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Ciele prace

Teoreticka ¢ast’:

V ramci teoretickej Casti bude vypracovana reserS zamerana na problematiku:

1.

Proces kvitnutia v Arabidopsis thaliana a jeho regulacie skrz MAPK, ROS,

hormony.

Alternativneho zostrihu a jeho funkcii vo vyvoji/v kvitnuti rastlin Arabidopsis
thaliana

Prakticka ¢ast’:

Prakticka cast’ diplomovej prace bude zamerana na:

1.

Priprava a molekularne klonovanie konstruktu génu MPK13 pod kontrolou
réznych typov promoétorov (nativny a konstitutivny promotor pre ubikvitin

z A. thaliana)
RT-PCR analyzy mpk13 linii zamerané na detekciu zostrihovych variant.

Fenotypové analyzy Arabidopsis thaliana zamerané na znaky odzrkadl'ujtce
predbezné vysledky in silico analyz (trichémov, dizky hypokotylu, dizky
kvitnutia).

Screening a sekvenacia pripravenych CRISPR KO mutantnych linii pre
gén MMKS v diplomovej praci Zelinkova, 2024. Nasledné vyhodnotenie
sekvenacii a rozsirenie vypracovanych in silico analyz v bakalarskej praci so
zameranim na 4 rdzne sekvencie génu MMK3 dostupné v databaze
AlfalfaToolBox, pripadné rozsirenie 3D proteinovych modelov. ZmnoZenie

identifikovanych mutantnych rastlin



1 Uvod

Préca sa venuje Stadiu mitogen aktivovanych protein kinaz (MAPKs), konkrétne kindze
prvého radu v Arabidopsis thaliana oznacovanej ako AtMPK13 a jej ortolognej kinaze
v Lucerne siatej MSMMKaS.

MAPK predstavuju vel'mi pocetnt skupinu proteinov, ktoré su zodpovedné za prenos
signalu a tvorbu odpovedi v reakcii na stres a okolit¢ podmienky. Nakol'ko sa rastliny
zarad’uji medzi sesilné organizmy, tento spdsob prenosu signalizacie je v ich pripade
vel'mi sofistikovany a komplexny. MAP kinazova kaskada je zodpovedna za prenos
signalu a nasledne MAPK prvého radu signal postva d’alej na efektorové proteiny, ktoré
su samotnymi vykonavatel'mi odpovede. Takto su rastliny schopné efektivne reagovat’ na
Sirok Skalu podnetov od abiotického stresu ako je napriklad stres zo sucha, chladu, tepla

aZ po bioticky spdsobeny inymi organizmami (Rodriguez et al., 2010).

Studovana kinaza prvého radu MPK13 je na zaklade stéasnej literatary zapojena do
tvorby bo¢nych korenov (Zeng et al., 2011b), expresia génu nastava aj v pocas mitozy
(Menges et al., 2008) a nadexpresia génu bola taktiez detegovana v trojitych mutantnych
liniach pre katalazu catl/2/3 (Su et al., 2018). Jej tloha v kvitnuti v A. thaliana nebola
doposial’ popisana. Sucasna literatira uvadza spojenie tohto génu s procesom kvitnutia
iba v pripade rastliny zdruhu chryzantém Chrysanthemum morifolium Ramat
(Liu et al., 2023).

Na druhej strane gén MMKS3 predstavuje kinazu zapojenu do reakcie na oxidativny
stres, K jej aktivacii dochadza aj vplyvom etylénu a v pritomnosti patogénu (Cardinale et
al., 2000; Nakagami et al., 2004). Jej aktivita bola taktiez zaznamenana v bunkovom

cykle, konkrétne po tvorbe fragmoplastu (Bogre et al., 1999).

Praca sa taktieZ zoberala validaciou potencidlnej CRISPR KO mutantnej linie tohto
génu v Lucerne siatej za Ucelom pripravy materidlu pre mozné fenotypové analyzy
vyuzivajice divoky typ RSY, nadexpresnu liniu pripravent a validovani pocas
bakalarskej prace (AtUBQ10::YFP:gMMK3) a prave potencialnu KO liniu. Pripadné
fenotypové analyzy by v tomto pripade mohli poukazat’ na rolu génu v Lucerne siatej, vo
vyznamnej krmovine bohatej na biomasu obsahujucu proteiny, Co prispieva k jej

ekonomickému potencialu.



2 Sucasny stav rieSenej problematiky

2.1 Kvitnutie

Prechod ku kvitnutiu je proces, pocas ktorého rastlina prechadza z vegetativnej fazy do
generativnej. Vegetativna faza zacina klicenim semena a pokracuje tvorbou
vegetativnych organov ako su koren, stonka a listy. V tejto faze dochadza k tvorbe
primordii zo stonkového apikalneho meristému (SAM, z angl. ,,shoot apical meristem®).
Prechod ku kvitnutiu sa vyznatuje zmenou SAM na ,inflorescence
meristém‘“/kvetenstvovy meristém (IM). Tento meristém je vSak iba medzistupfiom na
ceste veducej k tvorbe kvetnych meristémov (FM). IM sa vyvinie v FM a tie nasledne
davaji zdklad kvetnym organom. Nesleduje tak generativna faza zabezpecujuca
produkciu pohlavnych buniek a d’alSej generacie. Pocas prechodu stonkovy meristém
meni identitu a stava sa z neho meristém reprodukény tvoriaci kvetné primordid. Prechod
ku kvitnutiu je tak vyvojova hranica medzi vegetativnou a generativnou fazou rastliny,
¢ize moment, ked’ sa SAM reprogramuje na kvetny meristém. Jednd sa o ireverzibilni

zmenu, ktora podlieha prisnej regulacii z dovodu zabezpecenia nasledujucej generacie
(Quiroz et al., 2021).

Regulacia tohto procesu spociva v zlozitej sieti roznych regulatorov a podnetov, ktoré
st medzi sebou poprepajané a vytvarajui tak komplexnu siet’. Ddlezité su nielen genetické,
ale aj epigenetické a environmentalne faktory. Komplexna siet’ pozostava z ré6znych drah
reagujucich na endogénne a environmentéalne podnety, ktoré vSak ustia k najhlavnejSim
komponentom a integratorom regulujucich/podnecujicich prechod ku kvitnutiu ako su
SOC1, FT a AGL24. Tie maju nasledne za tlohu regulaciu d’alsich génov ako AP1, LFY
(2.3.6), SEP3 a ,,FRUITFUL* (FUL), ktor¢ ireverzibilne podporuji prechod ku tvorbe
kvetného meristému. Medzi dolezité exogénne faktory patri fotoperidda, vernalizécia,
teplota ale aj kvalita a intenzita osvetlenia. Na druhej strane medzi faktory endogénne sa
zarad’uju hladiny hormoénov a dostupnych cukrov ¢i vek alebo cirkadianny rytmus. Medzi
hlavné drahy , ktoré reguluji kvitnutie radime drahy riadené fotoperiodou, vernalizaciou,
teplotou okolia, giberelovou kyselinou, autonomne drahy a drahy zavislé od veku rastliny

(Blimel et al., 2015; Fornara et al., 2010).



2.2 MsMMK3 a AtMPK13

Protein MMK3 radime do kategoérie mitogen-aktivovanych protein kinaz prvého radu o
velkosti 44 kDa. ZvySena expresia tohto génu bola detegovand po vystaveni rastlin
elicitoru pochadzajiceho z bunkovych stien kvasiniek (Cardinale et al., 2000) a najvyssia
abundancia bola zaznamenana v aktivnych meristémoch Lucerny siatej (Bogre et al.,
1999). MMK3 sa podiel’a na odpovedi rastliny na pritomnost’ patogénu, no zaroven je
zapojena aj do tvorby odpovedi na oxidativny stres (Nakagami et al., 2004) a stres z
tazkych kovov (Jonak et al., 2004).

MMK3 bola lokalizovana v deliacich sa bunkach koreiiovej Spicky, priCom pritomnost’
proteinu bola detegovand pocas vSetkych faz mitézy. Kindzova aktivita bola vSak
zaznamenana az po metafaze pocas tvorby fragmoplastu. Inhibicia depolymerizovanymi
mikrotubulmi pocas anafazy a telofazy naznacuje potrebu intaktnych mikrotubulov pre
spravnu aktivaciu. MMK3 sa podiel’a na regulécii rastlinnej mitotickej cytokinézy (Bogre
et al., 1999) no stcasne je MMK3 aktivovana aj v odpovedi na patogénny elicitor, ¢o
mdze naznacovat’ prepojenie medzi stavbou a fortifikdciou bunkovych stien ako odpoved’

na pritomnost’ patogénu (Cardinale et al., 2000).

MAPK oznacovana ako MPKI13 je kindza obsahujiica fosforylaény TEY motiv,
patriaca do skupiny B, ktora zahfiia kinazy zapojené do reakcii na okolité podmienky, ale
aj do bunkového delenia.(Ichimura, 2002) K jej aktivacii dochadza prostrednictvom
nadradenej MAPKK MKKG6 (Melikant et al., 2004). MPK13 predstavuje protein o
velkosti 42 kDa. Gén kodujuci tento protein obsahuje alternativny zostrih, ktory vedie k
tvorbe troch foriem proteinu. Okrem plnej dizky vznikaji dve skratené formy
ponechanim Stvrtého alebo piateho intronu, ¢o vedie k predcasnej tvorbe STOP kodonu
a naruseniu C-konca proteinu. Tieto formy maju porusené¢ CD domény potrebné pre
interakcie s MAPKK, fosfatdzami a substratmi, pricom ponechanie Stvrtého intrénu
nartsa aj kinazova doménu (Lin et al., 2010). Kratky variant vykazoval niz§iu mieru
interakcie s MKK6 a absentovala jeho fosforylacia aj autofosforylacia, avSak jeho
pritomnost’ zaroven viedla k zvysenej aktivacii dlhej formy skrz MKK6 (Lin et al., 2010;
Zeng, 2010).

Expresia MPK13 bola detegovana v korefioch, kvetoch a pupenoch, pricom aktivita
promotora bola pozorovana najmé v koreniovej Spicke a v miestach emergencie bo¢nych

korenov (Zeng, et al., 2011b). MPK13 moze byt zapojena aj do modulacie
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mikrotubularneho cytoskeletu, pricom ortology MPK 13 v rastlinnych druhoch su spajané
s cytokinézou, tvorbou fragmoplastu ¢i gamét. (Bogre et al., 1999; Calderini et al., 1998).
Ortolog SCMPK13 je sucastou kaskady zapojenej do vyvoja samcieho a samiciecho
gametofytu a je koexprimovany s nadradenymi kindzami v pupeiioch a reprodukcénych

pletivach (Daigle et al., 2019).

Okrem vyvojovych procesov sa MPK13 podiel'a aj na odpovediach na okolité
podmienky. Fosforylacia MPK 13 bola zaznamenana po oSetreni flg22 spolu s MPK11 a
MPK4 (Bethke et al., 2012; Nitta et al., 2014). Nad-regulacia MPK 13 bola zaznamenana
aj pri kultivacii semenacikov pri 28 °C spolu s MPK4 a MPK7 (Verma et al., 2023) a
podl'a doposial’ nepublikovanych vysledkov dochadza k aktivacii MPK13 aj skrz etylén
(Ouaked et al., 2003). Gén MPK13 spolu s MPK11 boli nad-regulované aj v trojitom
katalazovom mutantovi catl/2/3 so zvySenou expresiou OXI1 (z angl. ,,oxidative-signal
inducible 1°) (Su et al., 2018). V podmienkach rézneho obsahu fosforu mutantné linie
mpk13 vykazovali v zvySenej koncentracii fosforu znizeny rast primarneho korena a
zaroven oneskorené kvitnutie v podmienkach zvySenej aj zniZzenej koncentracie fosforu
(Liu et al., 2023). MPK13 spolu s MPK11 zaroven vykazovali silnu mieru interakcie s
MYB?75 v kvasinkovom dvojhybridnom systéme (Kreynes et al., 2020).

2.3 Genetické modulatory kvitnutia
23.1FLC

Za hlavny represor kvitnutia je mozné oznacit FLOWERING LOCUS C (FLC). Tento
gén koduje MADS-box transkripény faktor a priamo v SAM inhibuje FLOWERING
LOCUS T (FT) a SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1),
¢im je zaistend prevencia pred€asného kvitnutia. Inhibicia je zaistend skrz interakciu FLC
ako transkripéného faktoru s oblastou v promoétore génu SOCI a s oblastou prvého

intronu génu FT, ktoré boli potvrdené metédou imunoprecipitdcie chromatinu.
(Helliwell et al., 2006).

Jeho aktivita je regulovana prevazne pomocou troch systémov. Medzi jeho hlavné
regulatory patri komplex zalozeny na proteine FRIGIDA (FRI). Tento komplex je tvoreny
proteinom FRI, ktory funguje ako kostrovy protein aspolu s FLC-Specifickymi
regulatormi FRL1 (FRIGIDA-LIKE 1), FES1 (FRI ESSENTIAL 1), SUF4
(SUPPRESSOR OF FRIGIDA 4), FLX (FLC EXPRESSOR) aFLX4 (FLC



EXPRESSOR 4) vytvaraju komplex zvany FRI-C. Jedna sa o komplex aktivujici
transkripciu, ktory spolupracuje S modifikatormi histonov, ¢im udrzuje chromatin v
oblasti génu FLC v aktivnom stave a zabezpecuje tak jeho transkripciu. Vazobna aktivita
komplexu FRI-C je modulovana skrz defosforylaciu FLX4 fosfatazou CPL3 (CTD
PHOSPHATASE-LIKE 3). Defosforylacia FLX4 umoziuje vizbu komplexu FRI-C ¢im
sa zvys$i miera transkripcie FLC a oddiali sa tak prechod ku kvitnutiu (Shen et al., 2022).

Zvysenu expresia génu FLC vplyvom komplexu FRI-C je mozné potlacit’ obdobim
vernalizacie. Proces expozicie chladu spusta expresiu génu VERNALIZATION
INSENSITIVE 3 (VIN3), ktory rekrutuje POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX
(PRC2) k FLC génu. PRC2 komplex svojou methyltransferazovou aktivitou obohacuje
oblast’ FLC génu o represivne chromatinové znac¢ky (H3K27me3) a tak suprimuje jeho
expresiu (obr. 1). V pripade predizeného obdobia chladu dochadza k fosforylacii
podjednotky s methyltransferazovou aktivitou skrz kazein kinazu CK2, ¢o prinasa
stabilizaciu a d’al$ie Sirenie trimethylacii v oblasti FLC génu. Pre udrZiavanie
epigenetickych znaciek a znizenej expresie FLC je potrebny VNTRS5 (Variable Number
of Tandem Repeats 5), ktory stabilizuje represivny stav, vznika epigeneticka pamat’
a rastlina moze zacat’ proces prechodu ku kvitnutiu (Zeng et al., 2025; Zografos a Sung,
2012).

Okrem génu FRI a vernalizdcie méze byt gén FLC regulovany aj skrz autonémne
drahy, ktoré potlacaji jeho expresiu. Funguji antagonisticky k FRI-C komplexu
a paralelne s vernalizaciou. Nereaguju na ziadny konkrétny podnet. Jedna sa skor o typ
drahy, ktory koreluje s vekom rastliny. Su potrebné na zabezpeCenie prechodu ku
kvitnutiu aj v pripade, ze nenastani optimalne podmienky. Drahy vnimaja vek rastliny,
postupne narasta miera uml¢ania FLC a v ur¢itom bode st schopné spustit’ prechod ku
kvitnutiu aj bez vyraznejSich stimulov. Uml¢anie FLC je moZné hlavne pomocou dvoch
mechanizmov. Deje sa tak skrz epigenetické modifikacie ako st deacetylacie pre
vybudovanie neaktivneho chromatinu v oblasti génu FLC a procesovanie RNA zalozené

hlavne na interferencii  RNA slokusom FLC (Kyung et al., 2022).
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Obr. 1: Detailny popis regulacie génu FLC. Oranzova farba zna¢i epigeneticki regulaciu.
Upravené podl'a (Shen et al., 2022; Zeng et al., 2025). Vytvorené v biorender.com

Oddialenie prechodu ku kvitnutiu skrz FLC je sposobené aj kyselinou abscisovou, na
ktora reaguje ABI5S (ABA-Insensitive 5), ktory nasledne aktivuje FLC, o vyusti do
oddialenia procesu (Wang et al., 2013). ABIS zaroven interaguje s FCS-LIKE ZINC
FINGER PROTEIN 13 (FLZ13) za G¢elom zvySenia expresie FLC. Okrem interakcie
FLZ13 s ABIS taktieZ nastava interakcia s FLC, ktora vyusti do vy$Sej miery inhibicie
FT a SOC1 (Li et al., 2024).

Okrem ABIS je regulatorom kvitnutia skrz FLC aj ABI4 a ABI2. V pripade ABI4 sa
taktieZ jedna o negativnu regulaciu. Patri do skupiny transkripénych faktorov s AP2/ERF
doménou a zvysuje tak expresiu FLC (Shu et al., 2016). Na druhej strane ABI2 prechod
ku kvitnutiu podporuje a to skrz inhibiciu expresie FLC zapri¢inenej skrz ABIS (Ali et
al., 2024).

2.3.2 ABI5

Uz spominany ABIS je protein zaradovany medzi BASIC LEUCINE ZIPPER (bZip)
transkripéné faktory. K jeho expresii dochddza vplyvom kyseliny abscisovej a na
transkripcnej trovni zvysuje mieru expresie FLC, ¢im sa podiel’a na oddialeni procesu
kvitnutia. Okrem toho je taktiez aktivny v semenach kde reguluje ich dormanciu

a inhibuje kli¢enie v nepriaznivych podmienkach (Collin et al., 2021; Wang et al., 2013).

Pri regulécii ABIS zohrava dolezita tlohu fosforylacia prindSajica d’alS§i rozmer
regulacie. PrindSa hlavne zvySenl transkripénu aktivitu a stabilitu proteinu ABIS.
V proteinovej Struktare bolo identifikovanych 16 r6znych konzervovany miest vhodnych
pre fosforylaciu a to na mieste serinu a treoninu (Du et al., 2025). Pri¢om data ukazuju,
ze nemoznost’ fosforylacie 3 aminokyselinovych zbytkov spdsobenej ndhradou za alanin
(S42A, S145A, T201A) vyustila do dysfunkcie signalizacie skrz kyselinu abscisova
a zmenu doby kvitnutia, ¢o naznacuje potrebu fosforylacie ABIS pre zvySenie expresie

FLC (Wang et al., 2013).



Medzi kinazy fosforylujiice ABIS patria napriklad kinazy z rodiny SnRK2. potvrdzuja
to aj experimenty vyuZzivajuce trojité mutantné linie snrk2.2/2.3/2.6, kedy tieto linie
vykazovali znizeni mieru fosforylacie ABI5 (Nakashima et al., 2009). Prave kinaza
SnRK2.6 je zodpovedna za fosforylaciu ABI5 v kontexte kvitnutia a vyustuje do
zvysenej expresie FLC a oddialenia kvitnutia. Moze byt oznaCovana aj ako OPEN
STOMATA (OST1), nakol'ko ABA zohrava ulohu aj v procese pohybu prieduchov.
Prave v bode fosforylacie ABIS skrz kindzu OST1 ucinkuje aj ABI2. Ako fosfatdza typu
PP2C funguje ako antagonista a skrz defosforylaciu OST1 kindzy je zodpovedna za
pozitivnu regulaciu prechodu ku kvitnutiu (Ali et al., 2024).

Fosforylacia ABIS prebieha aj skrz iné kindzy ako napriklad vépnik zavisla protein
kinaza 6 (CDPKG®6), Raf-like kinaza 10 (RAK10) ¢i mitogen aktivovana protein kinaza 1
pochadzajica z Malus domestica (MdMAPK(1). Fosforylacia vsak moze v pripade ABIS
znamenat' aj stratu stability proteinu a jeho transkripcnej aktivity. Receptorova kinaza
FERONIA (FER) fosforyluje ABI5 v konzervovanom mieste S145 a aj ked’ toto miesto
zdiela napriklad s kindzami SnRKs tak jej ucinok je presne opacny. Téato dualita opat’
vedie k zvySovaniu komplexity regulaciec ABA signalizacie (Du et al., 2025; Wang et al.,
2022).

Dalsiu troveni regulicie skrz fosforylaciu prinasa transkripény faktor Related to
ABI3/VP1 (RAVI1). Tento transkripény faktor reguluje expresiu ABI3/4/5. RAV1
obycajne reprimuje ABI5, no po fosforylacii kindzou SnRK2.6 alebo inak nazyvanou aj
OST1 je jeho aktivita inhibovana (Obr. 2). Stymto faktom koreluje aj vysledok
nadexpresie RAV1 génu v A. tahliana., ktora sposobila skorSie kvitnutie (Feng et al.,
2014; Hu et al., 2004).
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Obr. 2: detailna schéma regulacie ABIS skrz jeho fosforylaciu. Ruzova — fosforylacia, zlta —
defosforylacia, fialova — inhibicia na transkripénej urovni. Upravené podl'a (Feng et al., 2014;
Wang et al., 2013). Vytvorené v biorender.com



233 FT

FLOWERING LOCUS T (FT) koduje mobilny protein, ktory je ozna¢ovany za hlavny
komponent v procese prechodu ku kvitnutiu. Jeho nadexpresia vyusti v skoré kvitnutie
a mutantné linie postradajuce tento gén vykazuji fenotyp oneskoreného kvitnutia
nezavisle na dizke dia. Tento protein je produkovany v sprievodnych bunkach floému
listov a skrz floém je transportovany do SAM, kde podnecuje prechod ku kvitnutiu.
V SAM interaguje s bZIP transkripénym faktorom zvanym FD a s kostrovym proteinom
ozna¢ovanym 14-3-3. Spolu vytvaraju florigen aktivujuci komplex (FAC) a aktivuju
transkripéné faktory APETALA 1 a SPL v kvetnom meristéme (FM), ktoré sa d’alej
podiel’aji na procese kvitnutia (obr. 3). FT spolus GIGANTEA (Gl) a CONSTANS (CO)
patri medzi regulatory reagujice na fotoperiodu, pricom k expresii FT vplyvom tejto
kaskady dochadza v podmienkach dlhého dna. Aktivacia FT ako odpoved’ na dlhu
fotoperiodu prebieha pomocou CONSTANS na transkripénej tirovni (Freytes et al., 2021;
Liu et al., 2021).

Zaroven je potreba aj negativna reguldcia FT. T4 nastava hlavne pri nizSich teplotach.
Jednym z mnohych negativnych regulatorov je MADS-box transkripény faktor SHORT
VEGETATIVE PHASE (SVP). Ten sa pri nizsich teplotach viaze na cis-elementy FT
a znizuje jeho expresiu. SVP zaroven podnecuje expresiu MYB transkripéného faktora
EARLY FLOWERING MYB PROTEIN (EFM), ktory spolu s SVP ucinkuju ako
represori FT. Okrem toho SVP spolupracuje aj S najvyznamnej$im centralnym
represorom kvitnutia ato sFLC. Ten spolu s SVP vytvara heterodimérny komplex
aviazu sa na promotorovi sekvenciu FT. Rovnako ako FLC je aj FT umlcovany
epigenetickymi modifikaciami. Konkrétne sa jedna o methylaciu sposobenu PRC2

komplexom pocas vegetativneho obdobia (Liu et al., 2021).

