcombert a Hirt, 2008).

MPK3 je taktiez aktivovana prostrednictvom exogénneho H>0,. K zachyteniu
signalu dochadza prostrednictvom OXI1 (OXIDATIVE-SIGNAL-INDUCED 1) protein
kinazy. K aktivacii MPK3 moze dojst dvomi drahami. Prvou moznostou je aktivacia
ANPI1, ktora downstream aktivuje MKK4 alebo MKKS, ktoré potom aktivuja MPK3
alebo MPK6. Druhou moznostou je priama aktivacia MPK3 prostrednictvom NDP
kinaza 2, NDPK2 (Colcombert a Hirt, 2008).

MPK3 sa taktiez ucastni odpovede na hyperosmoticky ale aj hypoosmoticky stres.

MPKS3 je aktivovana kyselinou abscisovou. Kyselina abscisova (ABA) je fytohormon,
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ktory sa zucCasttiuje mnohych fyziologickych procesov ako napriklad adaptaciu na vodny
stres alebo kontrolu dormancie semien. Pomocou inhibitoru MAP2K bolo preukazané
znizenie ABA-indukovaného uzatvorenia prieduchov. Tato skutoCnost indikuje ze sa
MPK3 ucastni signalizovania prostrednictvom ABA. Délezitym sekundarnym poslom

v tejto signalnej drahe je H2Os.

Dalsim stresovym faktorom, ktory aktivuje MPK3 je ozon. K aktivacii tejto
kaskady dochadza prostrednictvom reaktivnych kyslikovych druhov (ROS). Bolo

dokazané, ze v ramci 30 minut od vystavenia ozonu doslo k aktivacii MPK3.

Medzi d’al§ie upstream aktivatory MPK3 spadd YODA (MP3K). YODA aktivuje
downstream MKK4 alebo MKKS, v d’alSom kroku je aktivovanda MPK3. Co znadi ze
MPK3 je schopna regulovat’ ontogenézu prieduchov vd’aka tejto drahe (Wang et al.,
2007).

Tazké kovy si dal§im stresovym faktorom, ktory aktivuje MPK3. MPK3
konkrétne aktivuju iony Cd a Cu. Bolo preukazané, ze aplikaciou CdCl» doslo k aktivacii
transkripcia MPK3. V pripade i6nov kadmia dochadza k aktivacii MPK3 akumuléaciou
ROS (Taj et al., 2010).

24.2 MPK4

MPK4 je jedna z najviac prestudovanych MAPK, zohréava rolu pri odpovedi na bioticky
a abioticky stres. NavySe zohrava doleziti ulohu pri vyvojovych procesoch. MPK4
reguluje bunkové delenie, rast korena a taktiez vznik korenovych vlaskov. MPK4 je
aktivovana abiotickym stresom a to konkrétne chladom a suchom. Tato signalna draha
zaCina aktivaciou receptorov v cytoplazmatickej membrane prostrednictvom chladu
alebo sucha. Potom je signal preneseny na MEKKI1 , ktora nasledne aktivuje MKK2
a finalne dochadza k aktivacit MPK4 (Teige et al., 2004).

Pri mnohych stresovych faktoroch dochadza k akumulacii H>O», pricom MPK4
hra rolu ako negativny regulator. MPK4 je komponentom signalnej drahy, ktora je
aktivovana akumulaciou H>O>. H»O: aktivuje MEKKI1, nasledne su aktivované
MKK1/MKK2, tie nasledne aktivuji MPK4, ktora negativne reguluje H2O> (Gao et al.,
2008).

Okrem toho ze sa MPK4 zi¢astiiuje v mnohych signalnych drahach pri odpovedi

na abiotické ale aj biotické stresové faktory, bol potvrdeny vplyv MPK4 na organizaciu
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mikrotubulov v studii, v ktorej bol analyzovany fenotyp homozygotného recesivneho
mpk4 mutanta A. thaliana. MPK4 expresia bola zaznamenana v epidermalnych bunkéch
korenov a v korenovych vlaskoch a vyrazne v mieste vzniku nového koreniového vlasku.
Nulovy mutant mpk4 prejavuje zakrpateny fenotyp so skratenymi korefimi v porovnani
s divokym typom. Taktiez boli zaznamenané aberacie vo fenotype korefiovych vlaskoch,
mutantna linia mala vyrazne rozvetvené dvojnasobne az niekolkondsobne koretové
vlasky v porovnani s divokym typom. NavySe bol zaznamenané lateralne rozvetvovanie
korenovych vlaskov rovnako ako aj ektopické korenové vlasky. Epidermalny bunky
korenov vykazovali radiadlnu expanziu. Radidlna exanzia epidermalnych buniek korefiov
rovnako ako aj rozvetvené a ektopické korenové vlasky su spojené s defektami
v organizacii mikrotubulov. Kortikalne mikrotubuly prejavovali defektni organizaciu.
Kortikalne mikrotubuly nevykazovali orientovani organizaciu, naviac namiesto
paralelnych sieti preukazovali ndhodné zosietovanie. V epidermalnych bunkéch korefiov
aj vrozvetvenych korefiovych vlaskoch bolo zaznamenané zvySené zvizovanie
mikrotubulov. Z tychto zisteni vyplyva, ze MPK4 sa pravdepodobne zucastiiuje na
vyvojovych signalnych drahach, ktoré hraju rolu v regulacii zvdzovanie kortikalnych
mikrotubulov a taktiez bunkovej morfogenézy. Okrem tychto zisteni, bolo navySe
preukazané, ze sa MPK4 zacastiiuje regulacie mitdzy a cytokinézy. V mpk4 mutantovi
boli. Pozorované abnormality v mitotickom a cytokinetickom vyvoji, konkrétne bol

pozorovany aberantny vznik mitotického vretienka a fragmoplastu (Beck ef al., 2011).

243 MPKe6

MPK6 je dalSia najpreStudovanej§ia MAPK. Ma esencialnu rolu pri transdukcii
stresovych a vyvojovych signalov a taktiez sa podiela na ,,cross talk“ medzi inymi
signalnymi drahami. MPK6 je lokalizovana v sekrecnych vezikulach Trans-Golgiho sieti
(TGN) a v plazmatickej membrane. MPK6 sa ti¢astni mnohych vyvojovych procesov ako
napriklad embryogenézy, vzniku prieduchov, orientacii bunkového delenia a vyvoja
korena (Takac et al., 2016). MPK6 sa rovnako ako aj MPK3 ucastni signalnej drahy, ktora
je aktivovana flg22. Po zachyteni signalu receptormi v cytoplazmatickej membrane
dochadza hierarchicky k aktivacit MEKK 1, nasledne MKK4/MKKS5 a MPK6 (Asali et. al,
2002). MPK6 sa podiela na signalnych drahach, ktoré su aktivované biotickymi
a abiotickymi stresovymi faktormi, pri¢om indukuju produkciu etylénu. Tato kaskada
pozostava z MPKKK-MKK4/MKKS5-MPK6, modul MKK4/MKKS5 a MPK6 aktivuje
ddlezité enzymy, ktoré umoziuju produkciu etylénu (Liu a Zhang, 2004). MPK6 funguje
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taktiez ako negativny regulator akumulacie kyseliny jasmonove; (JA). MPK6 je
fosforylovana prostrednictvom MKK3, ktora negativne reguluje signalnu drahu JA.
Pomocou transkripéného faktoru ATMYC2 vplyva na expresiu génu zavislého na JA
a senzitivitu korefiu. MKK3-MPK6 draha hréa ddlezita tlohu pri regulacii rastu koretiov,
ktory je kontrolovany prostrednictvom JA. MPK6 ja taktiez aktivovana tazkymi kovmi
a to kadmiom (Taj et al., 2010).

MPK6 rovnako ako aj MPK4 mé okrem ucasti na signdlnych drahach
odpovedajucich na stresové faktory ucast’ na vyvojovych procesoch. Bolo potvrdené, ze
MPKG6 sa podiel’a pri procese orientacie bunkového delenia a rovnako aj na vyvoj korena.
Bola zaznamenana expresia MPK6 v korefilovom meristéme a to v apikalnej a prechodne;j
zone. Tieto pozorovania naznacuju podielanie sa MPK6 na procese vyvoja koreria. Na
subcelularnom leveli bola MPK6 lokalizovana nielen v jadre a v cytoplazme, ale navyse
bola lokalizovana v rozlicnych bodoch v PPB a fragmoplaste korefiovych buniek, ktoré
prechadzali procesom delenia. V recesivnych mutantnych liniach, mpk6-2, mpk6-3,
mpk6-1, boli pozorované defekty vo vzore buniek a pletiv v koreiioch, ¢o bolo
zapricinené defektnymi rovinami bunkového delenia anaviac vplyvom defektov
sposobenych ektopickymi bunkovymi deleniami. PPB spolu s fragmoplastom maju
signifikantny vplyv na rovinu bunkového delenia, v recesivnom mutantovi mpk6-2
sposobili defekty v rovine bunkového delenia posunuté a periklinalne bunkové delenia.
Vdaka vsetkym spomenutym defektom pocas vyvoja korena dochadza k narusenému
zarovnaniu bunkovych radov v koreni (Muller et al., 2011). Okrem vplyvu MPK6 na
vyvoj korenia, je potvrdena jej uCast na vyvoji tyCiniek, kvetenstva a embrya. Nulové
mutanty mpk6-2 a mpk6-4 vykazovali vyrazne znizenu fertilitu. Mutantné linie sa taktiez
fenotypovo odliSovali od divokého typu, mali zhruba o 50% skratené SesSule a taktiez mali
signifikantne zmensené ty&inky. Skratena dizka ty¢iniek moze byt faktor vplyvajuci na

znizen samciu fertilitu vplyvom znizenej efektivnosti opelenia (Bush a Krysan, 2007).

2.5 MAP kinazy v Lucerne siatej

2.5.1 MAP kinaza SAMK

Stresom aktivovand mitogénom aktivovana protein kindza (stress activated mitogen
activated protein kinase, SAMK), stresom aktivovanda MAPK, je ortolégom atMPK3.
Tato kinaza je komponentom signalnych drah, ktoré sa zGc¢astiiuji odpovede na nizke
teploty. Nizke rovnako ako aj wvysoké teploty spdsobuju zmeny Struktiry

v cytoplazmatickej membrane. Pomocou cytoskeletu, Ca?* toku a CDPKs sa aktivuju
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rozlicné MAPK kaskady (Song et al., 2018). SAMK sa podiel'a na stresove] odpovedi
v reakcii na tazké kovy, konkrétne Cu a Cd. Iony Cu?* vo vel'mi kratkom ¢ase aktivuju
SAMK, pri¢om Cd** sposobuju oneskorenu aktivaciu. Bolo dokazané, ze SIMKK
Specificky sprostredkuje aktivaciu SAMK ale v pritomnosti CuClz , nie v pritomnosti
CdCl2  (Jonak et al., 2004, Song et al., 2018), pricom SIMKK je aktivovana
prostrednictvom ROS (Jonak et al., 2004). SAMK sa podiela aj v obrannej reakcii na
patogény a to bakteridlnymi elicitormi ako napriklad B-glukanom alebo ergosterolom

(Cardinale et al., 2000).

2.5.2 MAP kiniaza MMK?2

Mitogénom aktivovana protein kinadza 2 z Lucerny siatej (medicago mitogen activated
protein kinase 2, MMK2)je ortologom atMPK4. Utastni sa signalnych drah v odpovedi
na bakterialne ale aj hubové elicitory. Konkrétne ju aktivuje chitin a B-glukan (Cardninale
et al., 2000). MMK2 sa podiel'a signalnej drahy, ktora je aktivovana tazkymi kovmi,
konkrétne CuClz a CdCl, . Cu®* iony rychlo aktivujt MMK2 alebo MMK3. Cd?* iény
taktiez aktivuja MMKZ2, ale zatial nie je znamy upstream aktivator tejto drahy (Jonak et

al., 2004)

2.5.3 MAP kinaza SIMK

Sol'nym stresom indukovand mitogénom aktivovana protein kindza (stress induced
mitogen activated protein kinase, SIMK) je ortologom atMPK6. SIMK sa nachadza
prevazne v cytoplazme a jadre v bunkach rozliénych organov (Ovecka et al., 2014).
V pripade soIného stresu dochadza k aktivacii SIMKK, ktord nasledne Specificky
aktivuje SIMK. SIMKK fosforyluje SIMK na treoninovych ale aj tyrozinovych zbytkoch
aktivacne] smycky (Kiegerl et al., 2000). SIMK je okrem solného stresu indukovana
prostrednictvom bakterialneho ale aj hubového elicitoru. Jednym z elicitorov, ktoré ju
prevazne aktivuje je chitin. Ergosterol je d’alsi z elicitorov, ktory preferencne aktivuje
SIMK. B-glukan je taktiez elicitorom aktivujucim SIMK (Cardinale et al., 2000). Okrem
toho ze je SIMK lokalizovana v jadre a v cytoplazme, je potvrdené Ze sa nachadza
v rastucich koreriovych vlaskoch. Je preukazané podielanie SIMK na vyvojovych
procesoch. Konkrétne je aktivovand a redistribuovana zjadra do rastucich SpiCiek
koreriovych vlaskov pri vzniku korefiov. NavySe vplyva na vznik nodulov a produkciu

biomasy (Hrbackova et al., 2021).
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material

3.1.1 Pouzité chemikalie

LB broth (Sigma Aldrich, Nemecko)

LB agar (Sigma Aldrich, Nemecko)

1 M Hydroxid draselny (KOH) (Sigma Aldrich, Nemecko)

0,1 M Hydroxid draselny (KOH) (Sigma Aldrich, Nemecko)
Spektinomycin (SPE) (Duchefa Biochemia, Holandsko)

Kanamycin (KAN) (Duchefa Biochemia, Holandsko)

Kyselina 2-(N-morfolino)etansulfonova (MES) (Sigma Aldrich, Nemecko)
Chlorid hore¢naty (MgCl2) (Sigma Aldrich, Nemecko)

Acetosyringon (1-(4-hydroxy-3,5-dimetoxyfenyl)etan-1-on) (Sigma Aldrich, Nemecko)
Gamborg B5 basal (Duchefa biochemie, Holandsko)

Dusic¢nan draselny (KNO3) (Sigma Aldrich, Nemecko)

Siran hore¢naty MgSO4 (Sigma Aldrich, Nemecko)

L-prolin (Sigma Aldrich, Nemecko)

Sacharéza (C12H22011) (Sigma Aldrich, Nemecko)

Gellan Gum powder (AlfaAesar, USA)

Glutamin

Serin

L-glutation

Kinetin (KIN) (Duchefa Biochemie, Holandsko)

Kyselina dichlorfenoxyoctova (2,4-D) (Duchefa Biochemie, Holandsko)
Gamborg Vitamin (Duchefa biochemie, Holandsko)

Murashige and Skoog basal salt mixture (Duchega Biochemie, Holandsko)
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Myoinositol (Sigma Aldrich, Nemecko)

1% roztok malachitovej zelene (Sigma Aldrich, Nemecko)

Kysly fuchsin (Sigma Aldrich, Nemecko)

Anilinova modra (Sigma Aldrich, Nemecko)

Oranz G (Sigma Aldrich, Nemecko)

Kyselina mlie¢na (C3HsO3) (Sigma Aldrich, Nemecko)

Chloralhydrat (2,2,2-trichloretan-1,1-diol, C2H3C1302) (Sigma Aldrich, Nemecko)

Glycerol (C3HgO3) (Sigma Aldrich, Nemecko)

Fenol (CsHsOH) (Sigma Aldrich, Nemecko)

Etanol p.a. (C2HsOH) (Sigma Aldrich, Nemecko)
Chloroform (CHCl3)

Kyselina octova (CH3COOH) (Sigma Aldrich, Nemecko)

MiliQ voda (pripravena pomocou Simplicity Water Purification System Merck,

Nemecko)

3.1.2 Roztoky a média

3.1.2.1 Tranzientna transformacia listov Nicotiana benthamiana

Tuhé a tekuté LB médium

V pripade tuhého LB média bolo pridanych 40 g/I'! LB agar do MiliQ vody, po
rozpusteni bolo namerané a nasledne upravené pH na 7,2 najprv prostrednictvom 1 M
KOH, pri blizeni k zelanej hodnote pH bolo nasledne pH upravené pomocou 0,1 M KOH.
V pripade tekutého LB média bolo pridanych 25 g/I'! LB Broth do MiliQ vody, pH bolo
opat’ upravené na 7,2. Po autoklavovani boli do médii pridané antibiotika vzhl'adom na

selek¢éné gény pouzitého konstruktu (Tab. 1).
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Tabulka 1:Vypocet riedenia pre selekéné antibiotika pridavané do LB média

Selekéné Koncentracia Koncentracia Riedenie Objem Objem ATB

antibiotika  zasobného finalneho LB pridanych
(ATB) roztoku roztoku média do LB média
(ng/ml) (ng/ml) () ()
KAN 50000 25 1:2000 20000 10
RIF 50000 100 1:500 40

Zasobné roztoky na infiltra¢né médium

Boli pripravené zasobné roztoky ato 50 ml 1000 mM MES (pH 5,6 upravené
prostrednictvom 1 M KOH a 0,1 M KOH), 50 ml 100 mM MgCl; a1 ml 150 mM AS
rozpusteny v DMSO (Tab. 2).

Tabulka 2: Priprava zasobnych roztokov pre infiltraéné médium

Koncentracia Objem
navazka
Latka Mr (g/mol) finalneho roztoku finalneho @
g
(mM) roztoku (ml)

MES 195,2 1000 50 9,760
MgCl: 95211 100 50 0,476
AS 196,19 150 1 0,029

Infiltra¢né médium

Na pripravu infiltracného média boli pouzité pripravené zasobné roztoky MES, MgCl»
a AS, ktoré boli napipetované podla prislusnych finalnych koncentracii (Tab. 3) a doliate

MiliQ vodou do finalneho objemu.
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Tabulka 3: Vypocet riedenia zasobnych roztok na pozadované koncentracie na pripravu
infiltraéné¢ho média

Koncentriacia Koncentracia Objem
Objem
Zasobny zasobného finalneho zasobného
Riedenie infiltracného
roztok roztoku roztoku roztoku
média (ml)
(mM) (mM) (ml)
MES 1000 10 1:100 0,5
MgCl2 100 10 1:10 50 5
AS 150 0,15 1:1000 0,05

3.1.2.2 Somaticka embryogenéza

Sterilizaény roztok

Do 50 ml falkénovej skimavky bolo naliatych 36 ml dH»0, potom boli napipetované 4

ml hypochloridu sodného a 4 pl Tween-20, roztok bol nasledne premieSany.
B5, B50 a BSH médium

Na pripravu B5 média bolo pridanych do 800 ml MiliQ vody 3,1 g/l GAMBORG BS5
basal, 0,5 g/l KNO3, 0,25 g/l MgS0s4, 0,5 g/l L-prolinu a 30 g/l sachar6zy. Po rozpusteni
jednotlivych latok na magnetickej mieSacke bolo pridanych 4,5 g/l Gellan gum. Nasledne
bolo pH upravené na 5,7 pomocou 1 M KOH a 0,1 M KOH, do objemu bola pridana
MiliQ voda. V pripade pripravy B50 média bolo do vysterilizovaného B5 média
napipetovanych 14,5 ml aminostock, 500 pl Gamborg vitamin. V pripade pripravy BSH
média boli pridané eSte hormoény a to 500 pl KIN a 500 pul 2,4-D. Média boli po pridani
jednotlivych zloziek rozliate po 25 ml do okrahlych Petriho misiek.

MMS médium

Do 800 ml MiliQ vody bolo pridanych 4,3 g/l MS basal salt mixture, 0,1 g/l myoinositolu,
30 g/l sachar6zy. Po rozmiesani bolo pridanych 4,5 g/l Gellan gum, potom bolo pH
upravené na 5,7 prostrednictvom 1 M KOH a 0,1 M KOH, po upraveni pH bolo do
objemu pridana MiliQ voda. Po sterilizacii bolo médium rozliate po 50 ml do Stvorcovych

Petriho misiek.
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1x MS médium

4.3 g/1 MS basal salt mixture a 30 g/l sachardzy bolo pridanych do 800 ml MiliQ vody,
nasledne po rozpusteni bolo pridanych 4,5 g/l Gellan gum. Bolo upravené pH na 5,7
pomocou 1 M a0,1 M KOH, po uprave pH bola do objemu pridanad MiliQ voda. Po

sterilizacii bolo médium rozliate po 50 ml do Stvorcovych Petriho misiek.