Do rovnakej rodiny (PEPB- phosphatidylethanolamine-binding protein) ako FT patri
aj TFLL. Tieto dva proteiny vykazuji vysoku podobnost’ ¢o sa sekvencie tyka no zaroven
v regulacii kvitnutia zohravaju opacné role. Jednd sa o antagonistu, ktory sa taktiez
vyskytuje v SAM. Pri interakcii TFL1 s FD vsak nastava potlaenie génov zapojenych
v kvitnuti a udrzanie stavu SAM (Zhu et al., 2020).

Fosforylacia prindsa d’alSiu moZznost’ regulacie aj v tomto pripade. Ciel'om tejto post-
translacnej modifikacie je EFM sdvomi fosforylacnymi miestami (S147, S148).

Zvysenie schopnosti EFM viazat’ sa na oblast’ chromatinu odpovedajucej génu FT je



zabezpecené defosforylaciou skrz rastlinni CTD fosfataizu C-TERMINAL DOMAIN
PHOSPHATASE-LIKE 2 (CPL2). Experimenty ukazuju, ze fosforylacia rezidui S147,
S148 znamenala stratu schopnosti asociovat’ s FT promoétorom, ¢o viedlo k neschopnosti
supresie a zvySenej expresii FT. Vysledky poukazuju ze defosforylacia je kriticka pre

spravne nac¢asovanie prechodu ku kvitnutiu (Zhang et al., 2024).

indukcia kvitnutia represia kvitnutia

Obr. 3: Schematické zobrazenie SAM a jeho prechodu na FM vplyvom aktivatorov. ¢ervena —
represor, zelena — integrator kvitnutia, zItd — gén zaist'ujtici identitu meristému. Upravené podla
(Adrian et al., 2009). Vytvorené v biorender.com



2.3.4 SOC1

Gén SOC1 koduje MADS-box transkripény faktor integrujuci viaceré signaly
zodpovedné za regulaciu kvitnutia. Za jeho pozitivnu regulaciu je nepriamo zodpovedny
CO. Na druhej strane ako negativny regulator funguje FLC. Ako negativny regulétor
vystupuje aj SVP pricom sa priamo viaze na promotor SOCL. Aktivécia skrz CO je
nepriama avyzaduje FT avSak represor FLC sa viaze priamo na promoétor SOCI.
K aktivacii SOC1 dochadza aj skrz SPL9 a miRNA 156 v drahe zavislej na starnuti
rastliny. Akonahle je SOC1 indukovany tak spolu s AGL24 priamo aktivuju LFY (Lee a
Lee, 2010; Li et al., 2008).

SOC1 je d’alej regulovany aj skrz protein patriaci do rodiny transkripénych faktorov
Teosinte Breanched 1/Cycloidea/Proliferating Cell Factor (TCP). Konkrétne sa jedna
0 TCP7, ktory nielenze reguluje expresiu viacerych génov zapojenych v kvitnuti ako
napriklad FT, FLC, CO a SVP ale pracuje aj v synergii spolu s CO aNF-Y aspolu
aktivuju SOCL1 v odpovedi na fotoperiodu. Transkripény faktor NF-Y (Nuclear Factor Y)
zohrava rolu priekopnika v naruseni okolia neaktivneho chromatinu a je mozné, ze spolu
s TCP7 a CO menia struktaru chromatinu a tak podnecuju transkripciu SOC1. (Li et al.,
2021; Tao et al., 2017).

23.5CO

CONSTANS (CO) je dolezitym regulatorom kvitnutia v kontexte fotoperiody,
cirkadianneho rytmu a svetelnych signalov. Vplyvom svetla dochadza K jeho stabilizacii
a funguje ako transkripény faktor. Konkrétne patri do rodiny transkripénych faktorov
zvanych B-Box Zinc Finger (BBX). Viaze sa priamo na promotorové sekvencie génu FT
a nepriamo podnecuje aj expresiu SOC1. Spolu v komplexe s NF aktivuju expresiu FT
skrz vdzbu na jadrové promotorové sekvencie a distalny enhancer. Tato vézba je
umoznena skrz tvorbu chromatinovych smyciek, ktoré antagonizuji u¢inok komplexov

PRC2 a dochadza tak k transkripcii FT (Cheng a Wang, 2005; Jing et al., 2019).

Vzhl'adom na to, Ze kvitnutie reguluje v kontexte cirkadianneho rytmu tak jeho miera
expresie vykazuje oscilacie. Na transkripnej tirovni je riadend proteinom FKF1, ktory
patri medzi F-box proteiny. Obsahuje LOV doménu citlivi na modré svetlo. Po
absorbovani vlnovych dizok zodpovedajiicim modrému svetlu sa stiva aktivnym

a vytvara komplex s GIGANTEA (GI). Komplex sa viaze na promotor, odstraiiuje
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represory CYCLING DOF FACTORs (CDF) a aktivuje transkripciu. Po disociacii CDF
represorov taktiez nastupuju transkripéné faktory bHLH viaZuce sa na E-box cis elementy
promotoru CO (obr. 4a). K jeho silnej expresii dochadza v popoludnajsich hodinach, no
zaroven K jeho stabilizacii je nevyhnutné modré svetlo. A preto K jeho zvySenej aktivite
odchadza pocas dlhych dni, kedy je pritomnost’ mRNA doplnena o potrebné svetlo (Ito et
al., 2012b; Sawa et al., 2007).

Potrebné modré svetlo je zachytavané skrz kryptochrom 2 (cry2), fytochrom A
(phyA) a FKF1. Tie nasledne stabilizuju CO protein a chrania ho pred degradaciou v 26S
proteazome. Na druhej strane, receptor Cerveného svetla fytochrom B (phyB) je

zodpovedny za degradaciu v rannych hodinach. (Hajdu et al., 2015; Song et al., 2012).

V pripade fytochromu B je pritomna regulécia fosforylaciou. Protein po fosforylacii
rezidua S86 zrychl'uje proces reverzie, pri ktorej dochadza ku konverzii €asti proteinu
zodpovednej za absorpciu z aktivnej (Pfr) do neaktivnej konformacie (Pr). Prave Pfr
forma je zodpovedna za stabilizaciu CO proteinu v no€nych hodinach, kedy Pfr inhibuje
COP1-SPA (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 -SUPPRESSOR OF PHYA-
105) ubuquitinovy ligazovy komplex. Teda po prechode do inaktivnej formy Pr nie je
COP1-SPA komplex inhibovany a dochadza tak k degradacii CO (obr. 4b1) (Hajdu etal.,
2015).

K priamej regulacii skrz fosforylaciu dochadza skrz kinazu SK12 (SHAGGY-like
kinase 12), ktora priamo fosforyluje CO ¢im prispieva k jeho degradacii. Interakcia sa
odohrava priamo v jadre buniek. Ako primarne miesto fosforylacie bolo identifikované
reziduum T119, ktoré sa nachadza v konsenzudlnom motive rozoznavanom GSK3

kinazami. Fosforylovana forma je nasledne degradovana v 26S proteazéme (obr. 4b2)

(Chen et al., 2020).

a e — % / ’ — transkripcia CO
e~ promotor COZa NP oW,V o, V" oN E hox
LN aktivny COP1-SPA . SK12
b1 ” Y » 2 degradicia CO b2 (_co ) :’ proteazém

Obr. 4: Schéma regulacie transkripcie CO génu (a) a samotného CO proteinu (b). Gén je pozitivne
regulovany na transkripénej urovni skrz modré svetlo a FKF1 (a). Pomocou fosforylacie PhyB
dochadza k prechodu z aktivnej do neaktivnej formy a je tak umoznena degradacia CO (bl).
Priama fosforylacia CO proteinu zabezpecujice jeho degradaciu skrz 26S proteazom (b2).
Upravené podl'a (Ito, et al., 2012a). Vytvorené v biorender.com.
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2.3.6 LFY

LEAFY je centralnym integratorom rdznych podnetov regulujucich kvitnutie od
fotoperiddy cez vek az po hormdny. Reaguje na rozne stimuly, vzajomne ich prepdja
a uruje identitu meristému pri premene zo SAM na FM. V SAM dochadza k jeho
aktivacii nepriamo skrz FT-FD komplex aktivujici SOCI, ktory nésledne aktivuje LFY
(Park et al., 2023).

LFY je nadregulovany skrz gibereliny, ktoré st hlavnym komponentom hormonalne;j
regulacie kvitnutia. Regulacia sa odohrdva na transkripcnej urovni, ked’ze v promoétorove;j
oblasti génu LFY sa vyskytuja vdzobné miesta zodpovedné za odpoved’ na tento hormon.
Za aktivnu a najsilnejSiu formu Co sa aktivacie tyka je povaZzovana GA4 forma. Tato
forma je zaroven najviac zastipena v SAM pri procese prechodu ku kvitnutiu. Nakol'ko
je LFY regulovany aj SPL transkripénymi faktormi tak v regulacii jeho expresie hraju
ulohu aj miRNA Jeho expresiu reguluje aj SVP a AGL24(Eriksson et al., 2006; Freytes et
al., 2021; Siriwardana a Lamb, 2012).

LFY po prechode SAM na FM dalej aktivuje na transkripénej trovni AP1, ¢o moze
viest’ k stabilizécii samotného LFY v mieste kvetného meristému a vzdjomnej aktivacii.
Je povaZovany za pioniersky TF, pre jeho védzbu nie je potreba vopred rozvolneny
chromatin a viaze sa priamo do nukleozomov. Po vizbe na DNA rekrutuje chromatin
remodelujuce komplexy. AP1 je MADS-box transkripény faktor, pomaha udrzat identitu
FM a jeho hlavnou tlohou je vyvoj kvetu a diferenciacia kvetnych organov (Jin et al.,
2021; Winter et al., 2015).

Na obrazku 5 je LFY zobrazeny ako jeden z kI'i¢ovych komponentov regulacie spolu
S ostatnymi regulatormi procesu prechodu ku kvitnutiu, tvoriac tak zloZita regulac¢nu siet’
zavisli nielen od endogénnych faktorov, ale aj od podmienok okolia, ktoré su d’alej

zhrnuté v nasledujtcich kapitolach (obr. 5).
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Obr. 5: Schéma zobrazujtca hlavné regulatory kvitnutia a interakcie medzi nimi a ich podnety.
Upravené podl'a (Bliimel et al., 2015). Farby reprezentujii rézne urovne regulacie (fialova —
transkripéna, oranzova — epigeneticka, modra — post-translacna, zelena — post-transkripcna).
Vytvorené v biorender.com

2.4 Endogénne faktory

Endogénne faktory predstavuju signaly vychddzajice priamo z fyziologického a
vyvojového stavu rastliny. Medzi kl'ai¢ové patria hladiny rastlinnych hormoénov, ako su
gibereliny a kyselina abscisova (ABA), ktoré prostrednictvom interakcie s transkripcnymi
faktormi a represormi koordinuju zaciatok kvitnutia. Svoju nezastupitelnt ulohu
zohravaju aj reaktivne formy kyslika (ROS), ktoré moézu fungovat' ako sekundarni
poslovia a modulatori hormonalnej aj genetickej regulacie. Dal§im zasadnym parametrom
je vek rastliny, ktory prostrednictvom regulacie miRNA a génov rodiny SPL zabezpecuje,
ze kvitnutie nastdva aZz po dosiahnuti vyvojovej zrelosti. Vyznamnu cast’ tvori aj
cirkadidnny rytmus, ktory zosulad’uje expresiu génov s dennym cyklom. Nakoniec, tzv.
autonomna drdha pdsobi nezavisle od environmentalnych stimulov a zabezpecuje

prechod rastliny do reprodukénej fazy aj v pripade nepriaznivych vonkaj$ich podmienok.
2.4.1 Hormony regulujuce Kvitnutie

2411  Gibereliny
Gibereliny boli z pomedzi fytohormdnov identifikované ako hlavné pozitivne regulatory

kvitnutia. Medzi najviac biologicky aktivne radime GA1, GAsz, GA4 a GA7, ktoré su
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odvodené od zakladného diterpenoidného karboxylového skeletu a obsahuju C3-
hydroxylova skupinu a C6-karboxylova skupinu. Prisna regulacia giberelinov je
zabezpecend cez kontrolu biosyntetickych a degrada¢nych enzymov z triedy oxidaz.
NajddlezitejSie komponenty v tejto signalizacnej drahe st receptory giberelinov (GID1),
represory rastu tzv. DELLA proteiny a F-box proteiny SLEEPY1 (SLY1). Okrem
hlavnych komponentov GA signalizacie, za ktoré su povazované DELLA proteiny je
dolezita taktiez homeostaza, ¢asovo-priestorova regulacia a transport (Achard et al.,

2009; MacMillan, 2001; Mitchum et al., 2006; Yamaguchi, 2008).

Hlavnym komponentom reguldcie kvitnutia skrz gibereliny si DELLA proteiny
z rodiny GRAS [REPRESSOR OF gal-3 (RGA), GA-INSENSITIVE (GAI), RGA-LIKE
1 (RGL1), RGL2, and RGL3]. Tieto proteiny st v pritomnosti GA degradované skrz 26S
proteazoém a je umoznené kvitnutie. Naopak v podmienkach nizkej hladiny GA su tieto
proteiny zodpovedné za represiu signalizacnej drahy. Su schopné interakcie a regulécie
velkého mnozstva transkripénych faktorov v listoch a SAM za tcelom represie kvitnutia.
Gibereliny v listoch pdsobia pocas dlhych dni ako transkripény aktivator génu FT. Na
druhu stranu DELLA proteiny negativne ovplyviuju viaceré aktivatory FT ako napriklad
priamou véizbou CO, ¢o ma za nasledok sekvestraciu CO z promotorovej oblasti FT za
podmienok dlhého dna. Taktiez mdéze dochadzat” k naruSeniu vdzby medzi CO aB
podjednotkou ,,nuclear factor Y (NFY) ¢im je potlacené kvitnutie skrz SOC1. Medzi
d’alsie TF ktoré by inak podnecovali expresiu FT ale si vychytavané DELLA proteinmi
patri napriklad aj PIF4 (PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4, podkapitola
2.5.1), ktory by inak spolu s CO v podmienkach vyssich teplot spolupracoval na aktivacii
FT (Obr. 6). Okrem sekvestracie aktivatorov FT proteinu mézu DELLA proteiny taktiez
interagovat’ so supresormi ako je napriklad MYC3 (Fernandez et al., 2016; Galvao et al.,
2012; Porri et al., 2012; Sun a Gubler, 2004; Xu et al., 2016).

Viaceré $tudie naznacujl, ze GA v podmienkach kratkeho diia podnecuju kvitnutie
skrz indukciu SOC1 a LFY, pricom SOC1 bol navrhnuty ako hlavny gén odpovedajuci na
GA. Konkrétne sa jednalo o0 GA3 v podmienkach kratkeho dia. Avsak na druhej strane
k nadregulacii vplyvom GA dochadza aj v pripade FT. Pricom vyssie levely SOCI1 st
pravdepodobne sposobené zvysenou expresiou FT nakol’ko je tento gén jeho aktivatorom

(Bao et al., 2019; Moon et al., 2003).
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GA signalizacia moduluje expresiu SOC1 aj na epigenetickej trovni skrz NF-Y
komplex. Akonahle dojde k degradacii DELLA proteinov vplyvom pritomnosti GA tak
faktor NF-Y je uvolneny a viaze sa na SOC1 promotor, reguluje methylaciu DNA cez
rekrutovanie demethylazy RELATIVE OF EARLY FLOWERING 6 (REF6) ¢im
podnecuje expresiu (Obr. 6) (Hou et al., 2014).

- kvitnutie

Fios 265 vazba NF-Y na
‘? B DELLA S — prométor SOC1

T ke

o @@

Obr. 6: Schéma regulacie kvitnutia skrz gibereliny aich pritomnost/nepritomnost pomocou
proteinu DELLA ako hlavného regulatora v tejto drahe skrz vychytavanie dolezitych
komponentov signalizacie. Upravené podl'a (Gao et al., 2011; Hou et al., 2014). Vytvorené
Vv biorender.com
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2412  Kyselina abscisova
Kyselina abscisova (ABA) je povazovana za hlavny fytohormén zodpovedny za reakciu
na abioticky stres. ABA vsak zohrdva rolu aj v pripade regulacie kvitnutia. Jej u¢inky
zéavisia od okolnosti a tak moze kvitnutie podporovat’, no zaroven je schopna ho aj
oddialit. V pripade reproduktivnej fazy rastliny je ABA zodpovedna za prechod ku
kvitnutiu, vyvoj kvetu a taktiez za vyvoj semena (Collin a Daszkowska-Golec, 2025).

Mechanizmus signalizacie spocéiva v percepcii Kyseliny abscisovej receptormi
z rodiny PYRABACTIN RESISTANCE PROTEINS/PYR-LIKE
PROTEINS/REGULATORY COMPONENTS OF ABA RECEPTOR (PYR/
PYL/RCAR). Po vizbe kyseliny s receptorom nasleduje konforma¢na zmena receptoru,
ktora zabezpeci vizbu s protein fosfataizou PP2C oznacovanej aj ako ABI2. Ta funguje
ako hlavny represor ABA signalizacie. Deaktivacia fosfatazy zabezpeci moznu
fosforylaciu transkripénych faktorov zrodiny bZIP. Fosforylacia prebieha pomocou
kindz z rodiny SnRK2. Tieto kinazy nasledne fosforyluju transkripéné faktory ako ABRE
BINDING FACTORS/ABRE-BINDING PROTEINs (ABFs/AREBs), ABF1,
ABF2/AREBL1, ABF4/AREB2, ABF3,a ABA INSENSITIVES (ABI5) (Sunetal., 2020).
V pripade kvitnutia je najddlezitejSia kindza SnRK2.6 inak nazyvana aj OSTI1, ktorej
cielom je prave TF ABIS5. Ten po fosforylacii zohrava centrdlnu rolu v pripade
odd’al'ovania kvitnutia skrz aktivaciu FLC génu a naslednu inhibiciu FT a SOC1. ABI2
je naopak zodpovednd za defosforylaciu ABIS a tak ju mézeme oznaCovat za pozitivny

regulator kvitnutia (Collin et al., 2021).

Okrem ABI2 bola aj ABA aktivovana mitogen aktivovana protein kinaza 3 (MPK3)
zaznamenana ako negativny regulator ABIS. Fosforylacia ABIS touto kinazou blokovala
schopnost’ ABI5 tvorit homodiméry a indukovat’ expresiu FLC. Fosforyléacia priniesla
dalsiu vrstvu regulacie v pripade dlhotrvajuceho stresu (Bhagat et al., 2025).Okrem
negativnej regulacie kvitnutia je kyselina abscisova spojend aj s jeho pozitivnou
regulaciou a to konkrétne v pripade obdobia sucha. V podmienkach dlhého dha ABA
podneecuje expresiu FT a SOC1 ¢im urychl'uje kvitnutie. V tomto pripade je v ABA-
zavislej indukecii tychto génov zapojend GI a deje sa tak pomocou CO. Proces je taktiez
regulovany skrz d’alSie dva ABA zavislé TF ato konkrétne ABF3 a ABF4, ktorych
viazobné miesta boli identifikované v prométore SOCL. Zaroven dalsi TF AREB3
interaguje s FT a FD za t¢elom indukcie kvitnutia po¢as dlhych dni (Obr. 7) (Hwang et
al., 2019; Martignago et al., 2023; Riboni et al., 2016; Shavrukov et al., 2017).
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Obr. 7: Schéma podnecovania kvitnutia skrz ABA pocas dlhych dni pomocou nepriameho
zvySovania expresie génov FT a SOC1. Upravené podl'a (Martignago et al., 2020). Vytvorené
v biorender.com

2.4.2 ROS

Reaktivne formy kyslika (ROS, zangl. ,reactive oxygen species”) medzi ktoré
zarad'ujeme molekuly ako superoxid (0O2), peroxid vodiku (H202) a hydroxylové
radikaly (-OH) patria medzi produkty metabolizmu a plnia ulohu sekundarnych poslov
Vv rastlinnej signalizacii. Okrem ich signalizacnej role vSak moéze dochadzat’
k oxidativnemu poSkodeniu molektl ako su proteiny, lipidy a DNA. Nasledne aj
rastlinnych pletiv apreto je dolezita ich regulacia a homeostiza. Regulacia je
zabezpeéena bud’ enzymaticky alebo neenzymaticky. Medzi enzymatické mechanizmy
radime enzymy ako superoxid dismutazy, katalazy a peroxidazy. Na druhej strane

k neenzymatickému systému zarad’'ujeme askorbat a glutation (Wang et al., 2024).

ROS signalizacia je tesne prepojena s hormonalnou signalizaciou a je zodpovedna za
vyvoj, rast a odpoved’ na bioticky a abioticky stres. V ramci vyvoja je ROS signalizacia
spojena a s procesmi prechodu ku kvitnutiu ¢i uz skrz hormonalne alebo genetické drahy.
V SAM dochadza pri procesoch vyvoja kvetu K akumulacii ROS a pribudaju dokazy,
ktoré naznacuju lohu ROS ako integratorov hormonélnych signalov a transkripcie génov

potrebnych pre regulaciu rastu, polarity a vyvoja kvetu (Schippers et al., 2016).

Histologické S$tadie potvrdzujii akumuldciu ROS v rastlinnych meristémoch. Za
vyuzitia fluorescen¢nych farbiv bola potvrdend lokalizacia superoxidu v centralnej zone
(CZ) meristétmu za ucelom udrzania proliferacie skrz aktivicu WUSCHEL
a CLAVATAS a vyskyt peroxidu vodika bol zaznamenany v periférnej zone (PZ) pre
podnietenie diferenciacie. V oblasti SAM je peroxid vodiku vel'mi reaktivny a tak je
potrebna jeho precizna kontrola. Signalizacia skrz ROS v tejto oblasti vyuZiva redoxom
regulovanu fazovu separaciu proteinov. V tomto pripade sa jedna o kontrolu prechodu
kvitnutia skrz transkripény faktor ,, TERMINATING FLOWER* (TMF). Mechanizmus

fazovej separacie zabezpeCeny cez intra- a inter-molekularne disulfidické vézby na
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cysteinovych zbytkoch TMF proteinu. spdsobenymi skrz aktivitu peroxidu vodika.
Vysledné kondenzaty sa viazu K promoétoru génu ANATHA, ¢im reprimuju jeho expresiu

a prechod ku kvitnutiu (Huang et al., 2021; Zeng et al., 2017).
2.4.3 Vek

Signalna draha zaloZend na veku rastliny je zalozend na module pozostdvajuceho z
microRNA (miRNA). miRNA predstavuji malé nekddujice RNA zlozené z 20-24
nukleotidov, ktoré si zodpovedné za kontrolu expresie na post-transkripnej urovni skrz
vézbu na Specifické gény. Vysledkom méze byt’ degradacia transkriptu pripadne zniZzena

miera translacie (Carrington a Ambros, 2003).

Hlavni rolu v tomto pripade hraju mir156 a mir172. Uloha mir156 spociva v regulacii
génov zrodiny ,,Squamosa Promoter Binding Protein-Like* (SPL). Poc¢as rannych
vyvojovych $tadii je mirl56 abundantna a dochadza k represii SPL génov (SPL3, SPL9
a SPL15), ¢o ma za nasledok znemoznenie kvitnutia. S pribiidajucim vekom rastliny v§ak
abundancia mirl56 klesa a SPL gény st postupne Coraz aktivnejSie. Dochadza tak k
stimulu transkripcie génov asociovanych s kvitnutim ako FT aSOC1 ¢&o prispieva

k prechodu ku kvitnutiu (Wang, 2014).

Na regulacii procesov kvitnutia sa taktiez podiel’a aj mirl72 avsak jej ucinok je presne
opacny. Zatial’ ¢o mirl56 umlcuje gény SPL Vv rannych §tadiach, tak expresia mirl72 je
prave SPL génmi aktivovana postupne smerom Kk neskor$im Stadiam, kedy znizena
hladina mirl56 zabezpec¢i vysSiu mieru expresie mirl72 skrz gény SPL. Nasledne skrz
mirl72 dochadza k represii génov, ktoré funguju ako supresori kvitnutia, ako je napriklad
APETALA-2 (AP2). Spolu tak vytvaraju model miR156-SPL-mirl72, kedy s rastiicim
vekom stupa expresia génov SPL podnecujicich kvitnutie a klesa expresia represorov

kvitnutia (Obr. 8) (Spanudakis a Jackson, 2014).
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Obr. 8: Schéma postupnej zmeny expresie dvoch hlavnych microRNA vplyvom veku rastliny
a ich dopad na aktivaciu konkrétnych génov zapojenych v kvitnuti. Upravené podl'a(Spanudakis
a Jackson, 2014) . Vytvorené v biorender.com

2.4.4 Cirkadianny rytmus

Rastlinné cirkadidnne hodiny mézu byt oznacené za endogénny molekuldrny oscilator,
ktory kontroluje cirkadianny rytmus v opakujucich sa intervaloch trvajtcich priblizne 24
hodin. Tieto hodiny reguluju viaceré fyziologické procesy ako je fotosyntéza, rast,
odpovede na stresové podmienky ale aj procesy kvitnutia za ucelom efektivneho

vyuzivania zdrojov (Sanchez a Kay, 2016).

Cirkadianny rytmus je tizko prepojeny s okolitymi faktormi ako su teplo a svetlo a je
potrebnd synchronizacia fyziologickych procesov a vnatornych molekularnych hodin
s okolim. T4 sa deje pomocou fotoreceptorov, ktoré su schopné regulovat’ cirkadianne
hodiny na zaklade priamej interakcie s jednotlivymi komponentami tohto molekularneho
mechanizmu. Medzi tieto fotoreceptory radime receptory cCerveného svetla PHY
areceptory modrého svetla CRYPTOCHROMES (CRY), ZETLUPE (ZTL),
FLOWERING KELCH FACTOR 1 (FKF1) a LOV KELCH PROTEIN2 (LKP2) (Creux
a Harmer, 2019).

Dalej tento molekularny mechanizmus obsahuje transkripéné aktivatory a represory,
ktoré spolu vytvéraji komplexnu regulacnu siet’ zloZzenu z regulacnych smyciek. Medzi
tie, ku ktorych expresii dochadza v rannych hodinach zarad’'ujeme CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATED 1 (CCAL) a LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY). Tie st zodpovedné
za represiu génov z rodiny PSEUDORESPONSE REGULATOR (PRR). Naopak gény
PRR1, PRR5, PRR7 a PRR9 su exprimované v neskors$ich hodinach a spétne inhibuju
CCALl a LHY ¢im sa uzatvara smycka (Huang et al., 2012; Nakamichi et al., 2010).
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Hlavnym regulatorom kvitnutia v zavislosti od cirkadianneho rytmu je gén CO,
ktorého tiloha, mechanizmus a prepojenie s génmi ako GIl, SOC1 a FT uz boli popisané
vyssie. Tieto gény su vsak ovplyviiované aj inymi komponentami cirkadianneho rytmu.
CCAZ1 priamo reprimuje expresiu Gl, SOC1 a FT skrz vdzbu na prométorovu oblast’.
Podobne aj LHY koduje represor kvitnutia pribuzny s CCA1 (Lu et al., 2012; Park et al.,
2016).

Naopak spominané PRR gény priamo interaguju s CO, ¢im zvysuja jeho stabilitu
poCas dna atak nie je moznd jeho degradacia skrz E3 ligaizu CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) tak ako sa tomu deje v tme. Navyse aktivita COP1
je na svetle suprimovana skrz PHYA, CRY1, and CRY2 (Hayama et al., 2017; Sarid-
Krebs et al., 2015).

2.4.5 Autonémna draha

Tak ako hovori jej pomenovanie je to draha, ktora kvitnutie reguluje nezavisle na okoli.
Tato draha zabezpecuje aby kvitnutie nastalo aj bez Specifického externého ¢i interného
podnetu. Jej hlavnou tlohou je skrz autonémne gény ako si FLOWERING LOCUS CA
(FCA), FLOWERING LOCUS D (FLD), FLOWERING LOCUS KH DOMAIN (FLK),
FLOWERING LOCUS PA (FPA), FLOWERING LOCUS VE (FVE), FLOWERING
LOCUS Y (FY) a LUMINIDEPENDENS (LD) potlacat’ expresiu FLC. Ten funguje ako
negativny regulator a jeho represiou je umozneny prechod ku kvitnutiu (Cheng et al.,
2017).

Spominané autonémne gény regulujt levely FLC génu hlavne skrz post-transkrip¢nt
regulaciu RNA a epigenetické modifikacie chromatinu. V pripade regulécie transkriptu
RNA sa jedna hlavne o gény FCA a FPA. Tieto dva proteiny obsahuju RNA-$pecificky
rozpoznavaci motiv, ktorym sa vedia na RNA naviazat’ a ndsledne reguluju alternativnu
polyadenylaciu antisense RNA génu FLC. S génom FPA je spajany aj gén FVE ana
druhej strane je s génom FCA spajany gén PCFS4 (Protein for Cleavage and
Polyadenylation Specificity Factor 4), ktory bol identifikovany ako novy komponent
regulujiici polyadenylaciu. Pravdepodobne interaguje s FCA amodze sa tak tvorit
komplex FCA, FPA a FY spolu s PCF4 za Gcelom regulacie FLC expresie (Liu a Mara,
2010; Marquardt et al., 2006; Xing et al., 2008).
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Gény FCA a FPA na genetickej urovni interaguju aj S génom FLD, ktory koduje histon
demethylazu, ¢im prepajaju regulaciu RNA a chromatinu. Aktivna expresia génu FLC je
vysledkom vysokej miery methylacie typu H3K4 okolo miesta iniciacie transkripcie.
Gény ako FLD, FVE ¢i LD znizuju expresiu FLC skrz modifikaciu histonov pritomnych
V oblasti tohto génu spocivajucu v H3K4 demethylacii alebo H3 ¢i H4 deacetylacii
(Domagalska et al., 2007; Liu et al., 2007).

Zaroven je sucastou autondmnej drahy aj post-translacna modifikacia FLC skrz kazein
kindzu CK2 a protein fosfatizu PP2A-B’y. Kazein kinaza je vysoko konzervovana
Ser/Thr kindza pritomnd vo vSetkych eukaryotach. Predikéné algoritmy naznacuju, ze
prave protein FLC mé niekol’ko fosforylaénych miest vhodnych pre tato kinadzu a preto
prichadza do tvahy moZznost regulacie aj skrz CK2. Na druhej strane PP2A je fosfataza
skladajiica z troch podjednotiek (scaffold — A, regulacnej — B a katalytickej - C).
Vzhl'adom na knockdown linie PP2A-b "y, ktoré vykazovali neskory fenotyp kvitnutia sa
predpoklada, Ze tato fosfatdza reprimuje hlavny inhibitor kvitnutia FLC. AvSak knockout
linie v PP2A-b55a a PP2Ab55b podjednotkach vykazovali opaény fenotyp skorého
kvitnutia, ¢o naznaCuje zapojenie fosfatazy na oboch frontoch v zavislosti od typu
zapojenej podjednotky B (Heidari et al., 2013; Mulekar et al., 2012).

2.5 Exogénne faktory
2.5.1 Teplota

Jednym z klIicovych komponentov vysokou teplotou indukovaného kvitnutia je
transkripény faktor PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR 4 (PIF4). Tento TF
obsahuje vo svojej Strukture tzv. ,,bacic helix-loop-helix“ DNA védzobni doménu a vd’aka
nej sa viaze do promotorovej oblasti génu FT, ¢im zvySuje jeho mieru expresie a
podnecuje prechod ku kvitnutiu. Podnecovanie prechodu ku kvitnutiu v zavislosti od
teploty vyuZziva hlavne dva principy. Prvym je aktivéacia aktivatorov ako je napriklad PIF4
a druhy sposob predstavuje represia represorov ako je FLM a SVP, ktoré¢ stracaju

schopnost’ vdzby a represie pri vyssich teplotach (Jin a Ahn, 2021; Kumar et al., 2012).

Expresia génu PIF4 zavisla od vyssich teplot je riadena na transkripénej urovni skrz
brazinosteroidy. Tie pomahaji zvySovat expresiu PIF4 skrz BRASSINAZOLE
RESISTANT 1 (BZR1) transkripény faktor, ktory rozpoznava E a G-box elementy

pritomné v promotore génu PIF4 a viaze sa na ne priamo. Zaroven je vSak PIF4 schopny
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aktivacie BZR1 skrz kyselinu indolovu a brazinosteroidy, ¢im sa vytvara modul
spatnovazobnej smycky, ktora je schopna amplifikacie signalu zvysenej teploty (Obr. 9).
Dalsie $tadie potvrdzujl, Ze expresia PIF4 sposobena vys§imi teplotami je zavisla aj od
TF TEOSINTE BRANCHED 1/ CYCLOIDEA/PCF 5 (TCP5) (Han et al., 2019; Ibafiez
etal., 2018).

Na druhej strane model SVP-FLM prinaSa represiu kvitnutia pri nizsich teplotach.
SVP obecne funguje ako represor kvitnutia. Pri vysSich teplotach vSak pravdepodobne
skrz proteazom dochadza k jeho degradécii. SVP zéarovein spolupracuje s FLM, ktorého
post-transkripéna regulacia zavisi od teploty. Jeho transkript podlicha alternativnemu
zostrihu pricom sa generuju dve hlavné formy. FLM-B a FLM-o. Pri vysSich teplotach je
inak funkény transkript FLM-B degradovany, nie je umoznend jeho védzba so SVP
a nemdzu sa tak podiel’at’ na represii génov podnecujucich kvitnutie. VysSie teploty maji

za nasledok degradaciu represorov a tak indukujt kvitnutie (Jin et al., 2022).

BR/
kyselina
indolova

EYI bromotor PIF4 NYZ4aNE/G box s\

26S

proteazém
X

Obr. 9: Schéma regulacie a podpory kvitnutia v pripade vyssich teplot skrz brazinostreoidy
atvorba spitnovidzobnej smyc¢ky (a) a skrz inhibiciu represorov zabezpeteni pomocou 26S
proteazomu (b). Upravené podla (Lee et al., 2023). Vytvorené v biorender.com
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2.5.2 Vernalizacia

Prechod ku kvitnutiu je mozné zabezpecit’ aj pomocou nizsich teplot. Proces sa nazyva
vernalizacia a oznaCujeme tak obdobie kedy je rastlina exponovana dlhsiemu obdobiu

chladu. Toto obdobie funguje ako signal pre zahajenie kvitnutia na nadchadzajtcu jar.

Okrem klasického modelu FLC-VIN3-PRC2 popisané vyssie v podkapitole 2.3.1 ma
proces vernalizacie aj iné aspekty. V procese vernalizacie zohravaju tlohu aj dve dlhé
nekodujuce RNA (IncRNA) COLD INDUCED LONG ANTISENSE INTRAGENIC RNA
(COOLAIR) a COLD ASSISTED INTRONIC NONCODING RNA (COLDAIR). Tie
pochadzaju z 3 'konca RNA transkriptu a prvého intronu FLC v danom poradi. COOLAIR
a COLDAIR reprimuji FLC transkripciu aj na trovni epigenetickej a to skrz zvySovanie
H3K17me3 hladiny interakciou s PRC2 komplexom. Navyse su takisto zodpovedné za
skladanie DNA a tvorbu smy¢kovitej Struktary za u¢elom represie FLC (obr. 10)(Heo a
Sung, 2011; Kim et al., 2017).

Na transkripénej arovni su regulované skrz TF WRKY63. Tento typ transkripéného
faktoru sa viaze na DNA pomocou motivov podobnym zinkovym prstom a skrz WRKY
domény. Okrem toho, ze funguje ako transkripény aktivator FLC génu tak svoju rolu
zohrava aj v procese kvitnutia indukovaného vernalizaciou. Jeho schopnost’ vdzby na
prométorové sekvencie COOLAIR a COLDAIR sa zvysila po obdobi vernalizacie (Hung
etal., 2022).

(PRC2) ¢——
l COLDAIR

O O O

— 5UTR | promotor FLC IexonI intron - intron +-3UTR—|

T

COOLAIR

Obr. 10: schéma génu FLC atvorba IncRNA, ktoré v procese vernalizacie znizuju expresiu
samotného FLC génu skrz epigenetickl modifikaciu (COLDAIR) a antisense vizbu (COOLAIR).
Upravené podl'a (Datta a Paul, 2019). Vytvorené v biorender.com
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2.5.3 Fotoperioda

Fotoperidda oznaduje diZku svetelnej atmavej fazy pocas 24-hodinového cyklu.
Hlavnym regulatorom kvitnutia, ktory odpovedd na tento podnet okolia je gén CO
popisany vysSie Vv podkapitole 2.3.5. Okrem toho je fotoperidda uzko prepojena
s cirkadiannym rytmom. Avs$ak d’al$i rozmer kontroly skrz tento podnet prinasa kvalita

osvetlenia v podobe modrého a ¢erveného svetla.

Receptory Cerveného svetla oznaCujeme ako fytochromy (PhyB, PhyA), kdezto
receptory pre modré svetlo st ozna¢ované ako kryptochromy (Cryl, Cry2). St $pecificky

aktivované v zavislosti od vlnovej dizky svetla, ktorti zachytavaj.

PhyB zachytavaju hlavne Cervené svetlo a st aktivne pocas svetelnej Casti dila. Su
zodpovedné za degradaciu CO skrz ubikvitinovy proteazémovy systém pocas rannych
hodin atym predchadzaju predcasnej aktivacii FT. PhyA su naopak fytochromy
zachytavajuce vzdialené cervené svetlo a st aktivne aj pri podmienkach nizkeho
osvetlenia. Stabilizuji CO a podnecuju tak expresiu FT pocas dlhych dni vo vecernych

hodinach.

Na druhej strane kryptochromy pohlcuju svetlo modré a blizke UV-A. Cry2 stabilizuje
CO v poobednych hodinach dlhych dni ¢im podporuju aktivitu CO, ktorého mRNA
levely stupajt prave v tomto useku diia. Nasledne Cry?2 interaguje s FKF1 a GI vytvarajuc
tak komplex odstraitujuci CDF represory z CO promoétora. Cryl hrd menej vyznamnu
rolu v tomto procese ale taktiez je zapojeny do regulacie skrz modré svetlo (Luo et al.,
2022).

2.6 Zostrih pre-mRNA

Zostrih pre-mRNA je esencialny proces post-transkripénej regulacie eukaryot.
Eukaryotické gény pozostavaju z kodujucej sekvencie (exony) a sekvencie nekodujucej
(introny). Pojem zostrih oznacuje proces odstranenia intronov z molekuly pre-mRNA.
Tento proces mozeme kategorizovat’ na dva Specifické typy — cis-zostrih a trans-zostrih.
V pripade cis-zostrihu sa jedna o spdjanie exdénov pochadzajucich ztoho istého
transkriptu pre-mRNA. Na druhej strane trans-zostrih spo¢iva v spajani exéonov pévodom
Z r6znych transkriptov. Taktiez existuju intrény schopné samo-zostrihu ktoré nepotrebuju

intervenciu zostrihového aparatu (Eul a Patzel, 2013; Fica et al., 2013).
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V pripade eukaryot sa v§ak va¢Sinou jedna o zostrih zavisly na zostrihovom aparate,
takzvanom spliceozome. Jednd sa o metaloenzym katalyzujici zostrih jadernej
pre-mRNA. Doteraz boli objavené dva typy spliceozomu. Prvy a zaroven cCastejSie sa
vyskytujuci spliceozém zalozeny na malej jadernej RNA U2 a druhy menej ¢asty Ul2-
zavisly spliceozom. U2 spliceozéOm je zloZzeny z malych jadernych RNA (SnRNA)
oznacovanych ako Ul, U2, U5, U4/U6 a proteinov tvoriacich tak spolu malé jaderné
ribonukleoproteiny (SNRNP). Spliceozom U12 sa na druhej strane sklada z U11, U12, U5,
Udatac/U6atac SnRNA (Patel a Steitz, 2003; Will a Lithrmann, 2011).

Ulohou kazdej snRNP je rozonanie pre-mRNA molekuly a jej zostrihovych miest ako
je napriklad 5’koniec, 3’koniec a sekvenciu oznaCovanu ako“ branch point (BPS)
¢1 polypyrimidinovy trakt (PPT). Mechanizmus zostrihu je mozné rozdelit’ na dve Casti.
V tej prvej dochadza k nukleofilnému ataku 2°'OH skupiny konzervovaného adeninu
v BPS na fosfor guaninu lokalizovaného na 5'konci intronu. Vysledkom je uvolnenie 5’
exénu a tvorba Struktary v anglitine oznacovanej ako ,lariat“ podobajlcej sa lasu.
Nasledne 3"OH skupina na konci uvol'neného 5’exénu zahdji d’alsi nukleofilny atak na
fosfor guaninu nachadzajuci sa 5'konci 3’exénu. Tento krok ma za nasledok spojenie

dvoch exoénov a uvol'nenie lasovitej Struktury (Hang et al., 2015).

Samotnému zostrihu vSak predchadza zostavenie spliceozomu (obr. 11). Najprv
dochadza k viazbe Ul na 5’koniec, zostrihovy faktor 1 (SF1) sa viaze na BPS a U2
pomocny faktor (U2AF) sa viaze na PPT. Nasledne sa U2 viaze na BPS a tento komplex
je tak oznacovany ako ,,A“. Pre vytvorenie komplexu ,,B“ je potrebna vizba U4/U6 a U5
priCom naslednd destabilizacia Ul a U4 zapri¢ini ich odpojenie a tvorbu finalneho
spliceozomu. Ten je katalyticky aktivovany helikazou a moéze vykonavat svoju funkciu.
V tomto bode hovorime o komplexe ,,C*. V procese konstitutivneho zostrihu je dolezité
spravne rozoznanie jednotlivych miest. Ak k nemu neddjde médzu nastdvat’ rdzne
aberacie. Rozoznanie inych zostrihovych miest moZze viest’ aj k alternativnemu zostrihu

(Will a Lihrmann, 2011).
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Obr. 11: Schematické znazornenie U2 spliceozomu a jednotlivych krokov konstitutivneho
zostrihu. Upravené podla (Lai et al., 2021). Vytvorené v biorender.com

2.7 Alternativny zostrih a jeho vzt’ah k regulacii kvitnutia

Tento typ zostrihu nastava ak spliceozom rozpozna iné zostrihové miesta, vplyvom ¢oho
moézu vznikat' rézne formy transkriptu jedného génu. Literatira uvadza, ze 40-70%
rastlinnych génov podlieha alternativnemu zostrihu. Touto formou sa zvySuje plasticita
a komplexita transkriptomu pripadne protedbmu. NavySe alternativny zostrih modze
produkovat’ skratené zostrihové varianty, ktoré mozu vykazovat' int funkciu alebo
subcelularnu lokalizaciu. Proces alternativneho zostrihu je zapojeny v odpovedi na
kyselinu abscisov, teplotu ale aj bioticky a abioticky stres, ktoré s zaroven vyznamnymi

faktormi pri regulacii kvitnutia (Chamala et al., 2015; Wang et al., 2020).

Medzi hlavné typy, ktoré v pripade alternativneho zostrihu moézu nastat’” radime
rozpoznanie alternativneho 5 miesta, alternativneho 3 ‘miesta, retencia intronu, takzvany
kazetovy exon, u ktorého moze ale nemusi dochadzat’ k jeho preskoceniu a ,,mutually
exclusive exons*, kedy dochadza k ponechaniu jedného alebo druhého exénu z dvojice.

V pripade rastlin je najcastejSou formou alternativneho zostrihu ponechanie intrénu, ¢o
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sa deje ak 5"a 3 'miesto nie su spravne rozoznané (obr. 12) (Liu et al., 2024b; Marasco a
Kornblihtt, 2023).

Ro6zne transkripty mézu mat’ odli$né vlastnosti a alohy a tak prispievajua k rozmanitosti
génovych produktov a ich roli. R6zne hladiny jednotlivych transkriptov maja vplyv na
dobu kvitnutia ajeho regulaciu. K najdolezitejsim regulatorom kvitnutia, ktorych
primarne transkripty podstupuju alternativny zostrih patria gény FLM, FCA, CO (Park et
al., 2019).

Jednym z prikladov je uz spominany CONSTANS (CO). Vplyvom alternativneho
zostrihu tohto aktivatora kvitnutia dochadza k tvorbe dvoch izoforiem. Konstitutivnym
zostrihom sa tvori fyziologicky aktivna izoforma COa a alternativnym zostrihom vznika
krat$ia izoforma COp. Tato izoforma je skratena na C-konci a v jej proteinovej Strukttre
chyba CCT doména (CONSTANS, CONSTANS-LIKE, TOC1 domain). Z COp sa stava
kompetitivny inhibitor COa a spolu vytvaraji nefunkéné heterodiméry so zniZenou
schopnostou DNA vizby. NavySe COP zvySuje interakciu COa s E3 ubiquitin ligdzou,
¢o vedie k naslednej destabilizacii. COp taktiez prispieva k destabilizacii skrz inhibiciu

interakcie FKF1 s COa, ktora by inak danu izoformu stabilizovala (Gil et al., 2017).

Dal3im prikladom je gén FLOWERING LOCUS M (FLM), ktorého alternativny zostrih
zéavisi od teploty. Tento represor kvitnutia podlieha alternativnemu zostrihu, avSak jeho
alternativne zostrihnuté transkripty FLMJ st v podmienkach vyssich teplot degradované
skrz proces ,,nonsense-mediated mRNA decay*. Pri niZSich teplotach vSak zostavaju
pritomné a zohravaji tak ulohu v regulacii kvitnutia v zavislosti od okolitej teploty.
Alternativny zostrih produkuje dve izoformy. Funkéni oznaCovanu ako FLMp
a alternativne zostrihnuti FLMSJ s redukovanou schopnostou vézby na DNA. Forma
FLMS$ je podla niektorych $tudii indukovana pri vySSich teplotdch. Opidt’ sa naskyta
prilezitost’” kompetitivnej inhibicie izoforiem nakolko po interakcii FLMé so SVP
nedochadza k Gspesnej vdzbe na promdtorové sekvencie a nie je tak moznd inhibicia
génov zapojenych v kvitnuti ako SOC1 a FT. Regulécia kvitnutia v tomto pripade tak
zavisi aj na pomere foriem FLMf a FLM¢ (Jin et al., 2022; Posé et al., 2013; Sureshkumar
etal., 2016).