3.1.2.3 Fenotypové analyzy

Tuhé 2 MS médium na vysadenie stabilnych kataninovych mutantnych linii

Do 800 ml MiliQQ vody bolo pridanych 10 g/l sacharozy a 2,15 g/l MS basal. Nésledne
bol pridany 1 g MES. Nasledne bolo pridanych 4,5 g/l Gellan gumu. Po rozpusteni
pridanych zloziek bolo upravené pH na 5,7 pomocou 1 M KOH a 0,1 M KOH. Po
upraveni pH bola do objemu pridana MiliQ voda. Médium bolo vysterilizované.
V pripade pripravy tekutého 2 MS média nebolo pridanych 4,5 g/l Gellan gum pred

upravou pH.

3.1.2.4 Priprava trvalych preparatov embryi a vajicok A. thaliana a M. sativa

Bol pripraveny fixa¢ny roztok do sklenenej Pyrexovej fTasky s objemom 50 ml bolo
pridanych 25 ml etanolu p.a., 5 ml l'adovej kyseliny octovej a 20 ml vody, roztok bol
nasledne premieSany. Nasledne bol pripraveny odfarbovaci roztok do sklenenej

Pyrexovej fl'ase bolo pridanych 8 g chloral hydratu, 3 ml glycerolu a 1 ml vody.

3.1.2.5 Stvornasobné farbenie piestikov (Alexander et al., 1987)
Carnoy’s fluid

Do sklenej 25 ml Pyrexovej fl'ase bolo pridanych 6 ml etanolu p.a., 4 ml chloroformu a 1

ml l'adovej kyseliny octovej, roztok bol nasledne premiesany.
Zasobné roztoky farbiacich roztokov

Boli pripravené zasobné roztoky ato 1% kyslého fuchsinu v dH>O (50 mg kyslého
fuchsinu bolo pridanych do 5 ml dH>0O), 1% anilinovej modrej v dH2O (50 mg anilinove;j
modrej bolo pridanych do 5 ml dH20) a 1% oranze G v 50% etanole ( 50 mg oranze G
bolo pridanych do 5 ml 50% etanolu, na pripravu 50% etanolu bol pouzity etanol p.a).
Navazené farbiva boli rozpustené v 5 ml dH20. Zasobné roztoky boli uskladnené v 15 ml

Falkonovych skimavkach zabalenych v alobale.
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Farbiaca zmes

19,5 ml kyseliny mlie¢nej, 1 ml 1% roztoku malachitovej zelenej, 1,5 ml 1% roztoku
kyslého fuchsinu, 1 ml 1% roztoku anilinovej modrej, 0,5 ml 1% roztoku oranz G boli vv
uvedenom poradi postupne pridané do 25 ml Pyrexovej sklenej fTase. Po premieSani
roztoku bolo pridanych 5 g chloralhydratu. Roztok bol umiestneny na magneticku
mieSaCku dokym sa chloralhydrat aplne nerozpustil. Pyrexova flasa s farbiacou zmes

bola zabalena do alobalu.

Odfarbovacie a zméikcovacie médium I

19,5 ml kyseliny mlie¢nej, 2,55 ml fenolu, a 0,5 ml 1% roztoku oranz G bolo v uvedenom
poradi pridanych do 25 ml sklenenej Pyrexovej fTaSe. Ako poslednych bolo pridanych
2,5 g chloralhydratu. Roztok bol umiestneny na magneticki mieSacku az od uplného

rozpustenia chloralhydratu. Po rozpusteni bola fTasa s roztokom zabalené do alobalu.
Odfarbovacie a zmikc¢ovacie médium II

19,5 ml kyseliny mliecnej, 2,55 ml fenolu, a 0,5 ml 1% roztoku oranz G bolo v uvedenom
poradi pridanych do 25 ml sklenenej Pyrexovej fl'ase. Roztok bol premieSany a nasledne

zabaleny v alobale.
Mounting médium

12,5 ml kyseliny mlie¢nej a 12,5 ml glycerolu bolo pridanych do 25 ml Pyerovej fTase,

roztok bol nasledne premiesany.

3.1.3 Biologicky material

Rastlinny material

e Na fenotypovu analyzu organizacie mikrotubulov boli pouzité dve linie A.
thaliana Col-0 a 35S::mCherry:TUAS a 35S::GFP:FABD2 v ktnl-2

e Na fenotypové analyzy embryonalneho vyvoja trvalych preparatov fixovanych
vajicok boli pouzité A. thaliana Col-0 a M. sativa RSY

e Na odtestovanie protokolu Stvornasobného farbenia (Alexander et al., 1987) bola

pouzita A. thaliana Col-0
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e Na fenotypové analyzy in vivo preparatov embryi bola pouzita linia A. thaliana
Col-0 a 35S::mCherry:TUAS a 35S::GFP:FABD2 v ktnl-2
e Na somaticki embryogenézu bola pouzita M. sativa linia 35S::tagRFP:TUAG®,

material bolo odobraty z rastlin umiestnenych vo fytotrone

Bakterialne kultary

e Bakteriadlne kultury boli poskytnuté veducim bakalarskej prace a pracovnikmi
Katedry Biotechnologii (Tab. 4)
e Na tranzientni transforméciu boli pouzité baktérie rodu Agrobacterium
tumefaciens kment GV3101, nestice konStrukty:
o P19 sluziaci na supresiu RNAi
o 358::KTNI1:YFPc v plazmide pDEST-KTN1:VYCE
o 358::MPK4:YFPn v plazmide pDEST-MPK4:VYNE
o 358::tagRFP:TUA6

Tabulka 4: Konstrukty pouzité na tranzientnu transformaciu s ich selekénymi antibiotikami
(KAN-kanamycin, RIF-rifampicin)

Zasobna Finalna
Selekéné
KonStrukt koncentracia koncentracia
antibiotika

(mg.ml?) (ng.ml?)
P19 KAN/RIF 50/50 25/100
358::KTN1:YFPc KAN/RIF 50/50 25/100
35S8::MPK4:YFPn KAN/RIF 50/50 25/100
358::tagRFP:TUAG6 KAN/RIF 50/50 25/100

3.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG Vahy s.r.0., Ceska republika)
Autoklav Sterrivap HP IL (MMM Group, Nemecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Nemecko)

Centrifuga (Allegra 64 R, Beckaman Coulter, USA)

Elektromagnetickd mieSacka MSH-420 (BOECO, Nemecko)

Epifluorescencny mikroskop Axio Imager.M2 (Zeiss, Nemecko)
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Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp, Nemecko)

Hlbokomraziaci box MDF-U500VX-PE (Panasonic, Japonsko)

Konfokalny laserovy skenovaci mikroskop (CLSM) LSM 710 (Zeiss, Nemecko)
Kultivacna trepacka Orbital Shaker-Incubator ES-20 (Biosan Ltd, Loty$sko)
Laminarny box Biohazard (Merci, Ceska republika)

Mikrosko Stereo ZOOM MS (A. Kriiss Optronic GmbH, Nemecko)
Mikrovinna traiba (MHE21 HITACHI, Japonsko)

Mraznicka LIE G 5216 513L (Liebherr Comfort, Nemecko)

pH meter PC 2700 (Eutech Instruments, USA)

Pristroj na deionizovant vodu Simplicity Water Purification System (Merck Milipore,

USA)
Spektrofotometer SmartSpec™ (Bio-Rad Laboratories Inc., USA)
Vortex Microspin FV2400 (Biosan Ltd., Nemecko)

3.3 Software
Cytospectre (Kartasalo et al., 2015)

ImageJ 1.53t (National Institutes of Health and Laboratory for Optical and

Computational Instrumentation, University of Wisconsin, USA)
Zen 3.5

3.4 Metodika

3.4.1 Priprava in vivo preparatov smenenacikov A. thaliana mCherry-TUA6
a GFP-FABD2 v ktn1-2

Vysadenie divokého typu a mutantnej linie kataninu A. thaliana

Boli vysadené dve linie A. thaliana ato mCherry-TUA6 a GFP-FABD2 v Col-0 a A.
thaliana mCherry-TUA6 a GFP-FABD2 v kmi-2 na tuhé 2 MS médium.
Vysterilizované semend oboch linii boli prostrednitvom sterilného $paradla umiestnené

na %2 MS médium v §tvorcovej Petriho miske. Petriho misky boli nasledne zapaskované
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a umiestnené na dva dni do chladni¢ky. Po dvoch diioch boli prenesené do fytotronu
s fotoperiodou 16 hodin svetlo/8 hodin tma, vlhkostou vzduchu 70% a teplotou 21°C,
intenzitou osvetlenia 60-80 uE.m.s!. Po troch diioch boli semenéciky vyselektované na
zaklade signalu.