Dalsim génom, ktory podlieha alternativnemu zostrihu a zaroveti sa nachadza v centre
regulacie kvitnutia je FLC. Zostrih tohto génu je regulovany niekol'kymi zostrihovymi

faktormi. Nedavne Studie vSak naznacuju, ze zrovna pomocny faktor U2AF, respektive
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jeho podjednotka o vel’kosti 65 kDa je zodpovedna za zostrih FLC v odpovedi na kyselinu
abscisovi. Zmeny v zastupeni zostrihovych variantov génu FLC vplyvom zmeny aktivity
U2AF65 mali za nasledok zmenu v dobe kvitnutia (Xiong et al., 2019).

Gén FCA, taktiez zapojeny v kvitnuti, rovnako podlicha alternativnemu zostrihu.
V tomto pripade je hlavnym medidtorom pomocny faktor U2AF35. druhéd podjednotka
U2AF pomocného faktoru o velkosti 35 kDa. Gén FCA tvori 4 rozne transkripty
(0, B, v, 8). Len jeden z nich, a to konkrétne vy, je funkény kédujici protein v plnej dizke.
Ostatné tri plnia funkciu negativnych regulatorov FCA (Quesada et al., 2003; Wang a
Brendel, 2006).

Pre-mRNA Zrela mRNA

Konstitutimy zostrin NI ——

'
Kazetovy exon % _<:

Alternativne 5'
zostrihové miesto

Alternativne 3'
zostrihové miesto

Retencia
intrénu

"Mutually exclusive
exons”

Obr. 12: Porovnanie réznych mechanizmov zostrihu pre-mRNA aich vysledok. Vytvorené
v biorender.com
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3 Experimentalna cast’

3.1 Material
3.1.1 Chemikalie

Bioline
2x ImmoMix

Bio-Rad (USA)

4x Laemmli Sample Buffer, akrylamid/bis-akrylamid, Claritytm Western ECL
Substrate, iProof™ HF Buffer, iProof™ High-Fidelity DNA Polymerase, Precision Plus

Protein™ Dual Xtra Standards, Protein Assay Dye Reagent Concentrate

Duchefa Biochemie (Holandsko)

gentamycin, kanamycin, Murashige Skoog’s salt mixture, 2-[4-(2-hydroxyetyl)

piperazin-1-yl]etansulfonova kyselina (HEPES), rifampicin, spektinomycin

GE Healthcare (Nemecko)

Amersham™ Hybond™ P 0.45 PVDF BlottigMembrane

Invitrogen by ThermoFisher Scientific (LotyS$sko, USA)

antiMouse protilatka (A24512), 10 mmol-1"1dNTPs, 10x Fast Digest Green Buffer, 6x
DNA Loading Dye, DNaza I, 10x pufor pre DNazu Is MgCl,, DreamTagq DNA
polymerase, DreamTaq 10x buffer, Fast Digest Restriction Enzyme Pstl, Fast Digest
Restriction Enzyme Pvull, EDTA (50mM), Gateway® BP Clonase® II, GeneRulerTM
1 kb Plus DNA Ladder, LR Clonase™ II Plus enzyme, Phire Plant Direct PCR Kit,
Proteinase K, Restriction Enzyme Nhel, Restriction Enzyme Smal, CellROX Deep Red
Reagent, SYBR Green |

Nippon Genetics

Midori Green

Promega

M-MLYV reverzna transkritpaza, 5x tlmivy roztok pre reverznu transkriptdzu, RNazine
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Roche (USA)

Complete™ EDTA free (USA)

Sigma (USA)

Acetosyringon, agardza, antiGFP protilatka, dithiotreitol (DTT), 1-Bromo-3-
chloropropan (BCP), bromfenolovd modra (BFB), dodecylsiran sodny (SDS),
dimetylsulfoxid (DMSO), etyléniamintetraoctova kyselina (EDTA,) etanol 96%, etanol
70%, fenol/chloroform/isoamylalkohol (25:24:1), gellan gum, GenEluteTM Plasmid
Miniprep Kit, glycerol, hydroxid draselny (KOH), chlorid hore¢naty (MgCl2), chlorid
sodny (NaCl), Lauria Bertani Broth, Lauria Bertani Broth with agar, 2-(N-
morpholino)etansulfonova kyselina (MES), metanol, N,N,N’,N'-tetrametyletylendiamin
(TEMED), N-laurylsarkosin, toludidinovda modra, Tris, TRI-reagent, Tween 20,
2-merkaptoetanol (C2HeSO), persiran amonny (APS), sachardza (C12H22011), kyselina
octova (CH3COOH), Tris-base

Ostatné

NucleoSpin Gel and PCR Clean up kit (Machery-Nagel), miniprep P1P2P3 kit
(Qiagen),

3.1.2 Pristroje a zariadenia

Analytické vahy (XA 110/2X, Radwag, Pol'sko)

Aparatura pre elektroforézu Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
Aparatira pre elektroforézu nukleovych kyselin Sub-Cell® GT Cell (Bio-Rad, USA)
Aparatura pre transfer proteinov Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad, USA)
Automatické pipety (Eppendorf, Nemecko)

Dokumenta¢né zariadenie ChemiDoctm EZ Imager (Bio-Rad, USA)

Dokumenta¢né zariadenie ChemiDoc™ MP Imaging system (Bio-Rad, USA)
Centrifuiga Allegra® 64R High-Speed Centrifuge (Beckman Coulter®, USA)

Centrifiga ScanSpeed 1730R Refrigerated microcentrifuge (Beckman Coulter®,
USA)
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Centrifaga Spectrafuge 24D Digital Lab Microcentrifuge (Labnet, USA)
Citacie zariadenie Tecan Infinite F200 Fluorescence Microplate Reader (Tecan, USA)
Inkubator ES-20 (Biosan, Lotyssko)

Epifluorescenény mikroskop Axio Imager.M2 (Zeiss, Nemecko)

Kultivacna miestnost’ (fytotron) (Weiss Gallenkamp, Vel'ka Britania)
Kyvacka Mr-12 Rocker-Shaker (Biosan, Lotyssko) 25

Laboratorny digestor M 1200 (Merci, Ceska republika)

Laminarny box (flowbox) (Merci, Brno)

Magnetické miesadlo MSH-420 (Boeco, Nemecko)

pH metr PC 2700 (Eutech Instruments, USA)

Predvazky S1502 (BEL Engineering, Taliansko)

Spektrofotometer SmartSpec 3000 UV/VIS (Bio-Rad, USA)

Teplotny sterilizator (Schuett-biotec.de solaris, Nemecko)

Termoblok ThermoCell Cooling & Heating Block (Bioer, Cina)
Termocycler T100™ Thermal cycler (Bio-Rad, USA)

Trepacka (Labnet, USA)

Vortex-Genie 1 (Scientific Industries, USA)

Zdroj napidtia PowerPac™ HC High-Current Power Supply (Bio-Rad, USA)

Zdroj napitia PowerPac™ Basic (Bio-Rad, USA)
3.1.3 Roztoky a média

e 1% agar6zovy gél (100 ml): 100 ml 1xTAE; 1 g agar6zy; 1 pl MIDORI Green.

e 50x TAE tlmivy roztok (500 ml): 121 g Tris; 28,55 ml kyseliny octovej; 50 ml
EDTA (0,5 mol/l); pH=8,0; objem doplnit’ do 500 ml dH>0

e 1x TAE tlmivy roztok (1000 ml): 980 ml dH20; 20 ml 50xTAE
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Tekuté LB médium (1000 ml): 25 g LB Broth; objem doplnit’ do 1000 ml MiliQ

vodou; pH=7,2 (1 mol/l KOH); sterilizacia pomocou autoklavu

Tuhé LB médium (1000ml): 40 g LB Broth with agar; objem doplnit’ do 1000 ml

MiliQ vodous; sterilizacia autoklavom

Inokula¢né médium (50 ml): 0,5 ml MES-KOH (1 mol/l); 5 ml MgCl> (100

mmol/l); 50 ul acetosyringénu (150 mmol/l); objem doplnit’ do 50 ml dH>O

Extrak¢ény timivy roztok pre izolaciu gDNA (100 ml): 1 g N-lurylsarkosin; 10 ml
1M Tris-HCI pH=8; 2 ml 0,5M EDTA pH=8; 0,584 g NaCl

acetat sodny (5 ml): 1,25 g; pH=5,2

Extrakény tlmivy roztok E (100 ml): 1,19 g HEPES (pH 7,5); 0,038 g EGTA,
0,43 g NaCl; 0,004 g NaF; 100 ul MgCl2 (1 mol/l); 10 ml glycerol (100%).
Objem doplnit’ do 100 ml dH>0

Fosfatovy tlmivy roztok (200 ml): 1,1998 g NaH2POs; 35,2 mg vitamin C; 20 ml
glycerol (100%). Uprava pH=7,8 pomocou NaOH a doplnit’ do objemu 200 ml
MiliQ vodou.

10x Elektroforeticky timivy roztok (zasobny roztok) (1000 ml): 14,4 g glycin; 3 g
Tris-base; 10 ml SDS (10%); pH=8,3. Objem doplnit’ do 1000 ml dH20

1x Elektroforeticky tlmivy roztok (1000 ml); 900 ml dH,O; 100 ml 10x

koncentrovaného zasobného roztoku elektroforetického tlmivého roztoku

10x transferovy tlmivy roztok (zasobny roztok) (1000 ml): 14,4 g glycin; 3 g
Tris-base; 200 ml metanolu; pH=8,3. Objem doplnit’ do 1000 ml MiliQ vodou

1x transferovy tlmivy roztok (1000 ml): 850 ml dH20; 100 ml 10x

koncentrovaného zasobného roztoku transferového tlmivého roztoku; 50 ml

metanolu (100%) (fin. konc.=5%)

TBS (zasobny roztok) (1000 ml): 8,78 g NaCl; 2,42 g Tris-base; pH=7,4. Objem
doplnit’ do 1000 ml MiliQ

TBS-T (1000 ml): 100 ml zasobného roztoku TBS; 1 ml Tween-20. Objem
doplnit’ do 1000 ml MiliQ vodou
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e TE pufor (100 ml): 1 ml 1M Tris-HCI; 0,2 ml 0,5M EDTA, 1 ul RNaza

e 10% polyakrylamidovy zaostrovaci gél (1,3 ml): 0,795 ml MiliQ vody; 0,315 ml
0,5 mol/l Tris pH=6,8; 0,125 ml akrylamidu (40%); 12,5 ul SDS (10%); 6,25 ul
APS (10%); 1,25 ul TEMED; 10 pl bromfenolova modra (BFB) (1%). Pri
priprave gélu pre NATIVE PAGE vynechat’ BFB a objem SDS zamenit’ za MiliQ

vodu.

o 10% polyakrylamidovy rozdelovaci gél (5 ml): 2,425 ml MiliQ vody; 1,25 ml
1,5 mol/l Tris pH=8,8; 1,25 ml akrylamidu (40%); 50 ul SDS (10%); 25 ul APS
(10%); 2,5 pl TEMED. Pri priprave gélu pre NATIVE PAGE objem SDS zamenit’
za MiliQ vodu.

e 15M Tris pH=8,8 (100 ml): 18,16 g Tris-base. Objem doplnit’ do 100 ml MiliQ

vodou. Uprava pH pomocou 1 mol/l HCI

e 0,5 M Tris pH=6,8 (100 ml): 6,05 g Tris-base. Objem doplnit’ do 100 ml MiliQ
vodou. Uprava pH pomocou 1 mol/l HCI

e Médium % MS (1000 ml): 10 g sachardzy; 2,15 g MS Basal salt mixture; 1 g MES
Objem doplnit’ na 1000 ml MiliQ vodou a pridat 6 g Gellan Gum; pH=5,8
(1 mol/l KOH).

3.1.4 Servery a databazy

BioRender (URL1)

ClustalwW (URL2)

eFP browser (URL3)

NCBI (The National Center for Biotechnology Information, URL4)
SWISS-MODEL (URL5)

TAIR (The Arabidopsis Information Resource URLG)
ThermoFisher Scientific Tm calculator (URL7)

Alfalfa toolbox (URLS)
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3.1.5 Software

ApE (Davis & Jorgensen, 2022)

Biopython (Cock et al., 2009)

ChimeraX (Pettersen et al., 2004)

DAZ2 (ThermoFisher Scintific)

DataAssist (ThermoFisher Scintific)

IBS (W. Liu et al., 2015)

ImageJ (Schneider et al., 2012)

Image Lab™ Software (Bio-Rad Laboratories Inc.)
MEGA (Tamura et al., 2021)

Microsoft Office (Excel, Powerpoint, Word) (Microsoft)
RefFinder (Xie et al., 2023)

ZEN 2011 (black edition) (Zeiss, Nemecko)
3.1.6 Biologicky material

V ramci rastlinného materialu boli vyuzité rastliny Arabidopsis. thaliana divokého
typu Col-0, mutantné linie mpk13 (SALK 130193, SALK_204107C, SALK _ 048680)
a mutantné linie pre gény U2AF65b (SALK_104128, SALK _055049C) a U2AF65a
(SALK_ 144790, SALK _075828). Taktiez boli vyuzité potencialne transgénne linie
Medicago sativa pochadzajuce zo somatickej embryogenézy a transformované
konstruktom destinacného vektora pGGH-UBQ10::Cas9:mCherry:tG7-A-G s obsahom
4 roznych gRNA cieliacich na gén MMK3 (Zelinkova, 2024). Pre ucely tranzientnej

transformacie boli vyuzité rastliny Nicotiana benthamiana.

V pripade bakteridlneho materialu boli pouzité baktérie Escherichia coli
a Agrobacterium tumefaciens. Za uc¢elom pripravy konstruktov fluorescen¢ne znac¢eného
proteinu boli vyuzité dva kmene Escherichia coli ato konkrétne DH5a s cielom

transformacie chemokompetentnych buniek akmen TOP10 za ucelom pripravy
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a transformacie elektrokompetentnych buniek. Za uc¢elom tranzientnej transformacie bol

vyuzity kmen GV3101 A. tumefaciens nestci pozadovany konstrukt.

V procese klonovania boli postupne vyuzité nasledujuce donorové vektory: pPDONR
P4-P1R, pDONR 221, pDONR 207, pDONR P2R-P3. Zaroven boli vyuzité dva vektory
destina¢né: pUBQ:YFP-GW a pB7m34GW,0. Spolu boli vytvorené 4 vstupné al
expresny  vektor: pDONR P4-PIR + pMPK13, pDONR221+gMPK13,
pDONR207+gMPK13, pDONR P2R-P3 + gMPK13 + STOP. V pripade expresného
vektora sa jedna o AtUBQ10::YFP:gMPK13 (vo vektore pUBQ:YFP-GW). Jednotlivé
vytvorené pripadne pouzité vektory dostupné v laboratoriu a ich selekéné antibiotika
pouzité pri transformacii a selekcii su zhrnuté v tabul’ke ¢. 1.

Tab. 1: Vytvorené a pouzité vstupné a expresné klony v E. coli aich jednotlivé selekcie.
KAN-kanamycin, GENT-gentamycin, RIF-rifampicin. V pripade expresného vektora

pUBQ:YFP-GW je v rastlinach pritomna rezistencia na PPT-fosfinotricin a koncentracia pre
selekciu je stanovena na 8 pg/ml.

ATB rezistencia

Pripravené/pouzité plazmidy (E. coli/A. Konc(zntr/z:;;;l ATB
tumefaciens) ME
pDONR P4-P1R )

+ pMPK13 KAN/ 100
pDONR221 + gMPK13 KAN/- 100
pDONR207 + gMPK13 GENT/- 50

pDONR P2R-P3 + gMPK13 + i
STOP KAN/ 100
PEN-L1-F-L2 + GFP KAN/- 100
PEN-R2-F-L3+ GFP KAN/- 100
AtUBQ10::YFP::gMPK13 KAN/RIE 100/100

(vo vektore pUBQ:YFP-GW)
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3.2 Metédy
3.2.1 Insilico analyzy

3.2.1.1  Porovnanie nukleotidovych a aminokyselinovych sekvencii
Jednotlivé nukleotidové sekvencie boli medzi sebou porovnané formou vypoctu GC
zastupenia pomocou funkcie gc fraction softwaru Biopython. Nasledne boli sekvencie
kodujicej DNA (CDS) prelozené do aminokyselinovej sekvencie metodou translate.
Aminokyselinové sekvencie boli zarovnané pomocou funkcie alignment dostupnej
v softwari MEGAL1 a po ich zarovnani boli identifikované jednotlivé aminokyselinové

substitucie.

Sekvencie boli vlozené do SwissModel (URL 5) dostupnom na bioinformatickom
portali Expasy a boli vytvorené 3D modely jednotlivych proteinov. Templat zvoleny pre
vizualizaciu pochadzal z organizmu Gossypium hirsutum konkrétne sa jednalo o gén
MPK12. Jeho model je dostupny Vv databaze Alphaphold pod oznacenim
AOAOAT7R545.1.A. Takto vytvorené proteinové modely boli nasledne procesované
v softwari ChimeraX.

3.2.2 Sekvenovanie rastlin Medicago sativa

Rastliny M. sativa pouzit¢é a sekvenované v tejto praci boli transformované
aregenerované v diplomovej praci ,,Cielend mutagenéza génov MMK2 a MMK3
pomocou CRISPR/Cas9 a transformacia lucerny siatej (Medicago sativa L.)“. Jedna sa
0 rastliny, ktorych mutagenéza bola zamerané na gén MMKS3. Mutagenéza bola zalozena
na technologii multiplex CRISPR/Cas9, ktord spocivala vo vyuzZiti konStruktov
obsahujucich viacero navadzajicich RNA zacielenych sucasne na viacero oblasti
v gendme. Tato technologia simultanne] expresie viacerych gRNA bola vyuzitd za
ucelom zvysit pravdepodobnost mutagenézy tetraploidnej Lucerny siatej

(Zelinkova, 2024).

Pouzité rastliny boli transformované konsStruktom pod kontrolou prométoru génu
ubikvitin 10 z A. thaliana. Konstrukt niesol 4 rozne gRNA a tak cielil na 4 r6zne miesta
v géne MMK3. Regenerované rastliny boli oznacené ako UB2, UB3, UB4, UB6, UBS,
UB11, UB12, UB13, UB14 a UB15.
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3.22.1  Izolacia genomickej DNA
Prvym krokom potrebnym pre analyzu DNA sekvencie s cielom vyhodnotit’ GspeSnost’
mutagenézy je samotna izolacia genomickej DNA. DNA bola izolovana z listov
jednotlivych rastlin. Tie boli homogenizované v tekutom dusiku pomocou trecej misky

a homogenizat bol uskladneny v eppendorf skimavkach na -80°C.

Po vybrati vzoriek na I'ad bolo k vzorkam pridanych 800 pl extrakéného pufru a obsah
bol zvortexovany. V prostredi digestoru bolo nasledne k vzorkam pridanych 800 ul zmesi
fenolu, chloroformu a isoamylalkoholu (25:24:1) aobsah bol opéat zvortexovany.
Nasledne prebehla centrifugacia pocas 3 minut pri 4 °C a 5000 g. Supernatant bol
automatickou pipetou odobraty a preneseny do novej eppendorf skimavky. Nésledne
bolo k objemu supernatantu pridanych 80 pl 3M acetatu sodného (pridany objem
odpovedd 1/10 pouzitého extrakéného pufru). A vzorky boli jemnym kyvanim
premiesané. K vzorkam bol v d’alSom kroku pridany vychladeny 100% etanol v objeme
800 pl. nasledovala centrifugacia pri 13 000 g, 4 °C a pocas 10 minut. Supernatant bol
odstraneny ak peletu bolo pridanych 800 pl 70% etanolu. Vzorky boli opét
centrifugované pocas 5 minut pri 4 °C a 13 000 g. Supernatant bol opit’ odstraneny,
zvySkovy etanol bol odpipetovany a otvorené eppendorf skumavky boli 30 mintt
ponechané v digestore za ucelom vysuSenia peletu a odparenia prebyto¢ného etanolu.
Nasledne bol pelet rozpusteny v 100 pl TE pufru s obsahom RNAsy (1 pl /1 ml). vzorky
boli hodinu inkubované pri 37 °C. Takto izolované vzorky boli nasledne skladované pre

d’alSie analyzy pri -20 °C.

3.2.2.1  Stratégia sekvencovania
Vzhl'adom na tetraploidiu Lucerny siatej nebolo mozné sekvenovat’ genetickll informaciu
rastlin konvenénym spésobom. Z dévodu pritomnosti dvoch sad genetického materialu
nebolo mozné vyuzit’ zauZivané Sangerovo sekvenovanie PCR produktov oblasti zadujmu.
Vysledky vykazovali pritomnost’ zmie$aného signalu vyplyvajiuceho z povahy odlisnosti
jednotlivych alel, ¢o znemoZnovalo ur€it jednak ¢i je rastlina mutantnd pripadne
v kol’kych alelach a akda zmena presne nastala. Po identifikacii tohto problému bola
nasledne zvolena stratégia sekvenovania spocivajuca v identifikacii zhodnych oblasti alel
pomocou in silico analyzy, sekvenovania vsetkych alel pomocou Sangerovho
sekvenovania a na zaklade tychto vysledkov boli vyselektované potencidlne mutantné
rastliny, ktoré bolo nésledne treba dodato¢ne validovat. Validacia jednotlivych alel

obnasala klonovanie PCR produktov danej oblasti zaujmu, ktoré reprezentovali jednotlivé
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alely do plazmidovych vektorov a sekvenovanie jednotlivych vektorov, ¢im sa

zabezpecilo precitanie jednej alely pocas jedného Sangerovho sekvenovania.

Na zaklade vysledkov ziskanych v bakalarskej praci ,,Ulohy vybranych MAPK proteini
u vojtésky Medicago sativa“ (Pavlikova, 2022), ktoré naznacovali pritomnost’ zmieSanych
signalov v pripade klasického Sangerovho sekvenovania bol zvoleny postup klonovania PCR
produktov jednotlivych tsekov do plazmidovych vektorov. V tomto bode bola identifikovana
oblast’ zodpovedna za produkciu zmieSaného signalu, ktora koreSpondovala s vysledkami
Vv spominanej praci. Nasledovala in silico analyza dostupnych sekvencii, ktora
umoznila amplifikaciu a sekvenovanie v zhodnych oblastiach, ktoré viedli k uzSiemu vyberu
rastlin pre dalSiu analyzu. Vytipované PCR produkty boli nasledne klonované do
plazmidovych vektorov a d’alej sekvenované, pricom boli povazované za reprezentantov

jednotlivych alel.

Konstrukty vyuzité na transforméciu niesli gRNA oznacené ako gRNA_216,
gRNA_1, gRNA_63 a gRNA 50. Prvé dve spominané¢ gRNA cielili na prvy exon génu,
gRNA 63 cielila na druhy ex6n a posledné bola zacielend na exon §tvrty. Vzhl'adom na
ich umiestnenie boli pre primarnu sekvenaciu PCR produktov v oblasti zaujmu vyuzité
primery uvedené v tabul’ke ¢. 2. Schematické zndzornenie génu MMK3, oblasti gRNA

a jednotlivych primerov je zobrazené na obrazku ¢. 13.

deletion|in I1
gRNA 216
gRNA 1 | gRNA)63 gRNAS50
Seq_MMK3_gRNA_F1 MMK3_promotor_seq_Fw Seq_MMK3_gRNA50_FR1
[ E1 Emiesm  E2  mmi2em E3 w8 E4 JL
MMK3_5'UTR_FW +-10bp Seq_MMK3_gRNA_R3 Seq_MMK3_{/RNA_R1 Seq_MMK3_gRNAS50_R1

Obrazok ¢. 13: Schematické znazornenie MMK3 génu a jeho elementov. Vytvorené
v IBS 1.0.

Tab. 2: Zoznam primerov pouzitych pre amplifikaciu a sekvenovanie

Primer Sekvencia Oblast’ génu
Seq_MMK3_gRNA_F1 AATGAGGAAGGAAACTAAGTC promotor
Seq_MMK3_gRNA_R1 TGAATGACCTAAAAGCACG Intrén 3
MMK3_promotor_seq_ Fw CTTTACTCTTTGTATCCGAGAAA Exoén 1

Seq_MMK3_gRNA_R3 CATGATCCATGTGACAGAG Ex6n 2
Seq_ MMK3_gRNA50 F1 AGGATTGAAGTACATACACTCTGC Ex6n 4
Seq_ MMK3_gRNA50_R1 GAGCGCCAATTGCTGAACAT Ex6n 4
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3.2.2.2  Amplifikacia usekov zaujmu pomocou PCR
Ako prva bola amplifikovana oblast od promotorovej oblasti po koniec exénu 2 za
ucelom sekvenovania prvej Casti génu MMK3 (Seq MMK3 _gRNA F1+
Seqg_MMKS3_gRNA_R1). Po identifikacii oblasti, ktora bola zodpovedna za zmieSané
signaly v chromatografoch bolo pristipené k amplifikacii a naslednému sekvenovaniu
oblasti po Castiach za pouzitia d’alSich troch dvojic primerov z tabulky ¢. 2. Podmienky
PCR reakcie su uvedené v tabulke ¢. 4 a zloZenie v tabul’ke 3. Vzhladom na potrebu

obdrzania presnej sekvencie bola v PCR vyuzita ,,high fidelity* polymeraza Phusion.

Tab. 3: Zlozenie PCR reakénej zmesi pre Phusion HF polymerazu (50ul/reakcia)

ZlozZenie PCR reakcie Objem (ul)

PCR voda 14,5
2x pufor HF Phusion 25
Forward primer 2,5
Reverse primer 2,5
Polymeraza Phusion 0,5
Templat (25 ng/nl) 5

Tab. 4: Podmienky amplifikacie od prométorovej oblasti k zaciatku tretieho intrénu.

Faza Teplota (°C) Cas (s) Pocet opakovani
Inicialna denaturacia 98 30 1x
Denaturacia 98 10
Nasadanie primerov 58,3 10 30x
Polymeracia 72 35
Finalna polymeracia 72 600 1x
Schladenie vzorky 4 o0
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Taktiez bolo potrebné amplifikovat’ usek Stvrtého exonu
(Seg_MMK3_gRNA50_F1+Seq_ MMK3 _gRNA50_R1). Podmienky tejto PCR reakcie
st uvedené v tabul’ke 6 a jej zloZenie sa uvadza v tabul'ke ¢. 5. Produkty PCR reakcii boli
overen¢ pomocou agardézovej gélovej elektroforézy a nasledne precistené kitom

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (popis postupu Vv prilohach v metodickej ¢asti 9.1.1).

Tab. 5: Zlozenie PCR reakénej zmesi. Finalny objem reakcie bol 25 pl.

ZloZenie PCR reakcie Objem (ul)

PCR voda 6,75

2x pufor HF Phusion 12,5

Forward primer 1,25

Reverse primer 1,25

Polymeraza Phusion 0,25
Templat (25 ng/pl) 3

Tab. 6: Program PCR reakcie za u¢elom amplifikacie oblasti exonu 4 génu MMK3

Faza Teplota (°C) Cas (s) Pocet opakovani
Inicialna denaturacia 98 30 1x
Denaturacia 98 10
Nasadanie primerov 63,2 10 30x
Polymeracia 72 35
Finalna polymeracia 72 600 1x
Schladenie vzorky 4 0
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3.2.2.3  Sekvenovanie PCR produktov

PCR produkty boli sekvenované vzdy Sangerovym sekvenovanim ato pomocou
produktov , TubeSeq” a,LightRun“ poskytované firmou Eurofins. V pripade
sekvenovania produktom ,,TubeSeq" bolo potrebné pripravit’ vzorku na sekvenovanie tak
aby obsahovala 15 pl PCR produktu o koncentracii 10 ng/ pl (v pripade vel'kosti PCR
produktu 1000-3000 bp) a2 ul primeru o koncentracii 10 uM. Na druhej strane vzorka
pre sekvenovanie formou ,,LightRun® obsahovala 5 ul PCR produktu o koncentracii 10
ng/ul (v pripade vel'kosti PCR produktu 1000-3000 bp); 2,5 ul primeru o koncentracii 10
uM a 2,5 pl PCR vody.

Priprava vzorky pre Sangerové sekvenovanie firmou SEQme obnasala zmieSanie objemu
PCR produktu tak aby obsah zodpovedal 200 ng (v pripade ak sa jednalo o produkt dlhsi
ako 1000 bp) spolu s 2,5 ul primeru o koncentracii 10 uM a objem reakcie bol doplneny
PCR vodou na 10 pl. VSetky vopred pripravené reakcie boli zasielané postou v 1,5 ml

eppendorf skimavkach.

Pre sekvenovanie oblasti exonu 1 bol pouzity primer MMK3_promotor_seq_Fw, pre
sekvenovanie exonu 2 bol zddvodou polohy gRNA vyuzity reverse primer
Seq_MMK3_gRNA_R3 a pre sekvenovanie produktov z oblasti exénu 4 bol pouzity
primer Seqg_ MMK3_gRNA50 F1.

3.2.2.4  Klonovanie PCR produktov a sekvenovanie plazmidov
Tie PCR produkty, ktoré¢ vykazovali zmenu voci divokému typu v podobe zdvojeného
signalu v chromatografe, ¢o znacilo pritomnost’ 2 rozdielnych sekvencii, boli d’alej
klonované do plazmidovych vektorov. Tieto vektory boli nasledne individuédlne

sekvenované a vysledky boli analyzované v softwari GeniousPrime.

Klonovanie prebiehalo klasickym sposobom vyuzivajicim restrikéné endonukleazy
aT4 DNA ligizu. Vzhladom na potrebu klonovania PCR produktov vytvorenych
polymerazou Phusion bolo zvolené klonovanie pomocou tupych koncov a tym padom
bolo potrebné zvolit’ restrikénu endonukledzu tvoriacu tento typ koncov. Kvoli ul'ahéeniu
selekcie pozitivnych kolonii bol vyuzity vektor obsahujtci ccdB gén. Pouzita restrikéna
endonukleaza Stiepila vektor v mieste ccdB génu a inzert bol klonovany do tohto miesta.
V pripade uzavretia plazmidu bez vlozenia inzertu by tento gén znemoznil prezitie

pripadne transformovanej baktérie. Pre Ucely klonovania boli teda vyuzité vektory
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PAP1R, P221, P2RP3 a P207 bezne pouzivané pre klonovanie MultiSiteGatewayCloning

a restrikéna endonukledza Smal.

Ako prvé boli §tiepené prazdne vektory endonukledzou Smal. Stiepenie prebiehalo
pocas 2 hodin pri teplote 30 °C za ucasti 10 U enzymu. Celkovo bolo Stiepenych 20 pg
vektoru a zlozenie reakcie je uvedené v tabulke ¢. 7. Nasledne prebehla inaktivacia
enzymu pocas 20 minut pri teplote 65 °C. Linearizované vektory boli precistené kitom
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (priloha kapitola 9.1.1) a nasledne boli pouzité pre
liga¢nu reakciu. Ligacné reakcia pozostavala z linearizovaného vektoru, PCR produktu,
10x pufru pre T4 DNA ligdzu s obsahom hore¢natych i6nov, roztoku 50% PEG 4000
a vody, ktora doplnila objem reakcie na 20 pl. ZloZenie reakcie je uvedené v tabul’ke ¢. 8.
Pomer inzertu a vektoru bol vtomto pripade ligovania tupych koncov 3:1, pricom
mnozstvo vektoru odpovedalo 50 ng. Zaroven bol pouzity aj PEG, aby ul'ahcoval
priblizenie vektoru, inzertu a ligdzy. Reakcia prebiehala prvé 2 hodiny pri laboratornej
teplote. Nasledne bolo 10 pl odpipetovanych a uskladnenych pri -20 °C. Zvyskovych
10 pl bolo umiestnenych do chladnicky kde reakcia prebiehala pocas noci pri 4 °C.
Nasledujuce rano bol cely zvySny objem reakcie (10 pl) pouzity pre transformaciu
chemokompetentnych baktérii E. coli kmena DHSa a nasledna selekcia prebichala na

tuhom LB médiu s obsahom prislusnych antibiotik.

Kolonie, narastené na tuhom LB médiu boli sterilne odpichnuté do tekutého LB média
s obsahom prislusnych selekénych antibiotik. Nasledne bola izolovand pDNA metodou
P1P2P3, ktora bola d’alej overovana pomocou restrikéného Stiepenia. Pozitivne klony boli
precistené pomocou kitu Qiaprep (priloha kapitola 9.1.6) anasledne pripravené na
sekvenaciu. Vzorky boli sekvenované firmou SEQme a preto boli pripravené tak aby
1,5 ml eppendorf skimavka obsahovala objem zodpovedajuci 500 ng plazmidu; 2,5 pl
10 uM primeru a zbytok bol doplneny MiliQ vodou do 10 pl. Primery pouzité pre

sekvenovanie boli zhodné s primerami vyuzitymi pre sekvenovanie PCR produktov.

Tab. 7: Zlozenie reakcie za uc¢elom linearizacie vektoru (50 pl).

ZloZenie reakcie Objem (ul)
10x tango pufor 5
Vektor 10 (20 ug)

Smal restrikéna endonukledaza 1 (10U)

Voda 34
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Tab. 8: Zlozenie ligacnej reakcie (20 pl).

ZloZenie ligacnej reakcie Objem (ul)

10x pufor pre T4 DNA ligazu 2
50% PEG 4000 2
Linearizovany vektor 1 (50 ng)
PCR produkt 1(31,5ng)
T4 DNA ligaza 1 (5V)
Voda 13

3.2.3 RozmnoZenie rastlinného materialu

Rastliny identifikované ako mutantné boli néasledne zmnozené pomocou metody
odrezkov za ti¢elom fenotypovych analyz. Spolu s CRISPR-KO rastlinami bol zmnozeny
aj genotyp RSY alinia vyprodukovana v bakalarskej praci pocas predchadzajuceho
studia. Jednalo sa o nadexpresnu liniu exprimujucu konstrukt UBQ10:YFP:cMMKa3.

Z materskych rastlin boli odobraté stonky tak aby obsahovali 3-4 nody a zaroven
obsahovali listy. Zo spodnej Casti boli listy odstranené a stonka bola obalena v prasku na
STIMULAX 1, ktory podporoval zakorenenie rastlin. Stonky boli nésledne umiestnené
do perlitu v plastovych kyblikoch. V perlite bola najprv vytvorena jamka, do ktorej sa
vloZila stonka a nasledne bol perlit k stonke prihrnuty tak aby nedoSlo k odstraneniu
prasku z povrchu stonky. Do jedného kybliku bolo takymto spésobom umiestnenych 6
stoniek. Nasledovalo navlhcenie perlitu vodou, uzavretie kybliku a kultivacia vo
fytotrone. Po 14 diioch bolo moZné pozorovat’ vznikajiice adventivne korene a v tomto
bode bolo potreba pre d’alsi rast koreniov pridat’ tekuté Fahrdeus médium bez obsahu No.
Rastliny boli pestované v kybliku, kym ich korefiovad ststava nebola dostato¢ne
rozvinutd, aby boli schopné d’alej sa rozvijat’ v pode. Pred obdobim presadenia do pody
a pestovania v kvetinaCoch boli rastliny podrobené aklimatizacii v podobe otvarania
kyblikov a predlZzovania doby expozicie okolitému vzduchu vo fytotrone. Po presadeni
boli kvetinace prvé dni obalené priesvitnou foliou tak aby chranila rastliny pred zmenou

vlhkosti vzduchu. Vo f6lii boli postupne vytvarané otvory az bola odstranena uplne.

Takto zmnozené rastliny boli dalej propagované pomocou mechanického

samoopelenia, kedy bol pomocou pinzety vyvijany jemny tlak na kvet kym nedoslo
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k uvolneniu pel'u. Struky boli nasledne zbierané po uschnuti a uskladnené v chladnicke

pri 4 °C.
3.2.4 Analyza hladin transkriptov v mutantnych liniach mpk13

Pre tato analyzu boli vyuzité 2 tyzdnové rastliny A. thaliana pestované v in vitro
podmienkach na 2 MS médiu. Jednotlivé rastliny boli rozdelené na nadzemnu
a podzemnu cast,, ich Casti boli homogenizované v trecej miske za pouzitia tekutého
dusiku a homogenizaty boli uskladnené v eppendorf skiimavkach pri -80 °C. Pre analyzu
boli pouzité rastliny divokého typu Col-0 a T-DNA inzer¢né linie SALK _130193.54.05.x,
SALK 204107, SALK 048680.1, ktorych homozygotnost’ bola overena v predchadzajtcej
bakalarskej praci (Lokajova, 2024).

3.24.1 Izolacia mRNA

Po vybrani vzoriek na I'ad bolo k vzorkdm v digestore pridanych 800 pl TRI reagentu.
Obsah bol zvortexovany a vzorky boli inkubované pocas 5 minut pri laboratdrnej teplote.
Nasledne boli centrifugované za podmienok 12 000 g, 4 °C poc¢as 10 minuat. Supernatant
bol odnaty apreneseny do Ccistych eppendorf skimaviek. Nasledne bolo k nemu
pridanych 80 ul BCP, vzorky boli energicky ru¢ne premieSané a inkubované 10 mintt pri
laboratornej teplote. PoCas inkubacie bolo vhodné ich premieSat’ nakol’ko dochéadzalo
k separacii faz. Nasledovala centrifugacia pri 12 000 g, 4 °C pocas 15 mintt. Vodna faza,
ktora sa nachadzala vo vrchnej Casti skimavky bola odobraté a nasledne bol k nej pridany
100% izopropanol v taktom objeme, ktory odpovedal 70% objemu odobratej vodnej fazy.
Vzorky boli premieSané pipetou a inkubované 5 minut pri laboratornej teplote. Vzorky
boli d’alej centrifugované pri 12 000 g, 4 °C pocas 8 minut. Supernatant bol odstraneny
a k peletu bol pridany 1 ml 75% etanolu. Vzorky boli jemne premiesané tak aby sa pelet
odlepil od steny skimavky a inkubované 1 hodinu pri laboratoérnej teplote. Po ubehnutej
inkubacii boli vzorky centrifugované za ticelom usadenia peletu, v ktorom sa nachadzala
RNA. Podmienky centrifugacie boli 7500 g pri 4 °C poc¢as 5 minut. Etanol bol odstraneny
a otvorené¢ eppendorf skimavky boli ponechané v digestore za ucelom vyparenia

zvyskového etanolu. Pelet bol nasledne rozpusteny v 30 pl MiliQ vody.

Koncentracia vzoriek bola zmerana pomocou nanodropu a ¢ast’ vzoriek bola odobrana
za ucelom zbavenia vzoriek DNA. Do reakcie bol odobrany taky objem vzorky, ktory
obsahoval 2000 ng. Zlozenie reakcie je uvedené v tabulke €. 9. Reakcia prebiehala pocas

40 minat pri 37 °C a ukoncenie reakcie prebehlo pridanim 2 ul EDTA (50 mM) a
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naslednou inkubaciou 10 minat pri teplote 70 °C. Zbytok vzoriek bol uskladneny

na -80 °C pre d’alSie experimenty.

Takto oSetrené vzorky boli nasledne podrobené agarozovej gélovej elektroforéze. 2 pul
vzorky boli zmiesané s LD a vizualizované pomocou Midori Green. Elektroforéza sluzila

pre kontrolu integrity RNA a potvrdenie odstranenia gDNA.

Tab. 9: Zlozenie reakcie 0 objeme 20 pl za icelom precistenia izolovanej RNA od DNA

ZloZenie reakcie Objem (ul)
10x pufor s MgCl, pre DNazu 1 2
DNaza 2 (2V)
RNA Objem obsahujuci 2000 ng
Voda Doplnit’ do 20 pl
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3.24.2  Prepis mRNA do cDNA
Nakol’ko sa jedna o reakciu s linearnym priebehom bolo potrebné v prvom kroku osetrit’
RNA pomocu oligodT primeru tak, aby bola mozna polymeracia v kroku druhom. Primer
zlozeny z 18 tyminov nasadé na polyadenylovny koniec mRNA a vytvara tak podmienky
vhodné pre polymeraciu pomocou reverznej transkriptazy (RT) v podobe vol'ného 3’'OH

konca. Zlozenie prvej reakcie st uvedené v tabulke ¢. 10.

V druhom kroku prebiehala samotna syntéza cDNA pomocou RT. Reak¢énd zmes
obsahujtca potrebné komponenty bola v objeme 10 ul pridana k zmesi RNA z prvého
kroku a nasledne prebichal prepis pocas 3 hodin pri teplote 42 °C. Zlozenie reakénej
zmesy je uvedené v tabul’ke €. 11. Nasledne boli vzorky podrobené inaktivacii RT a to 10
minut pri teplote 70 °C. K vzorkdm v objeme 20 pl bolo néasledne pridanych 60 pl MiliQ
vody. Takto 4x zriedené vzorky boli vhodné pre semi qPCR pripadne boli riedené este
dodato¢ne 10x (10 ul vzorky + 90 ul MiliQ vody) za ucelom pripravy pre RT-gPCR.

Tab. 10: Zlozenie prvej reakcie s cielom zaviest’ oligodT na polyA koniec. Objem reakcie bol
10 pl

ZlozZenie reakcie Objem (ul)
oligodT primer (100 pM) 0,5
RNA 8,5
MiliQ voda 1

Tab. 11: Zlozenie druhej reakcie pre syntézu cDNA. Objem reakcie tvoril 10 ul a bol spojeny
s reakciou prvou. Celkovy objem tak tvoril 20 ul

ZlozZenie reakcie  Objem (ul)

5x pufor M-MLV 4
RNazine 0,4
M-MLV RT 0,4
10 mM dNTPs 1
MiliQ voda 4,2
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3.243 SemigPCR
Semi qPCR bola vyuzitda pre potvrdenie pritomnosti transkriptov génu MPK13 gj
v T-DNA inzer¢nych mutantnych liniach a pre overenie prepisu do cDNA. Taktiez bola
tato metoda vyuzitd pre overenie funkcnosti primerov pre RT-qPCR analyzu. ZloZenie
PCR reakcie a nastavenie programu st uvedené v tabul’kach ¢. 12 a 13. Primery vyuzité

pre tuto reakciu su uvedené v tabul’ke ¢. 14.

Tab. 12: Zlozenie PCR reakcie pre semiQ PCR

ZloZenie PCR reakcie Objem (ul)

PCR voda 5,75
10x dTaq pufor 1
10 mM dNTPs 0,2
Forward primer 0,5
Reverse primer 0,5

Polymeraza dTaq 0,05
Templat 2

Tab. 13: Program semi qPCR reakcie

Faza Teplota (°C) Cas (s) Pocet opakovani
Inicidlna denaturacia 95 180 1x
Denaturacia 95 30
Nasadanie primerov 53,9-59,2 30 35X
Polymericia 72 75
Finalna polymeracia 72 900 1x
Schladenie vzorky 12 0
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Tab. 14: Zoznam pouzitych primerov a ich sekvencie pre semi gPCR

Nazov primeru Sekvencia Teplota anelacie (°C)
MPK13_Fw ATGGAGAAAAGGGAAGATGGAG 59,4
MPK13 Rev_short TTAAGGTTTTAATTTGCTTACCTCAG 56,1
gPCR_MPK13_Rev3 GAAGGATCGAAAACTAGCATC 56
gPCR_UBQ10_Fw CGTTAAAACCCTAACGGGAA 55,6
gPCR_UBQ10_Rev CAGCAAGAGTTCTGCCAT 53,9
gPCR_MPK13_Fwl GAAGATGGAGGGATCTTGAC 55
gPCR_MPK13_Rev1 TTGATCTCTCGGAGAGTTCT 54,5
gPCR_MPK13_Fw2 TTTCCCACATGGATCATGAC 54,9
gPCR_MPK13 Rev2  CTGACAATGGTCATCAGTTAGAG 57,3
gPCR_MPK13 Fw3 GGTAAAGATTACGTTCAGCAG 55,8
gPCR_MPK13_Rev3 GAAGGATCGAAAACTAGCATC 56

3244 RT-gPCR
Prvy krok v pripade RT-qPCR experimentu bola analyza eficiencie primerov a vyber

vhodnych referenénych génov. Nasledne bolo pristipené k samotnému experimentu.

V pripade analyzy primerov je pouZivany iba jedna templatova cDNA a to v ro6znych
koncentraciach. Po vyhodnoteni hodné6t Ct je mozné urcit’ s akou eficienciou je templat
amplifikovany a tak ur¢it vhodnost’ primerov pre analyzu. Na druhej strane vyber
vhodnych referenénych génov obnasSa pouzitie vSetkych skiimanych templatov cDNA
a vSetkych primerov pre potencialne referencne gény. Pomocou nastroja RefFinder je
nasledne mozné vyhodnotit’, ktoré referecné gény vykazuju nemennu hladinu napriec¢

vSetkymi vzorkami.

Samotna reakénd zmes (d’alej oznaCovand ako primarna) bola vzdy vopred pripravena
na 3 opakovania experimentu. Medzi jednotlivymi experimentami bola uskladnena
Vv chladnicke v eppendorf skimavke obalenej hlinikovou foliou. Jej zloZenie je uvedené
v tabulke ¢. 15, pricom zloZenie je upravené tak aby odpovedalo nastaveniu pristroja,
ktory pracuje v méde ,,low-ROX*. Pred kazdym experimentom bolo odobratych 150 pl
primarnej zmesi a zmie$anych so sekundarnou zmesou primerov o0 objeme 50 pl
(zloZzenie uvedené v tabulke ¢. °15). Vysledna zmes objeme 200 ul bola nasledne
rozpipetovand na dno jednotlivych jamok po 8 ul, ¢o zodpovedalo 24 jamkdm podla

navrhu templatu experimentu. Takto boli pripravené 4 typy zmesi. Dve pre dvojicu
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referenénych génov adve pre dvojicu génov zdujmu. Po rozpipetovani vsetkych
reakénych zmesi bola na steny jamok pipetovana cDNA. Nésledne bola platnicka
zalepena optickou foliou, sto¢ena v centrifuge pocas 10 sekind a umiestnena do pristroja
s vopred nahratym programom pre experiment. Program reakcie a jeho fazy su uvedené
Vv tabul’ke €. 16.

Vyhodnotenie experimentu prebiehalo pomocou softwarov DA2 a DataAssist.