3.4.2 Priprava in vivo preparatov divokého typu A. thaliana a mutantnej linie

kataninu A. thaliana

Na podlozné skli¢ko boli nadizku nalepené dve dlhé tenké pasiky obojstrannej lepiacej
pasky, medzi pasiky lepiacej pasky bolo napipetovana kvapka tekutého 2 MS média, do
kvapky Y2 MS média bol umiestneny 7-driovy semenacik A. thaliana. Podlozné sklicko
bolo prikryté krycim sklickom. Nasledne boli oba okraje krycieho sklicka zapaskované
prostrednictvom parafilmu. Pripravené preparaty boli mikroskopicky pozorované
prostrednictvom dvoch mikroskopov ato konfokalneho skenovacieho laserového
mikroskopu (Zeiss) LSM 710 Axio Imager 2 s pouzitim objektivu Plan-Apochromat
40x/1.4 Oil DIC M27 a Spinning-Disc mikroskopu (Zeiss) Axio Observer.Z1 pouzitim
objektivu Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27. Mikroskopické pozorovanie bolo
zamerané na organizdciu mikrotubulov buniek hypokotylu, obe linie exprimovali
fluorescen¢ne znaceny protein mCherry-TUAG6. Boli nastavené dva fluorescencné kanaly
GFP kanal (excitatna vinové dizka 488 nm, emisna vinova dizka 509 nm), mCherry kanal
(excitaéna vinova dizka 587 nm, emisn4 vinova dizka 610 nm). Analyza organizacie
mikrotubulov bola uskuto¢nena prostrednictvom programu Cytospectre, obrazky buniek
hypokotylu boli upravené prostrednictvom programu Zen blue light, bola vyuzita funkcia
,,rotate” |, obrazky boli otoCené rozmedzi 15-50°, tak aby bunky hypokotylu smerovali
kolmo. Upravené obrazky boli vlozené do programu cytospectre, kde bola nasledne

analyzovana organizacia mikrotubulov.
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3.4.3 Tranzientna transformacia listov Nicotiana bethamiana

Zasobné zmrazené bakterialne kultary, ,,stock kultary“, baktérii A. tumefaciens boli
vybraté z mraziaku, kde su uchovavané pri -80°C. Po rozmrazeni baktérii na I'ade, boli
sterilne naoCkované pomocou bakteridlneho ocka na tuhé LB médium, do ktorého boli
predom pridané Specifické selekéné antibiotika (Tab. 1). Naockované misky boli
inkubované 2 dni v inkubéatore pri 28°C v tme. Po naoCkovani boli zasobné bakterialne
stocky zmrazené prostrednictvom tekutého dusiku a umiestnené do mraziaku konkrétne

na -80°C.

Po dvoch diioch boli baktérie z tuhého LB média preockované do tekutého LB
média. Do 50 ml Falkonovych skiamaviek bolo naliatych 10 ml tekutého LB média.
Nasledne boli napipetované selekcné antibiotika Specifické pre dany konstrukt. Sterilnym
Sparadlom bola odobrana single kolonia, nasledne bolo Sparadlo umiestnené do LB
média. . Do Eppendorfovej skimavky boli napipetované 2 ml cCistého LB média so
selekénymi antibiotikami, ktoré bolo pouzité ako blank pri merani optickej hustoty pri
vlnovej dizke 600 nm (ODsoo) po namnozeni naotkovanych bakterialnych kultar.
Naockované baktérie v tekutom LB médiu boli umiestnené do inkubatoru kde boli cez

noc inkubované pri 28°C, 180 RPM.

Po namnozeni bakterialnej kultury v tekutom LB médiu bolo zmerané ODggo. Do
kyviet bolo napipetovanych 500 pl namnozenej kultiry, ako blank bolo pouzité ¢isté LB
médium. Absorbancia namnozenych kultir by mala byt v rozsahu hodnét 0,5-1,5.
Falkénové skumavky boli vyvazené aumiestnené v centrifuge tak aby skumavky
s podobnymi hmotnostami boli oproti sebe. Nasledovala centrifugacia pri 3000 x g,
teplote 4°C ana 10 minut. Po centrifugacii bol supernatant odliaty a pelet bol
resuspendovany v 1 ml infiltracného média. Opéat nasledovala centrifugécia pri 3000 x g,
4°C ana 10 minat. Po druhom premyti kultiry bol supernatant odpipetovany a pelet bol
resuspendovany v 1 ml Cerstvého infiltraéného média. Potom bolo opét” zmerané ODeoo,
ako blank bolo pouzité ¢isté infiltrané médium. Do kyviet bolo napipetovanych 450 pl
infiltratného média a 50 ul premytej bakterialnej kultiry. Bakteridlna kultura bola tak
10x zriedena, takze vysledné ODsgoo takto zriedenej kultury bolo 10x niz§ie, pricom realna
hodnota optickej hustoty bakterialne kultury bola 10x vyssia. Po namerani ODggo bola

bakterialna  kultara  nariedend na  hodnotu  ODge=0,6 podla  vzorca

2 (Finalny objem,ml)xnamerané ODggq
0,6 (ielané ODGOO)

. Do 5 Eppendorfovych skiimaviek boli napipetované
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jednotlivé kombinacie kultar (Tab. 5) podla vypocitaného riedenia, po napipetovani
kultar bolo napipetované infiltraéné médium do objemu 2 ml. Bakterialne suspenzie boli

inkubované na 2 hodiny v tme pri laboratérnej teplote.

Tabulka 5: Kombinacie jednotlivych konstruktov, ktor¢ boli pouzité na tranzientnu transformaciu

Kombinacia Pouzité konstrukty
A P19
B P19 358::tagRFP:TUA6
C P19  358::KTNI:YFPc 358::tagRFP:TUA6
D P19  3585::KTNI1:YFPc 35S::MPK4:YFPn 35S::tagRFP:TUA6
E P19 358::MPK4:YFPn 35S::tagRFP:TUA6

Po inkubacii nasledovala infiltracia listov Nicotiana benthamiana. Rastliny boli
minimalne dve hodiny pred infiltraciou zaliate vodou, aby doslo k otvoreniu prieduchov
na spodnej strane listov. Do injek¢nej striekacky bola odobratd bakteridlna suspenzia
a nasledne bolo vtlacovana do spodnej strany listov. Listy boli od prebytocnej suspenzie
osuSené pomocou servitky, odpad bol likvidovany v sulade s GMO skolenim. Po
infiltracii niekol’kych listov boli na adaxialnej strane oznacené fixkou infiltrované miesta.

Po infiltracii vSetkych rastlin boli rastliny prenesené do fytotronu.

3 dni po transformacii (3DAT), 5 dni po transformacii (SDAT) a6 dni po
trasnformacii (6DAT) bolo uskutocnené mikroskopické pozorovanie. Boli pripravené
mikroskopické preparaty. Z oznaCenej infiltrovanej asti listu bol odstrihnuty kusok listu
v tvare trojuholniku. Cast listu bola prenesen4 adaxialnou stranou na podlozné sklicko.
Na kusok listu bola napipetovand kvapka vody alist bol prikryty krycim sklickom.
Preparaty boli mikroskopicky pozorované prostrednictvom konfokalneho skenovacieho
laserového mikroskopu (Zeiss) LSM 710 Axio Imager 2 s pouzitim objektivu Plan-
Apochromat 40x/1.4 Oil DIC M27. Boli nastavené dve UV kanaly, GFP kanal (exitacna
vlnova dizka 514 nm, emisna vinova dizka 551 nm) a RFP kanal (excitaéna vinova dizka

561 nm, emisnd vlnova dizka 613 nm).

Nasledne analyzy mikroskopickych obrazkov boli uskutocnené prostrednictvom

programu Image]. Mikroskopické obrazky boli predtym upravené prostrednictvom
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programu Zen blue light, nasledne boli vlozené do programu ImagelJ, prostrednictvom
ktoré boli analyzované spoty zelené (samostatne GFP kanal) a biele (spojeny kanal RFP
a GFP). Po vlozeni do programu ImageJ bola nastavena mierka, nasledne bol obrazok
konvertovany na 8-bitovy. V pripade mikroskopickych obrazkov spojenych kanéalov, bola
pred d’al§im upravovanim posunutd farbena Skala, aby boli viditeI'né len biele spoty.
V d’alSom kroku bol obrazok invertovany prostrednictvom funkcie ,invert”. Nasledne
bolo nastavené prahovanie pomocou funkcie ,,threshold”, prahovanie bolo nastavené tak
aby boli zachytené len spoty v rovine. V poslednom kroku bola pouzita funkcia ,,analyse

particles™, data boli spracované pomocou programu Microsoft Excel.

3.44 Somaticka embryogenéza
Sterilizacia listov Lucerny siatej linia 35S::tagRFP:TUA6 a prenos explantatov na
BSH médium

Bolo odstrihnutych zhruba 20-30 listov a nasledne boli vlozené do vodovodnej vody vo
Falkonovej skumavke. Listy boli nasledne premyté v 70% etanole na 30 s priCom bola
po cely cCas Falkénova skiamavka pretrepavand. Nasledne boli listy sterilizované
v sterilizaCnom roztoku na 1,5 min, po celu dobu sterilizacie bola Falkonova skumavka
pretrepavana, aby boli dostato¢ne vysterilizované vSetky listy. Sterilizaény roztok bol
zliaty do kadicky vo flowboxe a zvySky roztoku boli vymyté sterilnou destilovanou
vodou 5x3 min, medzi jednotlivymi premyvaniami bola vzdy pridana Cistad sterilna
destilovana voda (dokym nezmizla pena spdsobena detergentom Tween-20). Po
sterilizacii boli listy osuSené na sterilnom filtracnom papieri v sterilnej Petriho miske.
Nasledne boli listy rozrezané na mensSie Casti tzv. explantaty. Explantaty boli umiestnené
na B5SH médium, ktoré indukuje dediferenciaciu buniek a vznik kalusov. Zapaskované
Petriho misky s explantatmi boli umiestnené do fytotronu s fotoperiodou 16 hodin
svetlo/8 hodin tma, vlhkostou vzduchu 70% ateplotou 21°C, 60-80 pE.m72s’.
Explantaty boli kultivované zhruba 2-3 tyzdne pri stanovenych podmienkach, kym

nedoslo k vzniku kalusov.
Prenos kalusov na B50 médium

Zhruba po 2-3 tyzdioch boli vzniknuté kalusy prenesené sterilne z BSH média na B50
médium, ktoré indukuje diferenciaciu buniek a vznik somatickych embryi. Zapaskované
Petriho misky s B50 médiom s kalusmi boli prenesené do fytotronu s fotoperiodou 16

hodin svetlo/8 hodin tma, pri 21°C avlhkostou vzduchu 70%. Kalusy boli opat
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kultivované zhruba 2-3 tyzdne, dokym nenarastli somatické embrya. Somatické embrya
boli mikroskopicky pozorované prostrednictvom Stereo ZOOM mikroskopu (Zeiss) Axio
Zoom.V16 (Zeiss) mikroskopu pouzitim objektivu PlanNeoFluar Z 2.3x. Somatické
embrya boli pozorované prostrednictvom monochromatickej a farebnej kamery. Boli
nastavené dva UV kanaly dsRed (excitaéna vinova dizka 590 nm, emisna vlnova dizka

612 nm) a GFP kanél (excitaéna vinové dizka 488 nm, emisna vinova dizka 509 nm).
Prenos somatickych embryi na MMS médium

Vzniknuté somatické embrya na B50 médiu boli sterilne prelozené na MMS médium,
ktoré indukuje rast korefiov. Zapaskované misky boli umiestnené do fytotronu
s fotoperiodou 16 hodin svetlo/8 hodin tma s teplotou 21°C a vlhkostou vzduchu 70%,
intenzitou osvetlenia 60-80 nE.m™2.s!. Somatické embrya boli kultivované zhruba 2-3

tyzdne dokym nezacali rast’ korene.
Prenos mladych rastlin na 1x MS médium

Mladé rastliny s korefimi boli prelozené z MMS média na MS médium. Zapaskované
misky boli inkubované vo fytotrone s fotoperiddiou 16 hodin svetlo/8 hodin tma

s teplotou 21°C a vlhkostou 70%, intenzitou osvetlenia 60-80 pE.m™2.s.