Tab. 15: Zlozenie primarnej a sekundarnej reakénej zmesi

Primarna reak¢éna zmes Objem (ul)

2x ImmoMuix 1667

500x ROX 6,67

100x SYBR green 33,3

MiliQ voda 293,3

Sekundarna reakéna zmes primerov

Forward primer 12,5

Reverse primer 12,5
MiliQ voda 25

Tab. 16: Program RT-qPCR analyzy. *po uplynuti doby v tomto kroku dochadzalo k zberu
dat, k zberu dat dochadzalo takisto medzi krokom nasadania primerov a disociaciou.

Teplota Cas Pocet
Faza
°O) (s) opakovani
Zaciatok
] Inicidlna denaturacia 95 10 1x
experimentu

Denaturacia 95 15
PCR Nasadanie primerov a 40x

) ) 60 60*

amplifikécia
) ) Denaturacia 95 15
Meranie teplotnej S
) Nasadanie primerov 60 60 1x
krivky
Disociacia 95 1
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3.2.5 Molekularne klonovanie metédou Multisite Gateway

Konstrukty boli pripravené s vyuzitim trojkomponentového a jednokomponentového
klonovacieho systému ,,Multisite Gateway® Three-Fragment Vector Construction Kit
Using Gateway® Technology to simultaneously clone multiple DNA fragments®, verzia
D. Tento typ klonovania bol vyuzity aj bakalarskej praci (Lokajova, 2024) a jeho blizsi
postup je uvedeny v prilohach (9.1.2)

Pre tvorbu vstupnych klonov boli pouzité donorové vektory: pDONR P4-P1R za
ucelom klonovania do A fragmentu (promotor) a pDONR207, pDONR221 pre
klonovanie do B fragmentu a pDONR P2R-P3 pre klonovanie do C fragmentu. Pre
klonovanie jednokomponentového systému bol vyuzity vektor pPDONR207 kvoli potrebe

odlisit’ antibiotick rezistenciu medzi vstupnym a donorovym vektorom.

3.25.1 Agardzova gélova elektroforéza
Tato metoda sa vyuziva predovsetkym na vizualizdciu DNA fragmentov vzniknutych
pocas PCR amplifikacie, genotypiza¢nych postupov alebo po restrikénom Stiepeni. Blizsi

postup pripravy vzoriek je zhrnuty v prilohach (9.1.3)

Samotna separacia DNA fragmentov sa uskuto¢iiovala v 1xTAE tlmivom roztoku v
elektroforetickej stprave Sub-Cell® GT Cell napojenej na zdroj PowerPac™ Basic.
Experiment prebiehal pri konitantnom napiti 90 V, o zodpovedalo pradu 400 mA. Dizka
elektroforézy sa pohybovala v rozmedzi 3045 minat v zavislosti od pozadovaného
rozliSenia fragmentov. Po ukonceni behu bol gél premiestneny na fotodosku a
analyzovany pomocou zariadenia Gel Doc™ EZ Imager s vyuzitim softvéru Image

Lab™,

3.25.2  Priprava PCR produktu pre BP reakciu
Polymerazova retazova reakcia (PCR) bola realizovana s cielom amplifikacie génu
zauyjmu, pricom hlavnym tucelom bolo zavedenie rekombinaénych sekvencii do

pozadovanych tsekov génu. Jej detailny popis je uvedeny v prilohe v kapitole 9.1.4.

Primery pouzité pre PCR reakciu su uvedené v tabul’ke ¢. 17 a program samotnej PCR

reakcie je uvedeny v tabulke €. 19, pri€om jej zloZenie je zhrnuté v tabulke €. 18.
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Tab. 17: Sekvencie pouzitych primerov pre PCR reakciu za t¢elom klonovania MPK13 do

vstupnych klonov

Nazov primeru

sekvencia

Teplota

anelacie (°C)

MPK13_Afr_Fw_ GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTT 57,4
longer GAAAGAGCTGACGATAATAACG
MPK13_Afr_Fw_ GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTT 51,7
shorter GAATTCTCTGATCCTTAATATG
MPK13_Afr_Rev GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTG 55,2
ACTCTTCTTTGGAAGAAGAA
MPK13_Bfr_Fw GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA 57,6
GGCTATATGGAGAAAAGGGAAGATG
MPK13_Bfr_Rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCT 55,8
GGGTACATATTCTTGAAGTGTAAAGAC
MPK13_Cfr_Fw GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTG 57,6
GTTATGGAGAAAAGGGAAGATG
MPK13_Cfr_Rev GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTT 58,3
GTTTACATATTCTTGAAGTGTAAAGAC
MPK13_Cfr_3UTR_ GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTT 55

Rev

GTGAGATGTTTTCACGTTTAAT

Tab. 18: Zlozenie PCR reakcie za u¢elom amplifikacie génu MPK13

ZloZenie PCR reakcie Objem (ul)

PCR voda 31,5

5x pufor HF Phusion 10
10 mM dNTPs 1
Forward primer 2,5
Reverse primer 2,5
Polymeraza Phusion 0,5

Templat (25 ng/pl)

2
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Tab. 19: Teplotny program zvoleny pre PCR reakciu so zvolenym teplotnym gradientom
Vv pripade fazy nasadania za u¢elom amplifikacie génu MPK13

Faza Teplota (°C) Cas (s) Pocet opakovani
Inicialna denaturacia 98 30 1x
Denaturacia 98 10
Nasadanie primerov 51-58 10 35x
Polymericia 72 60
Finalna polymeracia 72 600 1x
Schladenie vzorky 4 o0

3.25.3 Rekombinacné reakcie (BP a LR reakcia)
Rekombinaéné reakcie predstavuju zakladnu Cast’ pripravy klonov, pri¢om sa vyuzivaji
dve odlisné metody — BP a LR reakcia. Ich detailny priebeh je uvedeny v prilohach
(9.1.5). BP reakcia je pouzivana pre tvorbu vstupnych klonov nestcich jednotlivé Casti
finalneho konstruktu ako je napriklad promotor, gén zaujmu alebo fluorescen¢né znacka,
ktoré sa nasledne m6zu kombinovat’ a zostavovat’ do jedného expresného klonu o troch

komponentoch v LR reakcii.

Reakcie prebiehaju pocas noci v cykléri pri 25°C. Finalny objem kaZdej reakcie je
10 ul. Obsah BP reakcie spoc¢iva v PCR produkte a prazdnom donorovom vektore, do
ktorého je PCR produkt klonovany pomocou BP klonazy. V pripade LR reakcie su
Vv zmesi pritomné Zelané vstupné klony a prazdny expresny vektor, do ktorého su
pomocou LR klonazy dané vstupné vektory inkorporované. Reakcie su zastavené v oboch
pripadoch rovnako ato pridanim 1 pl proteindzy K (sucast’ kitu) a naslednou
10-minatovou inkubéciou pri 37 °C. V oboch pripadoch sa vyuziva selekcia produktov
skrz transformaciu kompetentnych buniek E. coli a naslednej kultivacii kolonii na tuhom

LB médiu s prislusnym selekénym antibiotikom.

Spravnost’ vysledného produktu sa nasledne potvrdzovala restrikénou analyzou

izolovanej plazmidovej DNA a sekvenovanim Sangerovou metodou.
3.2.6 Priprava elektrokompetentnych buniek

Za ucelom pripravy elektrokompetentnych buniek E. coli kmena TOP10 bola najprv
vytvorena Startovacia kultiira pomocou kryokonzervy uchovanej na -80°C Kryokonzerva
obsahujuca 100 pl kultary bola sterilne pomocou automatickej pipety prenesena do 2

plastovych skiimaviek 0 objeme 50 ml s 10 ml tekutého LB média bez obsahu antibiotik
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(50 pl/10 ml média). Kultary boli Kkultivované pocas noci pri 37°C a 200 RPM
Vv inkubdatore ES-20.

Na druhy den rano bolo 5 ml kultury prenesenych v sterilnom prostredi flowboxu do
sterilnych Erlenmeyerovych bank 0 objeme 250 ml. Nasledne bol objem doplneny do 50
ml LB médiom bez pridavku antibiotik. Prebehla kultivacia pri 37°C a 150 rpm do bodu
kym ODeoo nedosiahlo hodnotu 0,5-0,6. Kultury boli preliate do 50 ml sterilnych
Falkonovych sktimaviek a ponechané na l'ade pocas 15tich mintt a po uplynuti doby

centrifugované 10 minut pri 3500 g vo vopred vychladenej centrifuge na 4°C.

Supernatant bol opatrne odliaty a k peletu bolo pridanych 50 ml sterilnej MiliQ vody
(50 ml na 50 ml kultary). Pomocou vortexu bol pelet rozsuspendovany a kultiry boli opat’
centrifugované za rovnakych podmienok. Supernatant bol opatrne a sterilne odstraneny
pipetou a predchadzajtici krok bol zopakovany este raz za u¢elom premytia. Nasledne bol
supernatant opdt’ odstraneny a k peletu v jednej skimavke bolo pridanych 4 ml 10%
sterilného glycerolu. Objem sa po rozsuspendovani presunul do skiimavky ¢. 2 a v tomto
objeme bol nasledne rozsuspendovany aj druhy pelet. Takto sa postupovalo aj s tretou

a Stvrtou skamavkou.

Nasledne bola zmerana hodnota ODego pomocou spektrofotometra. Idealna
koncentricia takto pripravenej kultiry predstavovala 2x10'! buniek/ml. Kultara bola
doriedend na tuto koncentraciu apo 100 pl bola sterilne za staleho chladenia
rozpipetovand do 1,5 ml vopred vychladenych eppendorf skimaviek na -20°C. Tie boli

nasledne zmrazené v tekutom dusiku a uschované pri -80°C.
3.2.7 Transformacia kompetentnych buniek E. coli

Na transformaciu sa pouzili chemokompetentné bunky E. coli kmenov DH5a a TOP10.
Do 100 pl vopred pripravenych (pocas bakalarskej prace) a Ciastocne rozmrazenych
buniek bolo pridanych 2 ul ukoncenej BP reakcie. Eppendorf skimavky sa nasledne
ponechali na 'ade po dobu 30 minut, pricom boli ob¢as jemne premiesané. Po tejto
inkubacii nasledoval teplotny Sok. Skumavky sa na 60 sekund vlozili do termobloku
vyhriateho na 42 °C a nasledne sa opdt’ ochladili na 'ade po dobu 2 minut. Do kazdej

skiamavky sa potom pridalo 150 pl S.0.C. média.

Transformacia elektrokompetentnych buniek prebiehala pomocou elektroporacnych

kyviet a elektroporatora. K nie Gplne rozmrznutym bunkam bol pridany 1ul produktu
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rekombinacnej reakcie a obsah bol premieSany pomocou malej Pasteurovej pipety, ktora
bola sucast’ou balenia elektroporaénych kyviet. Nasledne prebehla inkubécia buniek na
I'ade po dobu 1 minaty. Na l'ade boli taktiez vychladené aj elekroporacné kyvety. Po
inkubacii buniek bol pomocou pipety cely objem preneseny do elektroporacnej kyvety.
Ta bolauzavreta, obsah bol sklepany a kyveta bola osusend. Po vlozeni do elektroporatora
bol zvoleny program Ec2, ¢o odpoveda podmienkam 1600 kV po dobu 5 ms. Po samotne;j
elektroporacii bolo k bunkam v kyvete pridany 1 ml SOC média. Ten bol nésledne
preneseny do 2 ml Eppendorf skimavky, uzdver skimavky bol oblepeny parafilmom

a skiimavka bola upevnena v horizontalnej polohe na stojan.

Vzorky boli fixované na trepacke a inkubované pri 37 °C pocas 90 mintt pri neustalom
mieSani (200 RPM). Po inkubacii sa cely objem kazdej vzorky sterilne vo flowboxe
preniesol automatickou pipetou na Petriho misky obsahujuce LB médium s prislusnym
antibiotikom. Na rovnomerné rozotretie po povrchu média sa pouzila jednorazova
bakteriologicka hokejka. Po zaschnuti zvy$kového média boli Petriho misky obratene

(médiom nahor) umiestnené do inkubatora a kultivované cez noc pri 37 °C

V pripade transformacie za vyuzitia elektroporacnych kyviet je kyvety potrebné umyt’
a nasledne je ich mozné pouzit pre transformaciu opakovane. Cistenie kyviet prebiehalo
najprv pomocou 70% etanolu kedy bol objem kyvety naplneny etanolom a nésledne
vyliaty do tekut¢tho GMO odpadu. Tento krok sa opakoval trikrat. Néasledne sa proces
opakoval, ale s destilovanou vodou. Do kyviet sa nasledne napipetovala 0,3 M HCI
a kyvety sa nechali inkubovat’ v digestore. Obsah sa nasledne 3x vymyl destilovanou
vodou a nasledne 3x 70% etanolom. Kyvety sa omyli taktiez 96% ethanolom a nechali sa
vyschnut’ v prostredi flowboxu, pri¢om pre lepsi ucinok sterilizacie je mozné ich tam

ponechat’ aj pri samotnej sterilizacii flowboxu UV svetlom.
3.2.8 PCR Kkolénii

PCR kolénii (,,colony PCR*) sluzi na identifikdciu transformovanych bakteridlnych

kol6nii, ktoré obsahuju spravne rekombinovany plazmid s pozadovanym inzertom.

Kolbnie vyrastené na Petriho miskach s tuhym LB médiom doplnenym o prislusné
selekéné antibiotikd boli najprv spocitané a oznacené ¢islami. Z kazdej kolonie bola mala
Cast’ prenesena pomocou sterilnych SpiCiek z automatickej pipety do PCR skumaviek

obsahujucich 10 ul PCR vody. Pomocou pipetovania bol bakteridlny material dokladne
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rozsuspendovany, ¢im vznikla zmes sliziaca ako templat pre nasledni PCR reakciu.
Pouzité primery aich sekvencie, zlozenie reakcie a nastavenie programu je uvedené
Vv tabul’ke ¢.20, 21 a 22 v danom poradi.

Tab. 20: Pouzité primery pre PCR kolonii a ich sekvencie

Teplota anelacie

nazov sekvencia ©C)
SeqMe_M13Fw TGTAAAACGACGGCCAGT 56,5
gPCR_MPK13_Fw3 GGTAAAGATTACGTTCAGCAG 55,8

Tab. 21: Zlozenie PCR reakcie za pouzitia DreamTaq polymerazy pre PCR kolonii

ZloZenie PCR reakcie Objem (ul)

PCR voda 6,75
10x DreamTagq pufor 1
10 mM dNTPs 0,2
Forward primer 0,5
Reverse primer 0,5
Polymeraza dTaq 0,05
Templat 1

Tab. 22: Teplotny program cykléru pouzity pre PCR kolonii

Faza Teplota (°C) Cas (s) Pocet opakovani
Inicidlna denaturacia 95 60 1x
Denaturacia 95 30
Nasadanie primerov 55,8 30 40x
Polymeracia 72 60
Finalna polymeracia 72 10 1x
Schladenie vzorky 4 0
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3.2.9 Izolacia plazmidovej DNA

3.29.1  Izolacia pDNA
Na izolaciu plazmidovej DNA bola vyuzitd bakterialna kultara (zdrojom kultary bola
kolonia E. coli narastena na tuhom LB médiu v Petriho miske po transformacii)
kultivovana cez noc v tekutom LB médiu doplnenom o prislusné selekéné antibiotika.
Kultivacia prebiehala pri teplote 37 °C za neustdleho trepania (200 RPM).Kolénia bola
prenesena do tekutého média sterilnym Sparadlom, ktoré sa po odpichnuti ponorilo do

skiimavky s LB médiom a ponechalo sa v nej pocas celej inkubacie.

Nasledna izolacia plazmidovej DNA prebiehala pomocou protokolu P1P2P3

zaloZeného na protokole kitu Qiagen (uvedeny v prilohach v kapitole 9.1.7)
3.2.10 Restrikéné Stiepenie plazmidov

Pozitivne klony boli vyhodnocované na zéklade zhody medzi in silico predikovanymi

Stiepnymi fragmentami a pozorovanymi Stiepnymi fragmentmi jednotlivych plazmidov.

Reak¢nd zmes urcend na restrikéné Stiepenie mala findlny objem 10 pl a pozostavala
zo 6,8 ul PCR H:0, 1 pl tlmivého roztoku kompatibilného s pouzitou restrikénou
endonukledzou; 0,2 pl restrikéného enzymu a 2 pl plazmidovej vzorky. V pripade

st¢asného pouzitia dvoch endonukledz sa objem kazdého enzymu znizil na 0,1 pl.

Vzorky boli nasledne inkubované pri optimalnej teplote enzymu a potom dochadzalo

K ich separacii na agar6zovom géli.

3.2.11 Transformacia chemokompetentnych buniek Agrobacterium

tumefaciens

V pripade transformacie buniek A. tumefaciens anaslednej transformacie listov

N. benthamiana bol pouzity rovnaky postup ako v bakalarskej praci (Lokajova, 2024)

Na transformaciu bol pouzity kmen Agrobacterium tumefaciens GVV301, pri¢om baktérie
boli transformované plazmidom izolovanym metédou P1P2P3 (kapitola 3.2.9.1).
Chemokompetentné bunky uchovavané pri —80 °C boli najprv umiestnené na l'ad na
priblizne 2 mintty, aby sa mierne rozmrazili. Do takto pripravenych buniek bolo nésledne
automatickou pipetou pridanych 10 pl izolovaného, neprecisteného plazmidu. Skiimavky

s bunkami zostali ulozené na I'ade po dobu 30 minut.
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Po tejto inkubdcii boli prenesené do tekutého dusika na 5 mintit a nasledne ponechané
pri izbovej teplote d’alsich 10 minut. Potom bolo do kazdej skimavky pridanych 150 ul
S.0.C. média. Skimavky umiestnené horizontalne na pevnej podlozke sa inkubovali pri
28 °C a 200 RPM. Po dvojhodinovej inkubacii bol cely objem skimavky rozotrety
sterilnou hokejkou na povrch tuhého LB média obsahujuceho prislusné selekéné

antibiotika.

Petriho misky sa kultivovali obratené médiom nahor pocas dvoch noci pri teplote

28°C. Ziskané¢ kultury sa nasledne vyuzili na tranzientnu aj stabilna transforméciu.
3.2.12 Tranzientna transformacia listov N. benthamiana

Na transformaciu bola pouzita kultira A. tumefaciens obsahujica pozadovany
plazmid. Do sterilnej plastovej skimavky (50 ml) s 10 ml tekutého LB média doplnené¢ho
o prislusné selekéné antibiotikd bolo inokulovanych 15 pl bakteridlnej kultiry. Paralelne
bola pripravena kontrola v 2 ml Eppendorf skimavke, ktora obsahovala len LB médium
s antibiotikom. Takto pripravené vzorky boli inkubované spolu s kontrolou cez noc

(priblizne 16 hodin) pri 28 °C a 180 RPM.

Na druhy denn prebehla centrifugéacia kultar pri 4 °C a 3000 g pocas 10 minut.
Supernatant bol opatrne odstraneny a pelet rozpusteny pomocou vortexu v 1 ml
infiltracného média. Tento postup centrifugacie a resuspendacie sa zopakoval eSte raz za
rovnakych podmienok. Z pripravenych vzoriek bola nasledne merana hodnota OD600
oproti Cistému médiu. Pred samotnou infiltraciou boli vzorky nechdvané inkubovat’ 2
hodiny v tme pri laboratornej teplote. Potom sa kultary nariedili v infiltracnom médiu na

finalny objem 2 ml tak, aby kone¢na hodnota OD600 dosahovala 0,7.

Pripravené suspenzie sa nasledne aplikovali na spodnt (abaxidlnu) stranu listov
N. benthamiana pomocou plastovej striekacky. Pre lepsie prenikanie baktérii do listového
pletiva sa rastliny v deil experimentu rano intenzivne zaliali, ¢im sa podporilo otvorenie

prieduchov. Miesta aplikacie boli na hornej (adaxialnej) strane listov vyznacené fixkou.
3.2.13 Analyza fznych proteinov

Analyza fuznych proteinov prebiehala do velkej miery podl'a protokolu uvedeného
v bakalarskej praci (Lokajova, 2024). V tejto praci bol modifikovany proces

imunoblotovania.
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3.2.13.1 Extrakcia proteinov
Proteiny boli izolované z tranzientne transformovanych listov N. benthamiana, pripadne
z listov M. sativa. Rastlinny material bol homogenizovany v trecej miske v tekutom
dusiku. Ziskany jemny praSok pouzity na extrakciu proteinov alebo uskladneny

v Eppendorf skamavkach pri -80 °C.

V pripade extrakcie bol k homogenizatom pridany extrakény roztok E s obsahom
inhibitoru proteaz Complete Tablets EDTA free a redukéného c¢inidlo DTT (0,1 M).
Vychladeny roztok E bol v objeme 100 pl pridany k homogenizatu chladenému na l'ade.
Vzorky boli premiesané vortexom, kratko sto¢ené na stolnej centrifuge (,,short spin®) a

nasledne inkubované na I'ade poc¢as 30 minut.

Po inkubdcii boli vzorky centrifugované pri 4 °C a 7000 g pocas 10 minut vo vopred
vychladenej centrifuge ScanSpeed 1730R Refrigerated microcentrifuge. Ziskany
supernatant bol automatickou pipetou preneseny do Cistej, vopred vychladenej 1,5 ml

Eppendorfovej skimavky. Takto pripravené vzorky boli uskladnené pri -20 °C.

Pre extrakciu proteinov za ucelom analyzy pomocou NATIVE PAGE bol vyuzity

fosfatovy tlmivy roztok a postup extrakcie prebiehal za rovnakych podmienok.

3.2.13.2 Stanovenie koncentricie proteinov
Za tymto ucelom bola vyuzita Bradfordova metdda. Protein Assay Dye Reagent
Concentrate bol pred pouZitim nariedeny MiliQ vodou v pomere 1:4. Pripraveny roztok
bol nésledne rozpipetovany po 299 ul do jamiek 92-jamkovej mikrodosticky a do kazde;j
jamky bol pridany 1 pl prislusnej proteinovej vzorky. Ako blank bolo pouzité ¢inidlo s
pridavkom 1 pl extrakéného roztoku E. Obsah jamiek bol dokladne premieSany a po 10
minatove] inkubacii pri laboratornej teplote bola na pristroji Tecan Infinite F200

Fluorescence Microplate Reader zmerana absorbancia pri vinovej dizke 595 nm.

Na zaklade kalibra¢nej krivky vytvorenej zo Standardov BSA so znamou
koncentraciou bola zostrojena rovnica grafu, pomocou ktorej sa vypocitali koncentracie
proteinov v jednotlivych vzorkdch z nameranych hodnét absorbancie. Takto uréené
koncentracie boli nésledne pouZzité na nanesenie rovnakého mnoZstva proteinov do

jednotlivych jamiek gélu.
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3.2.13.3 SDS-PAGE
V ramci pripravy proteinovych vzoriek pre SDS-PAGE boli izolované proteiny zmieSané
s ¢inidlom 4x Laemmli Sample Buffer (LSB). LSB obsahovalo 20% 2-merkaptopetanol
(2-ME). Nasledne boli vzorky zmieSané s LSB v pomere 1:3. Vzorky boli denaturované
pri 95°C pocas 3 minlt v termobloku. Po denaturécii boli vzorky ochladené na l'ade a

nasledne uskladnené pri -20°C.

Separacia vzoriek prebiehala v aparatire Mini-PROTEAN® Tetra Cell. Do nej boli
vlozené¢ vopred pripravené 10% polyakrylamidové gély a vana bola naplnendlx
elektroforetickym pufrom. Ako proteinovy Standard bol pouzity Precision Plus Protein™
Dual Xtra Standards. V pripade vzoriek bolo pouzit¢é mnozstvo zodpovedajuce 20 pg.
Elektroforéza prebiehala prvych 10 minuat pri konstantnom napéti 100 V a nésledne pri
180 V pocas 70 minut. Aparatira bola napojena na zdroj PowerPac™ HC High-Current
Power Supply. V aparatire boli pocas separacie vlozené chladiace bloky vopred

vychladené na -20°C.

3.2.13.4 Nativna elektroforéza
V pripade elektroforetickej separacie proteinov za G¢elom analyzy ,,native PAGE*
boli vyuzité gély bez obsahu BFB, SDS a taktiez nebolo pouzité ¢inidlo LSB. Podmienky
separacie prebiehali rovnako ako v kapitole SDS PAGE (3.2.13.3). Po ukonéeni separacie
boli gély premyté v MiliQ vode anasledne vyfotené pomocou ChemiDocTM MP
Imaging System programom Pro-Q Emerald 488.

3.2.13.5 Western-blot
PVDF membrany s rozmermi 8,5 cm x 6 cm boli najskér aktivované ponorenim do
metanolu na 30 sekiund. Nasledne boli membrany vloZené do transférovych kaziet medzi
dva filtratné papiere tak, aby membrana smerovala k anode, pricom polyakrylamidové
gély neslice separované proteiny v prostredi SDS boli umiestnené na stranu katody.
Vsetky komponenty (membrany, filtracné papiere aj gély) boli vopred namocené v 1x
transférovom tlmivom roztoku s obsahom metanolu. Pomocou val¢eka boli priebezne

vytlacané vzduchové bubliny, aby sa zabezpecil o najlepsi kontakt jednotlivych vrstiev.

Kazety boli nasledne vlozené do aparatiry Mini Trans-Blot® Cell pripojenej na zdroj
PowerPac™ HC High-Current Power Supply. Transfer prebiehal pocas noci pri 4°C pri
konstantnom napéti 24 V, pri¢om prvych a poslednych 10 mintt transferu prebiehalo pri

100 V. Aparatira bola pocas transferu umiestnena v chladnicke.
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Membrany boli po ukonceni transferu premyté v TBS tlmivom roztoku a nasledne
blokované v 25 ml 5% roztoku mlieka rozpusteného v TBS-T. Blokacia prebichala cez
noc pri 4°C na trepacke pri rychlosti 10 RPM. Na druhy den rano boli membrany premyté
v TBS-T a pokracovalo sa imunodetekciou pomocou Specifickych protilatok. Ku kazdej
membrane bolo pridanych 12,5 ml primarnej mysej protilatky Specifickej vo¢i GFP (anti-
GFP), ktora bola pripravend v 1% roztoku mlieka a riedend v pomere 1:2000. Membrany
boli s primarnou protilatkou inkubované 1,5 hodiny na trepacke Mr-12 Rocker-Shaker
pri 10 RPM. Po inkubacii nasledovalo premytie membran v TBS-T timivom roztoku 5x5
minut pri 40 RPM. Po premyti nasledovala inkubacia so sekundarnou protilatkou
Specifickou vo¢i mySej protilatke. Anti-mouse sekundarna protilatka bola pripravena v
1% roztoku mlieka v TBS-T pri riedeni 1:4000. Kazda membrana bola inkubovana v 12,5
ml roztoku sekundarnej protilatky poc¢as 1,5 hodiny na trepacke pri 10 RPM. Po inkubacii
nasledovalo premytie membran 4x5 minut v TBS-T pri 40 RPM.

Na detekciu proteinov bol pouzity chemiluminiscenény substrat Clarity™ Western
ECL Substrate, ktory pozostaval z peroxidu vodika a luminolu zmie$anych v pomere 1:1.
Membrany boli v tomto roztoku inkubované 2 minuty a nasledne bol signal zaznamenany
pomocou pristroja ChemiDoc™ MP Imaging System, ktory detegoval produkt reakcie vo

forme luminiscencie.
3.2.14 Mikroskopicka analyza

Na overenie expresie pripravenych konstruktov bol pouzity epifluorescenény mikroskop
Axio Imager.M2. Pozorovanie rastlinného materialu sa uskutocnilo tri dni po

uskuto€nenej transformacii.

Z listov po tranzientnej transformacii bol pripraveny mikroskopicky preparat tak, aby
obsahoval cast’ infiltrovanej oblasti a zaroven aj neinfiltrovanu Cast’, ktora sluzila ako
kontrola autofluorescencie. Vystrihnuty fragment listu bol ulozeny na podlozné sklicko
abaxidlnou stranou smerom k objektivu. Na povrch listu sa aplikovala kvapka vody a

preparat bol prekryty krycim sklickom.
3.2.15 Povrchova sterilizacia semien A. thaliana

Semena Arabidopsis thaliana boli umiestnené do 1,5 ml Eppendorf skimavky, do ktorej
sa nasledne pridalo 1 ml 70 % etanolu. Skumavka so semenami bola trepana

Vv aseptickych podmienkach po dobu 5 minut. Po odstraneni roztoku bol objem nahradeny
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1 ml 96 % etanolu a semend sa opét’ trepali, tentoraz 1 minatu. Nasledne prebehlo

trojnasobné premytie sterilnou MiliQ vodou.

Premyté semend boli pomocou automatickej pipety prenesené na sterilny filtraény
papier ulozeny v Petriho miske. Po ich dokladnom vysuseni boli misky uzavreté

parafilmom a ulozené v chladnicke pri teplote 4 °C.

3.2.15.1 Kultivacia A. thaliana v in vitro podmienkach
Sterilizované semena boli pomocou sterilnych $paradiel v aseptickych podmienkach
prenesené na povrch 2 MS média. Petriho misky boli uzavreté chirurgickou paskou a
uloZen¢ do chladni¢ky za uc¢elom stratifikacie. Tento proces prebiehal pri 4 °C pocas 1-2
dni. Po ukonceni stratifikdcie boli misky premiestnené do fytotronu, kde prebiehala
kultivacia rastlin pri stabilnych podmienkach — teplota 21 °C, fotoperiéda 16/8 h

(svetlo/tma), relativna vlhkost’ 70 % a intenzita osvetlenia 80 pmol/m?/s.
3.2.16 Fenotypova analyza rastlin A. thaliana

Pre analyzu boli vyuzité tri T-DNA inzeréné linie SALK pre gén MPK13 (SALK_
130193, SALK_204107C, SALK_ 048680). Fenotyp mutantnych linii bol porovnavany
voci ekotypu Col-0 a v pripade analyzy doby kvitnutia aj voci Styrom T-DNA inzerénym
SALK liniam pre gény U2AF65A a U2AF65B (SALK_144790, SALK_075828,
SALK_ 104128, SALK _055049C). Pre zbieranie dat z mikroskopickych obrazkov bol
vyuzity software ZEN a pre kvantitativne merania mikroskopickych dat bol vyuzity
software ImageJ. Pre vyhodnotenie vysledkov a tvorbu grafov bol vyuzity software

Microsoft Excel.

V rdmci fenotypovej analyzy boli porovnavané trichdémy a ich vetvenie na prvych
dvoch pravych listoch 14-diiovych semenacikov A. thaliana pestovanych v in vitro
podmienkach na 2 MS médiu. V pripade analyzy doby kvitnutia boli semend sadené
priamo do pody, pripadne boli sadené na Petriho misky za uc¢elom etiolizacie v prvych 6

diioch kli¢enia. TaktieZ bola vyhodnocovana dizka etiolizovanych hypokotylov.

3.2.16.1 Fenotypova analyza trichémov
Pre tento typ analyzy bola vyuzitd metdda ,.clearing za ucelom zbavenia rastlinného
materidlu pigmentov. Rastlinny material bol pomocou nozniciek a pinzety odobrany do
sklenenej vialky obsahujicej vodu z vodovodu pre eliminiciu javov spojenych s

osmozou. Po zozbierani vsetkého materialu bola voda odsata Pasteurovou pinzetou
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a objem bol vymeneny za odfarbovaci roztok. Roztok obsahoval 96% etanol a kyselinu
octovu v pomere 3:1. Rastlinny material bol v roztoku inkubovany pocas noci a na druhy
deii rano bol objem vymeneny za 96% etanol. Opét’ prebehla inkubacia pocas jedné¢ho
dna a nasledujuci den bol objem vymeneny za novy objem etanolu. Takto pripravené
vzorky bolo mozné skladovat’ do doby pouzitia, za pravidelnej kontroly a dopiiiania

odpareného etanolu.

Pre zvySenie kontrastu aulahéenie pozorovania jednotlivych Struktar boli listy
nasledne farbené pomocou farbiva toluidinova modra rozpustenej vo vode. Etanol bol
vymeneny za objem destilovanej vody a rastlinny material bol premyty. Nasledne bol
objem vymeneny za toluidinovi modru. Farbenie prebiehalo pocas 30 sekiind. Nasledne
prebiehalo odfarbenie vo vode a vymena objemu kym sa voda neprestala zafarbovat'.
Takto ofarbeny rastlinny material bol pouzity pre tvorbu trvalych preparatov. Rastlinny
material bol vlozeny do kvapky 50% glycerolu na podloznom skli¢ku a po prilozeni
krycieho sklic¢ka, odsati prebyto¢ného glycerolu bolo krycie sklicko zalakované pomocou
priesvitného laku na nechty. Preparaty boli nasledne uschované a 48 hodin po farbeni boli
pozorované pomocou zoom mikroskopu za ucelom analyzy trichomov (po uplynutom

Case sa farba stiahne a zafixuje v trichdémoch).

V softwari Zen boli nasledne pocitané jednotlivé trichomy, plocha listu a bolo pocitané

percentudlne zastipenie trichdmov vetvenych dvakrat alebo trikrat.

3.2.16.2 Fenotypova analyza doby kvitnutia
V pripade analyzy doby kvitnutia boli pouZité nesterilné semenda. Potrebna ¢ast’ semien
bola presypana do 1,5 ml eppendorf skiimavky a skiimavky boli naplnené vodou
z vodovodu. Takto pripravené semena na stratifikaciu chladom boli umiestnené na dva
dni do tmavého prostredia chladni¢ky. Po dvoch diioch boli semené vysiate do mokre;j
pddy pomocou automatickej pipety. Kvetinace boli umiestnené na tacku a boli zakryté
pomocou priesvitnej folie tak, aby sa zabrédnilo prieniku neziaducich semien. Folia
zéaroven udrzovala vlhké prostredie. Po vykliceni boli rastliny pravidelne pretrhavané,
aby v kvetinacoch zostali len rastliny v tom istom vyvojovom §tadiu. Vyhodnotenie doby
kvitnutia prebiehalo v bode, v ktorom rastlina produkovala stonku rovnti alebo vyssiu ako

1 cm, pricom v tomto bode boli spocitané pravé listy ruzice.

Zaroven prebehla analyza doby kvitnutia, spocivajiica v etiolizacii semenacikov

v prvych 6 diioch kli¢enia. V tomto pripade boli sterilné semena A. thaliana jednotlivych
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linii sadené na 2 MS médium v Petriho miskéch, ktoré boli nasledne obalené v hlinikove;j
folii a umiestnené na dva dni do chladu a tmy v prostredi chladnicky. Takto stratifikované
semena boli nasledne premiestnené do fytotronu a pocas prvych 6 dni boli kultivované
VvV tme. Nasledne bola hlinikova félia odstranena a kultivacia prebehla do bodu 14 DAT
(dni po transfere do fytotronu). Nasledne boli rastliny presadené do hliny a doba kvitnutia

bola vyhodnocovana rovnako ako v prvom pripade.

3.2.16.3 Fenotypova analyza dizky hypokotylu
Pre tito analyzu boli vyuzité rastliny rastice na 2 MS médiu v podmienkach tmy, ktora
bola zabezpecena pocas prvych Siestich dni hlinikovou féliou. Misky boli na treti deii od
presunu do fytotronu skenované a nasledne pomocou programu Imagel a funkciou

»segmented line* bola merana ich dizka.
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4 Vysledky

4.1 Sekvencovanie rastlin M. sativa
4.1.1 PCR amplifikacia Zelanych usekov zaujmu génu MMK3

PCR reakcia prebehla pomocou enzymu Phusion v niekol’kych krokoch pri¢om vysledky
v podobe elektroforeogramov jednotlivych PCR reakcii je mozné vidiet’ na obrazku 14.
Najprv bolo potrebné amplifikovat’ rastliny divokého typu za ucelom kontroly sekvencie
(Obr. 14 a), c¢) a nasledne sa pristapilo k amplifikacii usekov génu z jednotlivych rastlin
(Obr. 14 b), d)). Vzhl'adom na poziciu gRNA vyuzitych v konstruktoch bolo potrebné
amplifikovat’ Gisek génu zahfiiajici prvé dva exdny, kde boli cielené 3 rozne gRNA
(Obr. 14 a), b). V druhom kroku bola amplifikovana oblast’ exonu 4 kde cielila posledna,
stvrta gRNA (Obr. 14 c), d).

4> LV
e

LS
b)

L UB2 UB3 UB4 UB6 UB8 UB11 UB12 UB13UB14 UB15NC L

5000
2000
1500
1000
C) L RSY1  RSY2 PC PC NC d) L UB2 UB3 UB4 UB6 UBS UB11 UB12 UB13 UB14 UB15 NC
1000
500
300

Obr. 14: Elektroforeogramy zobrazujuce PCR produkty vzniknuté amplifikaciou exénu 1 a 2 (a,
b) aexoénu 4 (c), d). Pouzité primery Seq MMK3 gRNA F1+Seq MMK3 gRNA RI tvorili
Specificky produkt o velkosti 1023 bp (a), b). Pouzité primery
Seq MMK3 gRNAS0 F1+Seq MMK3 gRNAS50 R1 tvorili Specificky produkt o vel'kosti 301
bp (c),d). Separacia prebiehala v 1% agarézovom géli pocas 30 (a), b) a 50 mintt (c),d).
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4.1.2 Sekvenovanie PCR produktov, klonovanie a in silico analyza

Po vyhodnoteni chromatografu, ktory zobrazoval vysledok sekvenovania PCR produktu
pomocou primeru Seq  MMK3 gRNA F1 zoblasti exonu 1 a2 pochadzajuceho
zrastliny RSY1 (Obr. 15b) bolo nasledne pristapené kin silico analyze rdznych
dostupnych sekvencii MMK3 génu v databaze Alfalfatoolbox (URL 8). Boli
identifikované 4 rozne sekvencie (RSY96, RSY143, RSY243 a RSY74), ktoré boli
podrobené prirovnaniu pomocou ClustalW (URL 2) a vykazovali niekol’ko odlisnosti
v nekodujucej sekvencii (Cast porovnania dostupna v prilohe 9.2.1). Oblast
identifikované ako zdroj zdvojenych pikov zodpovedala oblasti v promdtorovej oblasti
(Obr. 15¢), ¢o je navyse dolozené manualnym doplnenim od¢itania sekundarnych pikov,

ktoré odpovedali druhej promdtorovej sekvencii s 10 nt deléciou (Obr. 15d).
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Obr. 15. Zobrazenie postupu identifikacie priciny pritomnosti zdvojenych pikov. a) vSeobecna
schéma génu MMK3 a pouzitych primerov. b) vysledok Sangerovho sekvenovania PCR produktu
z oblasti promoétoru aprvych dvoch exdénov. c¢) ClustalW prirovnanie dvoch odlisnych
prométorovych sekvencii génu MMK3. d) Manualne od¢itanie sekundarnych pikov zapric¢inené
deléciou a potvrdzujuce pritomnost’ druhej odlisnej alely. e) Chromatograf zobrazujtci
osekvenovanu alelu RSY96. f) Chromatograf zobrazujici osekvenovanu alelu RSY 143,
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Pre jednoznacné urcenie pritomnosti dvoch réznych alel a potvrdenie, Ze sa jedna
0 spominané sekvencie boli PCR produkty klonované pomocou restrik¢ného klonovania
do plazmidu pDONR P2RP3 (Obr. 16). Obdrzané pozitivne plazmidy boli nahodnym
vyberom v pocte 9 plazmidov sekvenované. Nasledna analyza chromatografov potvrdila
pritomnost’  viacerych alel v podobe chromatografov s jednoznaénymi pikmi
(Obr. 15e), 1).
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Obr. 16: Elektroforeogramy zobrazujice postup klonovania. a) Overenie linearizovanych
vektorov pomocou restrikénej endonukleazy Smal. Vel'kosti vektorov korespondovali s in silico
predikovanymi fragmentami (4777 bp, 4761 bp, 4773 bp, 5585 bp). b) Vysledok restrikéného
Stiepenia enzymom Pvull. Velkosti a pocet fragmentov odpovedaju in silico predikovanym
fragmentom, ktoré v pripade klonovania PCR produktu v smere reverse predstavovali 2917 bp,
1857 bp a 1022 bp a v pripade klonovania v smere forward 2917 bp, 1108 bp a 1022 bp. Separacia
prebiehala v 1% agar6zovom géli po¢as 45 mintt (a) a 80 minut (b), ¢).
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4.1.3 Sekvenovanie PCR produktov

Na zéklade doterajSich vysledkov bola zvolena stratégia sekvenovania PCR produktov od
primeru MMK3 promotor seq Fw umiestneného za oblastou delécie (Obr. 17a),
nakol’ko in silico analyza nenaznacovala pritomnost’ inych delécii medzi uz potvrdenou
a oblastami zaujmu kde cielili gRNA. Tento primer bol pouzity pre sekvenovanie
vSetkych PCR produktov zahfnajucich promotor a prvé dva exoény pochéadzajiucich

z potencialne mutantnych CRISPR-KO linii (UB2-15).

Stratégia sekvenovania bola inSpirovana prirodzene sa vyskytujucimi deléciami, ktoré
boli zodpovedné za tvorbu zdvojenych pikov. Tento jav by mal nastat’ aj v pripade
vytvorenia inzercie/delécie (indel) pomocou nehomologického spdjania koncov

v dosledku opravy poskodenej DNA vplyvom cielenej endonukledzy Cas9.

Tymto spésobom prebehol ,,screening* rastlin pre oblast gRNA 216 a gRNA_1a pre
d’al$iu analyzu boli zvolené len tie rastliny, ktoré vykazovali pritomnost’ zdvojenych
pikov od miesta, kde gRNA cielila endonukleazu Cas9. Touto metédou bola
identifikovana jedna rastlina (UB15), ktora vykazovala pritomnost’ zdvojenych pikov uz
v 146 nt Sangerovho sekvenovania (Obr. 17d), ¢o odpovedalo oblasti gRNA 1 na konci
prvého exonu. Oproti tomu sa Vv rastlinach ktoré zodpovedali divokému typu objavili
zdvojené piky az v oblasti 210 nt (Obr. 17¢c), ¢o zodpovedalo delécii Vv introne 1

predpovedanej aj pomocou in silico analyzy (Obr. 17b).

Touto stratégiou boli sekvenované PCR produkty aj pomocou primeru
Seq_ MMK3_gRNA_R3 za ucelom osekvenovania oblasti za deléciou v introne 1 kde
cielila gRNA_63 (ex6n 2). V tomto pripade sa neobjavili ziadne zdvojené piky, ziadna
z rastlin nevykazovala znaky pritomnej inzercie ¢i delécie a d’alej tato oblast’ nebola
analyzovana. Rovnaky pripad nastal v pripade Stvrtého exonu, ktory bol sekvenovany
pomocou primeru Seq_ MMK3_gRNA50_F1, kedy sa neobjavili ziadne zdvojené piky

a tieto oblasti tak neboli predmetom d’alSej analyzy.
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delein 1"

ogRNA 216
oA | s a0
Seq_MMK3_gRNA_F1 MMK3_promotor_seq_Fw ‘ Seq_MMK3_gRNA50_F1 I
a) ; e —— —
MMK3_5'UTR_FW +-10bp Seq_MMK3_gRNA_R3 Seq_MMK3_{RNA_R1 Seq_MMK3_gRNAS0_R1
RSY143 iniron 1
b) RSY96 T T A
intron 1
TTCAACCCGTCGGTCOUGRCGCATACGGCATCGT TTGGTGAAC TCAC TCATCTTTCACTTCAATTTAT TTAT TTTTYWMW T T IMM TTTCATT TTAWATTATTAAT TTTATTGTATAT TATTGTAKCT GTGCRWCS AACTCAS
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TCTTCAACCS GTCGS GSCS CAYACRGMATCS W YGGTGAACTCACTCATCTTTCACTTOMWI T TAT TTATT TTTOMWMYTTTAM TTTYW TTTWAWI TATTAAT TTTAT TG ATATTAGT GTAKCTGIGCAACKAACTCAS
7 180 9 200 > 24( 250 2 7

d) 140 210 220 230 270
i
V

Obr. 17: Zobrazenie postupu ,,screeningu‘ jednotlivych rastlin M. sativa. A) vS§eobecna schéma
génu MMKS3 a pouzitych primerov. b) prirovnanie oblasti intronu 1 pochadzajicich z dvoch
roznych alel pomocou programu GeniousPrime. ¢) Chromatograf zobrazujici osekvenovanu
oblast’ ex6onu 2 aintronu 1 rastliny UB2. d) Chromatograf zobrazujuci osekvenovant oblast’
exonu 2 a intrénu 1 rastliny UB15.

4.1.4 Klonovanie PCR produktov a validacia CRISPR-KO linie

PCR produkt rastliny UB15 obsahujuci oblast’ od promoétora az po zaciatok intronu 3 bol
klonovany pomocou restrikéného klonovania enzymom Smal do vektoru pDONR P2RP3
tak ako produkty RSY. Na obrazku 18 je zobrazena restrikéna analyza obdrzanych klonov
(Obr. 18a). Pre nejednoznacnost’ separacie danych fragmentov boli uréité plazmidy

Stiepené opdt’ inou restrikénou endonukleazou a validované (obr. 18b).

Plazmidy pri ktorych sa overilo spravne zaklonovanie PCR produktu boli nasledne
podrobené Sangerovmu sekvenovaniu a k jednotlivym vysledkom sa pristupovalo ako ku

chromatografom jednotlivych alel.
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pDONR P2RP3 + pMMK3-EI-E2 UB15

4, 5 z 10 1112 13 14 15 16 U7 18 &=

=19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 .

A Jr—
e — —— — — — — — — — —

10 15 16 17 27 28 29

L
R

Obr. 18: Elektroforeogramy priebehu restrikéného Stiepenia a overenia spravnosti klonovania. a)
Stiepenie enzymom Pstl. Potencialne pozitivne klony zhodujiice sa s insilico predikciou
fragmentov o vel’kosti 2923 bp a 2873 bp v pripade zaklonovania v oboch smeroch boli oznacené
hrubym a podc¢iarknutym ¢islom. b) Dodato¢né overenie restrikénou endonukleazou Ndel, ktora
na zakalde in silico predikcii produkovala fragmenty o vel'kosti 3178 bp a 2618 bp vo vSetkych
dodatocne overovanych plazmidoch. Separacia prebiehala v 1% agarézovom géli pocas 40 (a)
a 50 minut (b).