3.4.5 Fenotypové analyzy

3.4.5.1 Priprava trvalych preparatov embryi a vajicok A. thaliana a M. sativa

Boli odobraté SeSule a piestiky v réznych vyvojovych §tadiach jednotlivych linii. Do
mikroskiimavky boli napipetované 2 ml fixaéného roztoku, do ktorého boli nésledne
pridané SeSule alebo piestiky. Vzorky boli fixované cez noc, v pripade Cerstvého
fixaného roztoku boli vzorky fixované zhruba hodinu dokial’ nedoslo k odfarbeniu. Po
odfarbeni boli vzorky umiestnené na podlozné sklicko do kvapky odfarbovacieho
roztoku. Nasledne boli zo $esul alebo piestikov vypreparované vajicka pomocou ihly
a pinzety na podloznom skli¢ku prostrednictvom steromikroskopu. Po vypreparovani
vajicok bolo podlozné sklicko prikryté krycim sklickom a pripraveny preparat bol
zalakovany. Trvalé preparaty boli mikroskopicky pozorované prostrednictvom DIC
optiky pomocou mikroskopu epifluorescen¢ného mikroskopu (Zeiss) Axio Imager 2. Na
mikroskopické pozorovanie bolo pouzitych niekolko objektivov EC Plan-Neofluar
10x0.30 M27, LD Plan-Neofluar 20x/0.4 Korr M27, EC Plan-Neofluar 40x/0.75 M27,
Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27.
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3.4.5.2 Stvornasobné farbenie piestikov A. thaliana

1. Den

Najprv boli odstrihnuté ru¢ne opelené kvety A. thaliana. Odstrihnuté kvety boli prenesené
na Petriho misku v stereomikroskope. Prostrednictvom pinzety boli vypreparované
piestiky, ktoré boli nasledne prenesené do 1 ml Carnoyovho roztoku. Piestiky boli

odfarbované 12 hodin.
2. Den

Bol pripraveny etanolovy rad (50% EtOH, 40% EtOH, 30% EtOH, 20% EtOH, 10%
EtOH) a napipetovany do dosticky s jamkami. Piestiky boli nasledne umiestnené do sitka
a premyvané v klesajucom etanolom rade, boli premyvané po dobu 10 min. Po premyti
v etanolovom rade boli premyté v dH>O. Nasledne boli piestiky premiestnené do 1 ml

farbiacej zmesi v jamke dosticky a boli inkubované 12 hodin v inkubéatore pri 42°C.
3. Den

Po inkubacii v farbiacom roztoku boli vzorky prenesené do 1 ml odfarbovacieho
a zm#kcovacieho roztoku v jamke doSticky. Vzorky boli inkubované na 24 hodin

v inkubatore pri 42°C.
4. Den

Po inkubacii v odfarbovacom a zmékcovacom roztoku boli vzorky prenesené do 1 ml
Cerstvého odfarbovacieho a zmékcovacieho roztoku. Nasledne boli inkubované na 30 min
pri 58°C. Po inkubéacii boli piestiky premyté v kyseline mlieCnej. Boli pripravené
mikroskopické preparaty. Na podlozné sklicko bolo napipetovanych 50 pl montazneho
média do ktorého boli prenesené piestiky a sklicko bolo prikryté krycim sklickom.
Pripravené  preparaty  boli  mikroskopicky = pozorované  prostrednictvom
monochromatickej aj farebnej kamery. Pre monochromaticku kameru boli nastavené dva
UV kanaly, GFP kanal (excitaéna vlnova dizka 488 nm, emisna vlnova dizka 509), DAPI
(excitaéna vinova dizka 353 nm, emisna vinova dizka 465 nm). Preparaty boli pozorované
prostrednictvom dvoch objektivov EC Plan-Neofluar 10x/0.30 M27, EC Plan-Neofluar
40x/0.75 M27.
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3.4.5.3 Priprava in vivo preparatov embryi A. thaliana genotyp Col-0 exprimujuci
GFP-KTNI a mCherry-TUAS
Boli odobraté Sesule z transgénnych rastlin A. thaliana genotyp Col-0 exprimujucich
GFP-KTNI a mCherry-TUA6. Na podlozné sklicko bola napipetované kvapka tekutého
Y2 MS média. Nasledne boli §eSule umiestnené na podlozné sklicko a oplodnené vajicka
boli vypreparované pomocou pinzety a ihly. Podlozné sklicko bolo nasledne prikryté
krycim sklickom. Pripravené preparaty boli umiestnené do vlhkej komorky. Nasledne
boli mikroskopicky pozorované prostrednictvom mikroskopu epifluorescencného
mikroskopu mikroskopu (Zeiss) Axio Imager.M2 a konfokalneho skenovacieho
laserového mikroskopu (Zeiss) LSM 710 Axio Imager 2. V pripade epifluorescenéného
mikroskopu boli nastavené tri UV kanaly, konkrétne GFP kanal (excitaéna vinova dizka
488 nm, emisna vlnova dizka 509 nm), DsRed kanal (excita¢na vinova dizka 533-558,
emisna vlnova dizka 570-640 nm), DAPI ako kontrolny kanal (excitaéna vinova dizka
353 nm, emisnd vinova dizka 465 nm) a prechadzajuce svetlo, na mikroskopické
pozorovanie boli pouzité objektivy EC-Plan-Neofluar 40x/0.75 M27, Plan-Apochromat
63x/1.40 Oil DIC M27, Plan-Apochromat 100x/1.40 Oil DIC M27. V pripade
konfokalneho skenovacieho laserového mikroskopu boli nastavené rovnaké UV kandly,

ma mikroskopické pozorovanie bol pouzity objektiv Plan-Apochromat 20x/0.8 M27.
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4 VYSLEDKY

4.1 Invivo sledovanie organizacie mikrotubulov v bunkach hypokotylu A. thaliana
Col-0 a ktnl-2 exprimujucich mCherry-TUAS a GFP-FABD2
Bola uskuto¢nena analyza organizacie mikrotubulov buniek hypokotylu linii A. thaliana
Col-0 exprimujucich mCherry-TUAS a GFP-FABD?2 a A. thaliana ktnl-2 exprimujucich
mCherry-TUAS a GFP-FABD2. V pripade buniek hypokotylu A. thaliana Col-0 bolo
viditeI'né usmernené transverzalne usporiadanie mikrotubulov (Obr.5A, B, C, D), bunky
hypokotylu boli predizené na rozdiel od buniek hypokotylu mutantnej linie kenl-2.
Mikrotubuly v bunkach hypokotylu mutantnej linie ktn/-2 boli nahodne usporiadané
(Obr.6, A, B, C, D), pricom mali bunky zagulateny tvar. Prostrednictvom programu
cytospectre bola analyzovana organizacia mikrotubulov oboch linii. Grafy preukazali , ze
v pripade A. thaliana Col-0 bola organizacia mikrotubulov usmernena (Obr.5 D, H, M,
Q). Grafy A. thaliana ktnl-2 vykazovali, ze organizacia mikrotubulov nebola usmernena
a boli usporiadané nahodne, na rozdiel od orientovanej organizacie A. thaliana Col-0,
(Obr.6D, H, M, Q). Grafy organizacie mikrotobululov mutantnej linie kataninu A.
thaliana boli znacne rozptylené v porovnani s grafmi organizacie mikrotubulov A.

thaliana Col-0, ktoré preukazovali usmernent organizaciu pod ur¢itymi uhlami.
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Obrazok 5: Organizacia mikrotubulov v bunkach hypokotylu A. thaliana Col-0
exprimujuce tagRFP-TUA6 a GFP-FABD2; A, E, I, N: Spojeny kanal GFP a RFP;
B, F, K, O: RFP kanal, C, G, L, P: GFP kanal; D, H, M, Q: cytospectre analyza
organizacic mikrotubulov; mierka= 10 um, objektiv 63x10, Spinning-Disc
mikroskop (Zeiss) Axio.Observer.Z1
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Obrazok 6: Organizacia mikrotubulov v bunkach hypokotylu A. thaliana ktnl-2
exprimujuca mCherry-TUAS a GFP-FABD2, A, E, I, N: Spojeny kanal GFP a RFP; B,
F. K, O: RFP kanal, C, G, L, P: GFP kanal; D, H, M, Q: cytospectre analyza organizacie
mikrotubulov; mierka= 20 um, objektiv 40x10, konfokalny skenovaci laserovy
mikroskop (Zeiss) LSM 710 Axio Imager 2

4.2 Tranzientna transformacia listov

V ramci tranzientnej transformacie listov bol uskutoCneny experiment prostrednictvom
niekol'kych kombinacii konstruktov, konkrétne bola vyuzita potencialna interakcia
MPK4 a KTNI1. Interakcia tychto proteinov uz bola testovand metodou YFP-split
s pozitivnym vysledkom (Luptovc€iak, 2017). Pre detailnejSie analyzy tejto potencialne;
interakcie bola vyuzitd metéda bimolekularnej fluorescencénej komplementacie (BICF,
alebo inym nazvom YFP-split), ktora sa bezne vyuziva na overenie interakcie proteinov.
Konkrétne bola vyuzita YFP-split technologia, ked'ze oba proteiny MPK4 a KTN1 boli
fuzované s jednou castou YFP, MPK4 bola fuzovana N-koncom s YFP a KTN1 bola
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fuzovanad s C-koncom YFP. Ked'ze hlavnou funkciou proteinu kataninu je regulacia
organizacie mikrotubulov aich oddelovania tento experiment zahffial taktiez
kolokalizaciu tejto interakcie na mikrotubuloch, ktoré boli znacené prostrednictvom
cerven¢ho fluorescencného proteinu tagRFP. Z infiltrovanych listov boli pripravené
preparaty, ktoré boli nasledne mikroskopované prostrednictvom konfokalneho
skenovacieho laserového mikroskopu (Zeiss) LSM 710 Axio Imager 2, pricom boli
nastavené dva UV kanaly a to GFP kanal, na sledovanie interakcie MPK4 a KTN1, a RFP
kanal na sledovanie fluorescen¢ne znac¢enych mikrotubulov, tomuto kanalu bola nasledne
prostrednictvom programu Zen blue light dand | pseudo color magenta. Interakcia
MPK4 a KTN1 bola vizualizovana vo forme zelenych spotov (Obr. 7B,C; 8B,C; 9B,C).
Akonéhle boli tieto dva proteiny lokalizované priamo na mikrotubuloch, doslo

k prekrytiu oboch signalov, vd’aka ¢omu bol viditel'ny biely signal (Obr. 8C, Obr. 9C).

Obrazok 7: Epidermalne bunky N. benthamiana tranzientne transformované prostrednictvom
Styroch konstruktov 35S::MPK4.:YFPn, 35S::KTN1:YFPc, 35S::tagRFP:TUAG6, P19 (3DAT);
A, E: RFP kanal; B, F: GFP kanal; C, G: spojeny kanal GFP a RFP kanalov; D, H: svetelny
kanal, mierka= 20 um, objektiv 40x10, konfokalny skenovaci laserovy mikroskop (Zeiss) LSM
710 Axio Imager 2
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Obrazok 8: Detailny obrazok s viditelnymi bielymi spotmi na mikrotubuloch (Sipky)
epidermalnej bunky N. benthamiana tranzientne transformovanej prostrednictvom Styroch
konstruktov 35S::MPK4:YFPn, 35S::KTN1:YFPc, 35S::tagRFP:TUA6, P19 (3DAT); A:
RFP kanal; B: GFP kanal, C: spojeny kanal RFP a GFP, objektiv 40x10, konfokalny
skenovaci laserovy mikroskop (Zeiss) LSM 710 Axio Imager 2

Vramci metody tranzientne] transformécie boli zrealizované analyzy
prostrednictvom programu Image] zamerané na analyzu distribucie a relativne]
pocetnosti zelenych a bielych spotov. Bolo uskuto¢nenych 10 merani z vybranych
mikroskopickych obrazkov. V pripade bielych spotov bolo uskuto¢nenych 8 merani,
z dovodu nepritomnosti bielych spotov na vybranych mikroskopickych obrazkoch.
Prvom rade bola analyzovana distribtcia zelenych a bielych spotov v ramci jednotlivych
mikroskopickych merani. Distribucia bielych a zelenych spotov bola vyhodnotena na
zdklade plochy (um?) jednotlivych spotov vramci vybranych analyzovanych
mikroskopickych obrazkov. Je viditeI'na rastiica tendencia pocetnosti zelenych aj bielych

spotov so znizujucou sa velkostou plochy v jednotlivych meraniach (Graf 1). Z tohto

Distribucia spotov podla plochy
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Graf 1: Distribucia zelenych a bielych spotov podl'a plochy
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dovodu bola v dalSom kroku prepocitana relativna velkost plochy. Nasledne bola
analyzovana normalizovand distribucia spotov podla plochy z prepocitanej relativnej
vel'kosti plochy v ramci jednotlivych merani (Graf 2). Po vyneseni zavislosti do grafu,
bola opat viditel'na rastiica tendencia pocetnosti zelenych aj bielych spotov so znizujucou

sa plochou v ramci jednotlivych merani.
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Graf 2: Nommalizovana distribicia zelenych a bielych spotov podla plochy,
vyhodnotenie zavislosti pocetnosti zelenych a bielych spotov na relativnej vel'kosti
plochy

Z tohto dovodu bola nasledne vyhodnotena relativna percentudlna pocetnost
(Graf 3). Na vynesenie zavislosti pre relativnu percentualnu pocetnost’ boli vyuzité
prepocitané relativne velkosti plochy pre kazdy spot, na zdklade relativnej vel'kosti boli
jednotlivé spoty rozdelené do 10 intervalov. Pricom pre kazdy interval bola nasledne
prepocitana percentualna pocetnost’ spotov. Z grafu je viditeI'na rastiica pocetnost pri
stanovenych intervaloch, pricom najnizsia poCetnost’ pre zelené aj biele spoty je viditel'na
pri intervale 9, od ktorého nasledne rastie poCetnost’ pre zelené aj biely spoty, pricom

v pripade oboch je najvyssia pocetnost’ viditeI'na pre interval 1.
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Graf 3: Relativna percentualna pocetnost’ zelenych a bielych spotov, porovnanie
pocetnosti zelenych a bielych spotov v ramci 10 intervalov

4.3 Somaticka embryogenéza linie 35S::tagRFP:TUA6

Metoda nepriamej somatickej embryogenézy bola pdvodne uskutocnené s cielom
nasledne zrealizovat’ stabilnu transforméciu linie M. sativa tagRFP-TUAG6. S ¢asovych
dovodov a taktiez nizkou uspeSnostou bola tato metéoda len odtestovana. Boli
uskuto¢nené dve kold somatickej embryogenézy. Vysterilizované listy boli premiestnené
na B5SH médium, obsahujuce rastlinné hormoény, cytokininy a auxiny, v pomere 1:1,
vd'aka ¢omu dochadza k dediferenciécii buniek a indukecii tvorby kalusov. Po niekol’kych
tyzdioch boli kalusy prenesené na B50, ktoré neobsahuje hormony, ¢im dochadza
k diferenciacii buniek a vzniku somatickych embryi. Somatické embrya prechadzaju
jednotlivymi vyvojovymi Stadiami, globularne, srdcovité, torpédovité. Somatické embrya
boli fotené prostrednictvom Axio ZOOM. V16 mikroskopu (Zeiss), pri¢om boli viditelné
niektoré zvyvojovych faz. Konkrétne torpédovité S§tadium (Obr. 9A, B, C, D)
a kotyledonarne stadium (Obr9 E, F, G, H). Somatické embrya boli fotené
prostrednictvom dvoch UV kanéalov, DSRED a GFP kanalov. DsRED kanal bol vyuzity
na potvrdenie expresie proteinu tagRFP-TUAG, pricom GFP kanal sluzil ako kontrolny
kanal autofluorescencie. Somatickd embrya boli nasledne prenesené na MMS médium,
obsahujuce vysSiu koncentraciu auxinov nad cytokininmi, vdaka ¢omu dochadza
k indukcii rastu koreiiov. Mladé rastliny s korefimi boli prenesené na MS médium.
V ramci 2 kol somatickej embryogenézy bolo pouzitych 40 listov, vo vysledku bolo

ziskanych 10 vitalnych rastlin na stabilnd transformaciu. Uspesnost somatickej
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embrygenézy sa pocita ako pomer pouzitych listov a vitalnych rastlin, Cize findlna

uspesnost’ bola 25%.

Obrazok 9: Somatické embrya linie M. sativa tagRFP-TUAG6, konkrétne st viditelné dve
vyvojové §tadia torpédovite (A, B, C, D) a kotyledonarne (E, F, G, H); A, E: RFP kanal, B.F:
GFP kanal, C,G: spojeny kanal RFP a GFP; D, H: svetelny kanal, objektiv=mierka= 200 pum,
mikroskop Stereo ZOOM.V16

4.4 Fenotypové analyzy
4.4.1 Trvalé preparaty embryi a vajicok divokého typu rastlin A. thaliana a M.
sativa RSY

Trvalé preparaty neoplodnenych vajicok boli pripravované za tcelom pozorovania
umiestnenia vajecnej a centralnej bunky v embryonalnom vaku. Zarovei boli pripravené
trvalé preparaty oplodnenych vajicok za icelom sledovania jednotlivych embryonalnych
Stadii. Tento protokol bol pouzity pri analyze defektov v embryonalnom wvyvoji
mutantnych linii ktnl-2 vd’aka Comu bol preukazany efekt na embryonalny vyvoj rovnako
bol preukazany efekt na organizaciu vajecnej a centralnej bunky v embryonalnom vaku.
V recesivnych mutantnych liniach MPK6 rovnako ako aj v nulovej mutantnej linii mpk4
bola preukazana znizena fertilita. Tento experiment bol povodne uskuto¢neny za ticelom
analyzy embryonalneho vyvoja aumiestnenia vajeCnej acentralnej bunky
v embryonalnom vaku mutantnych linii GFP-SIMK a SIMKKi. Tento protokol bol
testovany na divokom type A. thaliana (Obr. 10), boli pripravené trvalé preparaty
neoplodnenych a oplodnenych vajicok. V pripade neoplodnenych vaji¢ok bolo mozné
pozorovat embryonalny vak, pricom nebola viditeI'na vaje¢na a centralna bunka (Obr.
10A,B,C). V pripade oplodnenych vajicok bolo mozné zachytit’ niekol'’ko embryonalnych
Stadii, konkrétne proembryo (Obr. 10D), globularne stadium (Obr. 10E, F, G), srdcovité

Stadium (Obr. 10H, I, J). Simultanne bol tento protokol testovany na neoplodnenych
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vajickach M. sativa RSY, pricom vo vicSine analyzovanych vajicok nebolo mozné
vizualizovat’ vnutro embryonalneho vaku (Obr. 11A, B, C, D) avo vicSine pripadov
nebolo mozné dostat’ sa na kvalitu preparatov oplodnenych a neoplodnenych vajicok.

Napriek tomu v jednom pripade bolo mozné zachytit vnutro embryonalneho vaku

(Obr.11E, F), pricom pri va¢Som zvéacSeni bolo mozné zachytit bunky vo vnutri

embryonalneho vaku (Obr.11F).

Obrazok 10: Trvalé fixované preparaty necoplodnenych a oplodnenych vaji¢ok
s jednotlivymi embryonalnyi §tadiami A. thaliana Col-0, A, B, C, neoplodnen¢
vajicko s viditeInymi embryonalnym vakom, objektiv 10x10, mierka 500 pm, D:
oplodnené vajicko s proembryom, objektiv 10x10, mierka 500 um, E, F, G:
globulame §tadium embrya, objektiv 40x10, mierka 20 pm, H: srdovité §tadium
embrya, objektiv 20x10, mierka 50 um, I, J: srdcovité Stadium embrya, objektiv
40x10, mierka 20 um, epifluorescecny mikroskop (Zeiss) Axio Imager 2 DIC optika
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SN
Obrazok 11: Trvalé fixované preparaty neoplodnenych vajicok M. sativa RSY, A, C, E: objektiv
20x10, B, D: objektiv 40x10, F: viditeI'n¢ bunky vo vnutri embryonalneho vaku, objektiv 63x10,
epifluorescenény mikroskop (Zeiss) Axio Imager 2 DIC optika

4.4.2 Stvornisobné farbenie piestikov

V pripade fenotypovych analyz bol nésledne otestovany protokol na S§tvornasobné
farbenie piestikov (Alexander et al., 1987) s cielom vizualizovat pohyb pelovych
vrecusok v opelenych piestikoch, pricom v pripade uspeSného sfarbenia by bolo mozné
porovnavat mutantné linie A. thaliana ktnl-2 v porovnani s divokym typom. Na
Stvornasobné farbenie boli pouzité Styri rozne farbiva a to malachitova zelen, anilinova
modré, kysly fuchsin a oranz G. Malachitova zelena zafarbuje celulozu, ktora je zlozkou
bunkovych stien rastlinnych buniek. Kysly fuchsin zafarbuje cytoplazmu a jadro.
Anilinova modra zafarbuje kal6zu v bunkovych stenach rastlinnych buniek a rovnako aj
jadro. Oranz G zafarbuje celulézu v bunkovych stenach a jadro. Anilinova modra spolu
s malachitovou zelenou farbia pelové zrna, pelové vrecuska a pletivo ¢nelky piestiku.
Zafarbené piestiky boli fotené prostrednictvom mikroskopu Zeiss Axio Imager. M2 (Obr.
12). Diferencialne farbenie piestikov nebolo uspesné, piestiky boli zafarbené prevazne
kyslim fuchsinom a neboli viditeIné Specificky zafarbené pelové vrecuska vo vnutri

piestiku. Pelové zrna na stigme boli viditené a boli tmavsie zafarbené do fialova (Obr.

45



12H). Zafarbené piestiky boli taktiez pozorované prostrednictvom fluorescencnych
kanalov. Prostrednictvom DAPI kanalu mal viditelny modry signal xylému v stigme
a taktiez pozdiz celého piestiku. Protokol (Alexander et al., 1987) bol modifikovany,
pri¢om bolo pripravené druhé zmékcovacie a odfarbovacie médium bez pridania chloral
hydratu, ked’ze vzorky boli po inkubacii v pévodnom zmiakcovacom a odfarbovacom
médiu vyrazne odfarbené od vacsiny pouzitych farbiv okrem fuchsinu. V pripade vzoriek
ktoré boli inkubované v novom zméikcovacom a odfarbovacom médiu, bola vidite'na
menS$ia zmena, vajicka vo vnutri piestiku a pelové zrna na stigme boli zafarbené
vyraznejSie do fialova. Napriek tomu odstranenim chloral hydratu zo zméak&ovacieho
a odfarbovacieho média nebolo mozné vizualizovat’ zafarbené pel' ové vrecuska vo vnutri

piestiku.

Obrazok 12: Piestiky zafarbené prostrednictvom metddy Stvornasobného farbenia; H: Sipky
poukazuji na fialovo zafarbené pel'ové zrna na povrchu stigmy; A, E, I: GFP kanal; B, F, J: DAPI
kanal; C, G, K:spojeny kanal GFP a DAPI; D, H, L: farebna kamera, A, I: : objektiv 40x10, E:
objektiv 10x10, epifluorescencény mikroskop (Zeiss) Axio.Imager.M2

4.4.3 Invivo mikroskopické pozorovanie embryi A. thaliana v Col-0 exprimujucich
GFP-KTN1 a mCherry-TUAS

V ramci fenotypovych analyz bolo zrealizované in vivo pozorovanie embryi linie A.

thaliana Col-0 exprimujuca GFP-KTN1 a mCherry-TUAS. Cielom tohto experimentu

bolo analyzovat usporiadanie mikrotubulov v jednotlivych embryonalnych S§tadiach

a porovnat zaznamenané vysledky s mutantnymi liniami kataninu, ktoré taktiez

exprimuju fluorescencne znacené cytoskeleterlny marker. Ked'ze bol preukazany vplyv
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kataninu na embryogenézu a defekty v embryonalnom §tadiu (Luptovciak et al., 2017b),
bolo by mozné v mutantnych liniach kataninu so zna¢enymi mikrotubulmi sledovat ich
organizaciu v deliacich sa bunkach embrya a tym sledovat’ vplyv neexprimujiceho sa
kataninu na vyvoj embrya. Pripravené preparaty boli pozorované najprv prostrednictvom
mikroskopu Zeiss Axio Imager.M2, prostrednictvom programu Zen blue light, boli
nastavené fluorescencné kanaly, konkrétne GFP kanal, DsRed kanal, DAPI ako kontrolny
kanal a prechadzajuce svetlo. Prostrednictvom epifluorescencného mikroskopu Zeiss
Axio Imager.M2 boli v ramci kotyledonarneho Stadia zaznamené zony s fluorescencnym
signalom ato konkrétne vo vrcholovom apikdlnom meristéme (Obr. 13A, F, K) avo
vyvijajucom sa hypokotyle (Obr. 14A, F, K). Napriek pouzitiu olejového objektivu
nebolo mozné rozoznat Struktiru mikrotubulov (Obr. 14F, L), preto bol na d'alie
pozorovanie pouzity konfokalny skenovaci laserovy mikroskop (Zeiss) LSM 710 Axio
Imager 2. Embrya v kotyledonarnom $tadiu boli pozorované pri menS§om zvéacSeni a opat
boli viditeI'né zony vo vrcholovom apikalnom meristéme so silnejsim signalom a taktiez
vo vyvijajicom sa hypokotyle, preto boli nasledne dané zony pozorované pri va¢Som

zvacSeni a pricom bolo mozné sa dostat na Uroven buniek a zachytit' Struktiru

mikrotubulov buniek vyvij ajuceho sa hypokotylu (Obr. 15).

Obrazok 13: in vivo preparaty embryi v kotyledonarnom §tadiu A. thaliana Col-0
exprimujucich GFP-KTN1 a mCherry-TUAS, viditeIné vyrazné fluorescencné zony v RFP
kanale vo vrcholovom apikalnom meristéme a vo vyvyjajucom sa hypokotyle, A,F, K: RFP
kanal, B, C, G: GFP kanal, C, H, M: DAPI kanal, D, I, N: spojeny kanal, E, J, O: prechadzajuce
svetlo, objektiv 40x10, mierka=20 pm, epifluorescenény mikroskop Zeiss Axio Imager.M2



Obrazok 14: in vivo preparaty embryi v kotyledonarnom Stadiu A. thaliana Col-0
exprimujucich GFP-KTN1 a mCherry-TUAS, viditeI'né vyrazné fluorescenéné zoény v RFP
kanale vo vyvijajucom sa hypokotyle, A, F, L: RFP kanal, B, G, M: GFP kanal, C, H, N:
DAPI kanal, D, I, O: spojeny kanal, E, K, P: prechadzajuce svetlo, A: objektiv 40x10, mierka
20 pum, F: objektiv 63x10, mierka 20 um, L: objektiv 100x10, mierka 10 pum, mikroskop Zeiss

Axio Imager.M2
B
D

Obrazok 15: Detailny obrazok bunieck vyvijajiceho sa hypokotylu embrya A.
thaliana Col-0 exprimujucich GFP-KTN1 a mCherry-TUAS v kotyledonarnom
stadiu s viditelnymi fluorescenéne znacenymi mikrotubulmi (Sipky), objektiv
20x10, mikroskop LSM 710 Axio Imager 2
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S DISKUSIA

V ramci praktickej Casti bolo zrealizovanych niekol'ko experimentov. V prvom rade bola
analyzovana organizacia mikrotubulov dvoch linii A. thaliana a to konkrétne linie Col-0
exprimujucej mCherry-TUAS a GFP-FABD2 a mutantnej linie ktnl-2, ktora taktiez
exprimuje mCherry-TUAS a GFP-FABD?2. Organizacia mikrotubulov bola pozorovana
v bunkach hypokotylu semenacikov, nasledne boli mikroskopické fotky analyzované
prostrednictvom programu Cytospectre. V mutantnej linii knt/-2 nie je exprimovany
katanin, ¢o zapri€ifluje ndhodna organizaciu mikrotubulov v bunkéach, vd’aka ¢omu
dochadza k isotropickému rastu a tym k defektom pri elongacii buniek. Co bolo viditelné
na bunkach hypokotylu, ked’Zze narozdiel od buniek A. thaliana Col-0, ktoré mali
predizeny tvar, bunky mutantnej linie kataninu mali zagulateny tvar. V mutantnej linii
kitnl-2 boli taktiez zaznamenané zviazky mikrotubulov. Tieto vysledky odpovedaju
vysledkom zaznamenanych v §tadii (Komis et al., 2017). Tento experiment bol
uskutoéneny za ucCelom otestovania protokolu a naslednych analyz pre dalsi zo

zrealizovanych experimentov a to konkrétne tranzientnej transformacie N. benthamiana.

V ramci experimentu tranzientnej transformacie N. benthamiana bola sledovana
interakcia dvoch proteinov a to KTN1 a MPK4, ktoré boli fuzované jednym z koncov
s fluorescenénym proteinom YFP. Okrem otestovania interakcie danych proteinov, bola
vizualizovana aj ich kolokalizacia na fluorescen¢ne znaenych mikrotubuloch. V pripade
expresie konStruktu 35S::tagRFP:TUAG6 bola zaznamenana znizeny signal rovnako ako
aj artefakty v bunkach vo forme spotov, ¢o mohlo byt na jednu stranu zapriCinené
nadregulovanou aktivitou funkcie kataninu. Konstrukt 35S:tagRFP:TUAG6 bol otestovany
pred samotnym hlavnym experimentom, mikroskopické pozorovanie infiltrovanych
listov bolo zrealizované prostrednictvom epifluorescencného mikroskopu (Zeiss) Axio
Imager M2, priCom neboli zaznamenané spominané artefakty. Na druhu stranu na
tranzientni transformaciu boli pouzité rastliny N. benthamiana, ktoré boli staré 7
tyzdiiov, ¢o mohlo sposobit’ znizenu efektivitu infikovania rastlin prostrednictvom A.
tumefaciens, ked'ze starSie rastliny maji vyvinuté lepSie obranné mechanizmy.
Kazdopadne napriek znizenej expresii konstruktu 35S:tagRFP:TUA6 bolo mozné
zaznamenat kolokalizaciu interagujucich proteinov MPK4 a KTN1 na mikrotubuloch.
V ramci tohto experimentu bola vyvinutd metdéda na vyhodnotenie poctu zelenych
a bielych spotov prostrednictvom programu ImageJ. Bolo uskutocnenych niekol'ko

analyz, konkrétne bola vyhodnotena distribucia pocetnosti zelenych a bielych spotov
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podla velkosti nameranej plochy jednotlivych spotov, nasledne bola prepocitana
relativna velkost' plochy. Z oboch grafov bola viditeIna rastica tendencia pocetnosti
plochy so znizujucou sa velkostou plochy jednotlivych spotov. Nasledne bola
analyzovana percentualna pocetnost zelenych a bielych spotov v ramci 10 intervalov.

Najvyssia namerana pocetnost’ pre oba spoty bola zaznamenana pri intervale 1.

V ramci praktickej Casti bakalarskej prace bola taktiez uskutoCnena metoda
nepriamej somatickej embryogenézy, tato metdda bola rozpracovana s cielom nasledne;j
stabilnej transformacie. Z ¢asovych dovodov rovnako ako aj nizkej uspesnosti nebola
zrealizovana stabilna transformacia linie M. sativa 35S::tagRFP:TUA6. Nizka Gspe§nost’
bola na jednu stranu spdsobend kontaminaciami explantatov. V druhom kole somaticke;j
embryogenézy bola doba sterilizacie predizena z dovodu pouzitia star§ieho rastlinného
materialu. PrediZena doba sterilizacie listov mohla spdsobit usmrtenie buniek, vd'aka
c¢omu z explantatov umiestnenych na BSH médium nevznikli kalusy, ¢o vo vysledku

sposobilo znizenu uspesnost’ metoddy nepriamej somatickej embryogenézy.

V pripade fenotypovych analyz bolo otestovanych niekol'ko protokolov
zameranych primarne na vyvojové §tadia embryi. Najprv bol overeny protokol na
pripravu trvalych a fixovanych preparatov oplodnenych vaji¢ok s roznymi vyvojovymi
Stadiami. Povodne bol tento protokol vyuzity na oplodnené aj neoplodnené vajicka A.
thaliana. V tejto §tadii boli analyzované jednotlivé vyvojové §tadia embryi rovnako ako
aj umiestnenie vajecnej a centralnej buky v embryonalnom vaku mutantnej linie kataninu
v porovnani s divokym typom A. thaliana. PriCom boli zaznamenané defekty a aberantny
vyvoj embryi, naviac boli zaznamenané abnormality pri umiestneni centralnej a vajcovej
bunky (Luptovciak et al., 2017b). Tento protokol bol simultanne testovany na vajickach
A. thaliana Col-0 a M. sativa RSY. Ciel'om tejto fenotypovej analyzy bolo po uspeSnom
otestovani protokolu na piestikoch M. sativa RSY anasledne sa presunut’ na analyzu
dvoch mutantnych linii a to GFP-SIMK a SIMKi (Hrbackova et al., 2021). V pripade
tychto dvoch linii mal by analyzovany efekt nadexpresie SIMK aumlcane; SIMK a
mal byt sledovany vplyv na vyvojové §tadia embryi. Tento protokol nebo uspesne
aplikovatel'ny na vajicka M. sativa. Ked'ze oproti vajickam A. thalania su vacsie, vo
vacsine pripadov nebolo mozné zachytit' vnutro embryonalneho vaku a vyvijajice sa

embrya.
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V ramci fenotypovych analyz bol taktiez testovany protokol na Stvornasobné
farbenie (Alexander et al., 1987). Tento protokol bol testovany na vizualizaciu pohybu
pelovych vreciSok vo wvnutri piestiku prostrednictvom diferencialneho farbenia
opelenych piestikov A. thaliana Col-0. Napriek tomu ze boli uskutocnené dve opakovania
protokolu, pricom nebolo mozné vizualizovat pohyb pelovych vrecuSok vo vnutri
piestiku. Pri prvom opakovani bolo postupované podl'a publikovaného protokolu, pricom
piestiky boli vyrazne zafarbené len kysly fuchsinom do ruzova, ¢o mohlo byt spdsobené
pridavok chloral hydratu do zmékcovacieho a odfarbovacieho média. Z tohto dévodu bol
protokol nasledne modifikovany (Hebbar et al., 2021), bolo pripravené nové
zmékcovacie a odfarbovacie médium, do ktorého nebol pridany chloral hydrat. Vo
vysledku boli piestiky sfarbené viac do tmavsej rizovej, pelové zra boli sfarbené do
fialovej. Napriek modifikovaniu protokolu diferencialne farbenie nebolo uspesné

a nebolo mozné vizualizovat zafarbené pel'ové vrecuska vo vnutri piestiku.

V poslednej Casti fenotypovych analyz bolo skti§ané in vivo pozorovanie vyvojovych
Stadii embryi A. thaliana Col-0 exprimujucej GFP-KTNI1 a mCherry-TUAS. Tento
experiment bol zrealizovany za ucCelom sledovania organizacie mikrotubulov
v jednotlivych embryonalnych S§tadiach. Ked'ze bol preukdzany vplyv kataninu na
embryogenézu okrem divokého typu boli vysadené aj mutantné linie kataninu ktnl-2
exprimujuce fluorescencne znacene cytoskeletarne markre, vd’aka comu by bolo mozné
porovnat’ organizaciu mikrotubulov v tychto dvoch liniach a sledovat’ tak vplyv
nepritomnosti kataninu na orientaciu bunkového delenia veduc tak k defektom
v pociatocnych fazach vyvoja embryi. Preparaty embryi A. thaliana Col-0 boli najprv
pozorované prostrednictvom epifluorescenéného mikroskopu (Zeiss) Axio Imager. M2,
nebolo mozné zachytit’ Struktiru mikrotubulov v bunkach, preto boli nasledne preparaty
fotené prostrednictvom konfokalneho skenovacieho laserového mikroskopu, ktorym bolo
mozné vizualizovat mikrotubuly vo vnutri buniek embrya v kotyledonarnom §tadiu.
Z casovych dovodov nebolo mozné pokracovat’ na experimente a sledovat’ organizaciu

mikrotubulov v jednotlivych vyvojovych stadiach embryi.
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6 ZAVER

V ramci teoretickej Casti bola vypracovana reSer§ zamerand na protein katanin
a mitogénom aktivované protein kinazy. V ramci reSerSe bola spisana zakladna
charakteristika cytoskeletu so zameranim na mikrotubuly, ich stavbu a funkcie v ramci
bunky. Dalej bol popisany protein katanin, jeho celularne funkcie, jeho vyznam pri
organizacii mikrotubulov, organizacii preprofazového pasu a delenia buniek, rovnako
ako aj jeho vyznam pri vyvojovych procesoch. V ramci Casti zameranej na mitogénom
aktivované protein kinazy, bola spisana ich zakladna charakteristika, vyznam pri

signalizacii na abiotické a biotické stresové faktory.

V experimentalnej Casti bakalarskej prace bolo uskutocnenych niekol'ko
experimentov a testovanie niekolkych protokolov. V prvom rade bola uskutocnena
analyza organizacie mikrotubulov buniek hypokotylu semenacikov dvoch linii A.
thaliana ato Col-0 v porovnani s mutantnou liniou ktn/-2, analyza organizacie
mikrotublov bola zrealizované prostrednictvom programu Cytospectre. Tento experiment

bol uskutocneny s cielom otestovania prace s danym programu a vyhodnotenia analyz.

V ramci praktickej Casti bola taktiez zrealizovana tranzientna transformacia listov
N. benthamiana, pricom bola testovana interakcia proteinov MPK4 a KTN1. Nasledne
boli uskutocnené analyzy zamerané na vyhodnotenie percentualnej poc€etnosti zelenych

a bielych spotov a distribucie zelenych a bielych spotov.

Vramci fenotypovych analyz bolo uskutocnenych niekol'ko experimentov.
Najprv bol testovany protokol na pripravu fixovanych a odfarbenych embryi na M. sativa,
ktory bol uspesne aplikovany na embrya A. thaliana. Nasledne bol testovany protokol
Stvornasobného farbenia na vizualizaciu pohybu pelovych vrecusok v piestikoch A.
thaliana s cielom sledovat’ rozdiely medzi divokym typom a mutantnou liniou kataninu
A. thaliana. V poslednej Casti fenotypovych analyz boli pripravené in vivo preparaty
embryi s cielom vizualizovat' organizaciu mikrotubulov v liniach A. thaliana Col-0
exprimujucimi GFP-KTN1 a mCherry-TUAS, po uspesnej vizualizacii Struktiry
mikrotubulov, bolo v plane pokraCovat na mutantnych liniach ktnl-2 a porovnavat

organizaciu mikrotubulov v divokom type a mutantnej linii.
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