Porovnanie jednotlivych vysledkov zo sekvenacii, ich priradenie k jednotlivym
alelam, nasledné vyhodnotenie pritomnosti inzercie ¢i delécie a pritomnost’
potencidlneho pred¢asného STOP kodonu boli vyhodnotené pomocou programu
Genious. V tomto programe boli na zaklade SNP (z angl. ,single nucleotide
polymorphism*) polymorfizmov priradené jednotlivé klony aich sekvenacie
K jednotlivym alelam. V pripade dvoch réznych alel doslo k posunu ¢itacieho ramca
a bola zistena delécia o 4 nukleotidoch v oblasti ex6nu 1, konkrétne v oblasti gRNA1L.
Tato delécia bola pritomna v alele oznacovej podl'a databazy ako ¢islo 96 a 143 a v oboch

pripadoch vyustila do tvorby pred¢asného STOP kodonu v oblasti exonu 2 (obr. 19).
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Obr.19: Vyhodnotenie posunu ¢itacicho ramca v programe Genious a identifikacie dvoch delécii
V dvoch réznych alelach.

4.2 Insilico analyza dostupnych sekvencii MMK3

Jednotlivé dostupné sekvencie génu MMK3 v databaze Alfalfatoolbox boli
porovnavané medzi sebou a zaroven boli porovnané voci sekvencii dostupnej v databaze

NCBL. Ich odlisnost’ je zhrnuté v tabul’ke 23.

Vzhl'adom na pritomnost’ jednoaminokyselinovych substitucii v produktoch jednotlivych
alel boli nasledne tieto aminokyselinové sekvencie analyzované pomocou funkcie
,ConservedDomainSearch® dostupnej v databaze NCBI (URL 4). Tato funkcia
predikovala pritomnost’ funkénych miest a jednotlivé aminokyseliny, ktoré tieto funkéné
miesta tvorili. V pripade ATP védzobného miesta a protein viazuceho miesta nenastala
ziadna zmena vplyvom substiticii. Zmena, ktora sa tykala aj funkéného miesta nastala
v pripade 175N, kedy sa tato aminokyselina nachadzala v mieste zodpovedného za
interakciu s kinazami (z angl. ,kinase interacting motif*, ,,KIM*“ motiv) namiesto
povodného lyzinu. Tato zmena bola pritomna vo vSetkych sekvenciach porovnavanych
vodi sekvencii z NCBI. Dalej bola detegovana zmena v blizkosti tohto miesta a to
konkrétne na mieste 236 zmenou argininu za lysin v sekvenciach 143 a 96. V sekvencii
74 sa vyskytla eSte jedna zmena na pozicii 16, kde bol substituovany tyrozin za serin.
Prehl’ad pozicie jednotlivych zmien a ich vztahu k funkénym miestam je zobrazeny na
obrazku 20. Modely pouzité pre vizualizdciu boli vytvorené pomocou SwissModel
na portali Expasy a ako templat bola zvolena sekvencia génu MPK12 z Gossypium
hirsutum dostupna v databaze Alphaphold pod oznacenim AOAOA7R545.1.A (Obr. 20).
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Tab. 23: prehlad jednotlivych rozdielov v DNA a proteinovych sekvenciach medzi
jednotlivymi alelami a ich proteinovymi produktami

alela % GC %GC Aminokyselinova substitiicia
prométor CDS (pozicia:NCBI>AlfalfaToolbox)
RSY_74 35,52 41,16 16:T>S;175:K>N
RSY_96 35,05 40,8 175:K>N;236:R>K
RSY_143 33,82 40,8 175:K>N;236:R>K
RSY_243 35,18 41,07 175:K>N

Obr. 20: Modely zobrazujice aminokyselinové substiticie v jednotlivych sekvencidch a ich
vzt'ah k funkénym miestam proteinu porovnanych voéi sekvencii dostupnej v databaze NCBI. a)
RSY_74, b) RSY_96/RSY_143, c) RSY 243. Zelena — KIM motiv, ruZzova — aktiva¢na smycka,
oranzova — TEY motiv.
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4.3 Klonovanie proteinu MPK13 vo fuzii S fluorescenénym proteinom
4.3.1 Klonovanie kons$truktov pre trojkomponentni reakciu

Za ¢elom pripravy konstruktu pod kontrolou nativneho prométorom génu MPK13 bol
zvoleny postup trojkomponentového klonovania technologie Gateway. Pripravené PCR
produkty so zavedenymi att rekombinaénymi sekvenciami charakteristickymi pre

jednotlivé fragmenty st vizualizované na obrazku €. 21.

Pripravené boli vstupné klony tak, aby bolo mozné gén klonovat' nielen v N ale aj
C termindlnej fuzii. V pripade N-termindlnej fizie bola snaha vytvorit’ klony nestice
jednak STOP kodoén, ale aj klon s 3'UTR oblast'ou pre zvysenie stability konStruktu. PCR
produkt pre tuto rekombinacnu reakciu bol vytvoreny avSak BP reakcia bola aj po
niekol’kych pokusoch neuspesnd. Vzhl'adom na kratku anotéciu promoétora v databaze
TAIR (URL 6) boli zvolené aj dve varianty nativneho promoétora, ¢o sa dizky tyka, pricom
krat$ia odpoveda priamej anotacii a dlhsia bola prediZzend a neanotovani oblast’ pred

génom.

Po selekcii koldnii na tuhom LB médiu prebehla izoldcia pDNA a overenie spravnosti
klonovania pomocou restrikénych endonukleaz. Vysledok je mozné vidiet’ na obrazku ¢.
22a) a22yb) kde su pozitivne klony vyznacené hrubym a pod¢iarknutym ¢islom. Nejasné
vysledky boli nasledne validované dodato¢nym $tiepenim (Obr. 22c).

Afr Bfr Cfr

L pMPK13L pMPK13S gMPK13 gMPK13 gMPK13 L
+3UTR  +STOP

5000
2000
1500
1000

500

Obr. 21: Elektroforeogram zachytavajuci separované PCR produkty obsahujuce att sekvencie.
Separacia v prostredi 1% agar6zového gélu, 40 minut.

72



pDONR P4P1R
PDONR 221 pDONR P2RP3

a) pMPK13 S pMPK13_L\ gMPK13 gMPK13+STOP

10 11 12 13 14 15 16 17 18

5000
2000
1500

1000
700

400

™
%
&S
b) PDONR P4PIR PDONR P2RP3 S
PMPK13_L gMPK13+STOP S&

33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46° 47 48

— — -
2000

Nt ) ) — — — C— —

1000
700

Nhel Pstl+Pvull

5000

3000

2000

1500

1000

700 —

400

200

Obr. 22: Elektroforeogramy zachytavajuce restrikéné Stiepenie vstupnych klonov za ucelom
overenia. a) Restrikéné Stiepenie enzymami Pstl a Pvull stiéasne. Vzorky oznacené ako pozitivne
spinaju in silico predikciu velkosti fragmentov o 1945 bp a 1240 bp v pripade pMPK13_S.
Separacia 50 min. b) Restrikénd analyza enzymom Pstl v pripade pMPK13 L, preukazujica
¢iasto¢nti zhodu s in silico predikciou fragmentov o velkosti 3504 bp, 962 bp, 192 bp. Vzorky
gMPK 13+STOP boli tiepené enzymom Pvull a vyznacené vzorky zodpovedali in silico predikcii
fragmentov o velkosti 2619 bp, 799 bp a 744 bp Separacia 50 min. ¢) Dodatocna analyza
enzymom Nhel preukazujica spravnost’ danych vzoriek. Velkost' fragmentov zodpovedala in
silico predikcii: 4392 bp, 266 bp v pripade pMPK13 L; 2854 bp, 944 bp, 266 bp Vv pripade
gMPK13_pDONR 221 a 2873 bp, 1023 bp, 266 bp v pripade gMPK 13+STOP. Dlhsia separacia
zabezpecila aj oddelenie fragmentov z Casti a). Separacia 80 min. Separacia prebichala vzdy
Vv prostredi 1% agarézového gélu.

Pripravené vstupné klony boli overené Sangerovym sekvenovanim pri¢om sa potvrdila

ich spravnost’.
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4.3.2 Klonovanie konstruktu pre 1 komponentnt reakciu

Vzhl'adom na neuspokojivé vysledky pocas priebehu klonovania pomocou LR reakcie
3 komponentovej reakcie bol zvoleny pristup klonovania skrz jednokomponentova LR
reakciu. Pre tento pripad vSak bolo potreba preklonovat vstupny klon do vektoru
s odlisnou selekciou nakolko povodny vstupny klon mal rovnaky mechanizmus

rezistencie ako destinacny vektor.

Za tymto ucelom bol vytvoreny vstupny klon sgMPK13 v pDONR P207
S rezistenciou na gentamycin, ¢o zabezpecilo moznost’ klonovat’ do destinaéného vektora
s rezistenciou na kanamycin. Takto bol vytvoreny konstrukt pUB10Q::YFP:gMPK13 vo
vektore pUBQ10 YFP-GW. Bakterialne kolonie na Petriho miske boli podrobené
»colony-PCR* analyze (Obr. 23a). Pozitivne kolonie boli nasledne naockované
a izolovana pDNA bola overena cez restrikéné Stiepenie (Obr. 23b). Takto pripraveny
expresny vektor bol nasledne overeny pomocou restrikéného Stiepenia (Obr. 23c) a
pouzity pre kontrolu funkénosti elektrokompetentnych baktérii E. coli pripravenych
V tejto praci s cielom zvysit' efektivnost’ transformacie 3 komponentovej LR reakcie.
Konstrukt bol uspesne transformovany tymto spdsobom do E. coli anasledne do

A. tumefaciens.
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Obr. 23: Elektroforeogramy zachytavajice jednotlivé kroky klonovania a pripravy expresného
vektoru. a) Restrik¢na analyza vstupnych klonov potvrdzujuca spravnost’ klonovania vo vacsine
izolovanych plazmidov. Fragmenty vzniknuté Stiepenim endonukledzou Nhel odpovedaju
predikovanym o velkosti 3723 bp, 901 bp, 266 bp. Separacia 45 minat. b) PCR kolénii
identifikujtca pozitivne koldnie nestice gén MPK 13 v destinacnom vektore. Separacia 45 mintt.
c) Restrikéna analyza potvrdzujuca spravnost’ klonovania v pripade vzorky ¢. 12. V pripade
Stiepenia enzymom Pvull fragmenty odpovedaji velkosti 6841 bp, 3722 bp, 1562 bp, 744.
V pripade Pstl dochadza k ¢iasto¢nej zhode oproti predikcii 6886 bp, 2835 bp, 2601 bp, 547 bp.
Separacia prebiehala v 1% agarozovom géli. Inverzia elektroforeogramu pouzitd za ucelom
lepSieho zobrazenia.
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4.3.3 Overenie expresie konstruktu v listoch N. benthamiana

Pre overenie expresie pripraven¢ho konsStruktu bola vyuzitd metdda tranzientnej
transformacie listov N. benthamiana baktériou A. tumefaciens nestcej overovany
konstrukt (pUBQ10:YFP-GW obsahujuci AtUBQ10::YFP:gMPK13).

Fluorescenény signal pozorovany na treti deni od transforméacie bol pritomny v jadre
a cytoplazme (obr. 24), no zaroven sa v cytoplazme objavovali Struktiry neznameho
povodu vykazujuce silny fluorescencny signal, ktoré v niektorych pripadoch vykazovali
prekryv s cerveny fluorescenénym kanalom a v niektorych pripadoch bol signal pritomny

vyhradne z kanali zelenom (obr. 25).

GFP

mCherry

GFP +
mCherry + TL

Obr. 24: Snimky =z epifluorescenéného mikroskopu, transformovanych buniek listov
N. benthamiana pomocou baktérie A. tumefaciens nesucej konstrukt fluorescenéného MPK13
proteinu (AtUBQ10::YFP:gMPK13) treti den po transformacii (3DAT). a-C — kolénia ¢. 1, d-f —
kolénia &. 4. Sipka oznaéuje jadro, * oznaéuje jadierko s chybajucim signalom. Mierka odpoveda
50 um. Fotografie boli vd’aka prekryvajiucim sa excitatnym spektram GFP a YFP vyhotovené v
kanale GFP dostupnom pomocou mikroskopu Axio Imager.M2 s objektivom LD Plan-Neofluar
20x.
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mCherry GFP

GFP +
mCherry + TL

Obr. 25: Snimky z epifluorescenéného mikroskopu transformovanych buniek listov
N. benthamiana pomocou baktérie A. tumefaciens nesucej konstrukt fluorescenéného MPK13
proteinu (AtUBQ10::YFP:gMPK13) treti defi po transformacii (3DAT). a-c — kolonia €. 2, d-f —
kolénia ¢. 3. Sipka oznaduje jadro, * oznaluje intenzivne ,,spoty” vytvarajice sa v cytoplazme.
Mierka odpoveda 50 um. Fotografie boli vd’aka prekryvajucim sa excitatnym spektram GFP a
YFP vyhotovené v kanale GFP dostupnom pomocou mikroskopu Axio Imager.M2 s objektivom
LD Plan-Neofluar 20x.

4.3.4 Detekcia fuzneho proteinu YFP-MPK13

Pre potvrdenie fuzie fluorescencného proteinu s proteinom zaujmu boli vyuzité metddy

nativnej elektroforézy a western blotu pre imunodetekciu.

V prvom kroku bol pomocou metddy nativnej elektroforézy overeny fluorescencny
signdl pritomny v géli, ktory sluzil ako indikator pritomnosti fluorescenéného proteinu.
Pre ucely kontroly boli vyuzité stabilne transformované linie M. sativa dostupné v
laboratoriu. Na obrazku 26a je vysledok overenia prvych dvoch biologickych replik
v troch technickych replikach. Zostavajiuce biologické repliky boli taktiez vyhotovené

v troch technickych replikach a zaznamenané vysledky sa zhodovali s vysledkami na
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obrazku €. 26a. Zaznam gélu bol vyhotoveny pomocou ChemiDocTM MP Imaging System
a funkciou ProQ Emerald 488.

V druhom kroku sa pokrac¢ovalo s imunodetekciou pomocou anti-GFP protilatky. Na
obrazku 26b je mozné vidiet’ pritomny signal len v pripade kontroly pochadzajicej zo
stabilne transformovanej linie M. sativa (MMK2-GFP) a pMAT linie A. thaliana
exprimujucej volné GFP (obe linie dostupné v laboratoriu). V pripade vzoriek
pochadzajucich z tranzientne transformovanych listov N. benthamiana nebol pozorovany

ziadny signal.

a
:
b L MMK2 MMK3 pMAT NC 4A 4A 3C 3A 2C 2B 2A 1IC 1B
—

75 kDa e
MMK2-GFP —*

50 kDa — o

-
Free GFP —» -

Obr. 26: a) Polyakrylamidovy gél vyuzity pre separaciu proteinov v nativnych podmienkach a
detekcia fluorescenéného signalu fuznych proteinov pri vinovej dizke 488 nm. Ako kontrola boli
vyuzité vzorky pochadzajice zo stabilne transformovanych linii rastlin M. sativa. b)
Imunodetekcia fiznych proteinov YFP-MPK13 pochadzajucich z tranzientne transformovanych
listov N. benthamiana. Ako kontrola boli vyuzit¢é vzorky pochadzajuce zo stabilne
transformovanych linii rastlin M. sativa a vol'né GFP izolované z linie pMAT. L znaci Standard
Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards oznacujuci jednotlivé molekulové hmotnosti, NC
znac¢i negativnu kontrolu, neinfiltrované listy N. benthamiana.
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4.4 Transkripéna analyza mutantnych linii mpk13

4.4.1 1zolacia mRNA

Izolacia RNA prebehla samostatne z nadzemnej (Obr. 27a) a podzemne;j ¢asti (Obr. 27b)
14 dinovych semenacikov A. thaliana genotypu Col-0 a mpk13 mutantnych linii. Nasledne
prebehla kontrola integrity izolovanej RNA pomocou agar6zovej gélovej elektroforézy
za ucelom selekcie vhodnych vzoriek pre prepis mRNA do cDNA (Obr. 27).

Col-0 mpk13-2041
a) N N
PM1 PM2 PM3 PM1 PM2 PM3

4 7 10 11 12 13 14 15
--- .
~-- -

mpk13-04 mpk13-1301

28S rRNA—--
—-

“PM1 PM2 PM3  PM1 PM2 PM3
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

28S rRNA —.4
18S rRNA —

b) Col-0  mpki3-04 mpk13-1301 Mpk13-2041
R2 R3 R5 R8 R9 RI11 RI3 R14

28S rRNA
18S rRNA

Obr. 27: Elektroforeogramy znazorfiujuce integritu izolovanej RNA z nadzemnych (a)
a podzemnych ¢asti (b). Na fotkach je vyzna¢ena rRNA vyskytujuca sa vo vel'kej (28S) a malej
(18S) podjednotke. Na zaklade tohto vzoru typického pre RNA boli vzorky vyhodnotené ako
vhodné pre d’alSie kroky experimentu. Separacia v 1% agar6zovom géle pocas 60 minut (a) a 40
minut (b). Inverzia elektroforeogramu pouzita za ucelom lepsieho zobrazenia.
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4.4.2 Semi gPCR

Vzhl'adom na doteraz publikované vysledky bola vykonana semi qPCR analyza s cielom
detegovat’ pritomnost’ respektive nepritomnost’ jednotlivych transkriptov aj v mutantnych
liniach mpk13. Pouzita bola cDNA pochadzajuca z nadzemnych ¢asti. Jednotlivé linie
vykazovali pritomnost’ transkriptov V oboch pripadoch ato za vyuzitia primer parov
cieliacich na dlht formu transkriptu ¢i kratku formu transkriptu. V pripade primer paru
zamerané¢ho na dlht formu transkriptu sa Vv linii mpk13-04 vyskytla mierna odchylka
v intenzite PCR produktu oproti ostatnym genotypom (Obr. 28a) a preto bola zvolena
RT-qPCR analyza hladin transkriptov.

Semi qPCR bola vyuzita aj s cielom overit’ primery navrhnuté za Gc¢elom sledovat
hladiny jednotlivych transkriptov génu MPK13. Overenie primerov prebehlo pomocou
cDNA templatu pochadzajiceho z nadzemnych casti a z obrazku 29b je viditeI'né, ze
primer par 2 bol vyluceny a pre d’alSiu analyzu boli pouzité primer pary 1 a 3, ktoré

poskytli $pecifické PCR produkty.
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Obr. 28: a) Elektroforeogram zachytavajuci pritomnost’ kratkych a dlhych foriem transkriptu vo
vsetkych vzorkach. b) Gén UBQ10 bol pouzity ako kontrola mnoZzstva vstupnej DNA do PCR
reakcie. Separacia 45 minut v 1% agarézovom géli. Inverzia elektroforeogramu pouzita za
ucelom lepSieho zobrazenia.
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Obr. 29: Elektroforeogram zobrazujtici PCR produkty obdrzané za pouzitia jednotlivych primer
parov 1-3 s cielom selekcie pre d’alsSie RT-qPCR analyzy. Separacia 45 minut v 1% agarézovom
géli. Inverzia elektroforeogramu pouzita za i€elom lepsieho zobrazenia.

4.43 RT-gPCR

Vzhl'adom na pritomnost’ transkriptu génu MPK13 vo vSetkych mutantnych linidch a na
rozne hladiny vyplyvajuce z vysledkov semi kvantitativnej PCR bola zvolend metdda

RT-qPCR pre stanovenie hladin tohto génu v jednotlivych mutantych liniach.

Ako prvé boli navrhnuté primery a pouzitie konkrétnych dvojic bolo zvolené na
zaklade vysledkov z webovej aplikacie RefFinder anasledne bola prepocitana ich

eficiencia.

Pri analyze hladin transkriptov bol rastlinny material pri homogenizécii rozdeleny na
podzemnl a nadzemnu cast. Z jednotlivych Casti bola samostatne izolovand mRNA
a nasledne prebehol prepis do cDNA pre obe Casti zvlast. Samotna analyza prebehla
Vv dvoch biologickych (Petriho miska) a dvoch technickych replikach (platnicka) pricom
pri jednom technickom opakovani vzdy doslo k pipetovaniu 3 technickych replik. Na
obrazku 30 je mozné vidiet' zaznamenané hladiny z jednotlivych Casti (a-nadzemna, b-
podzemna). Z grafov mozno usudit, ze transkript je pritomny vo vSetkych mutatnych
linidach no v zniZzenej miere. Primer par FR1 nasadal v prvej Casti transkriptu pred
miestom alternativneho zostrihu transkriptu a primer par FR3 nasadal na mieste

nachadzajlce sa za miestom alternativneho zostrihu.
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Obr. 30: Grafy vyjadrujuce relativne mnozstvo transkriptu génu MPK13 v divokom type
a jednotlivych mutantnych linidch. Data boli vyhodnotené softwarom DataAssist.
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4.5 Fenotypova analyza mutantnych linii mpk13 A. thaliana
4.5.1 Fenotypova analyza kvitnutia

V ramci tejto fenotypovej analyzy boli vyhodnocované dva parametre. Konkrétne sa
jednalo o dobu kedy genotyp vykazoval 50% kvitnucich rastlin a pocet listov ruZzice
v dobe kvitnutia (Obr. 31 a 32). Zaroven boli pouzité mutantné linie u2af65b_104128,
u2af6bb_055049C, u2af65a 144790, u2af6b5a 075828 za ucelom kontroly doby
kvitnutia, nakolko pri tychto linidcch uz bol preukdzany fenotyp skorého
(u2afébb 104128, u2af65b 055049C) aneskorého kvitnutia (u2af65a_ 144790,
u2af65a_075828). V pripade pouzitia etiolizovanych rastlin nebol zaznamenany vyrazny

rozdiel.

V pripade vyhodnotenia ,,surovych®“ dat doby kvitnutia preukazana Statisticky
vyznamna zmena medzi jednotlivymi genotypmi (graf uvedeny v prilohe 9.2.2, obr. P2).
Data boli nésledne transformované metdédou pomeru hodnoty T50 k najvysSej hodnote
T50. Po tejto transformacii bol zaznamenany Statisticky vyznamny rozdiel medzi liniami
vykazujlicimi neskoré kvitnutie a vSetkymi ostatnymi genotypmi (obr. 31a). Zaroven graf
naznacuje pritomnu zmenu medzi divokym typom a liniou mpk13-04 zaroven s liniami
vykazujicimi neskoré kvitnutie, o by mohlo naznacovat’ posun doby kvitnutia linie

mpk13-04. Tato zmena v§ak nebola Statisticky potvrdena.

V pripade analyzy poctu listov ruZice mézeme pozorovat, Ze priemerny pocet listov
ruzice sa vV mutantnych liniach mpk13 nachadza medzi poc¢tom listov ruzice divokého
typu apoctom listov ruZzice linie vykazujucej neskoré kvitnutie no rozdiel nebol

preukazany Statisticky (Obr. 31b).
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Obr. 31: Grafy zobrazujtce hodnoty T50 v zavislosti od genotypu. a) transformované data
metddou pomeru hodnoty T50 K najvyssej hodnote T50 v ramei daného genotypu. n(Col-0)=82,
n(mpk13-04)=66, n(mpk13-1301)=51, n(mpk13-2041)=63, n(u2af65b_104128)=48,
n(u2af65b_055049C)=52, n(u2af65a_144790)=30, n(u2af65a_075828_)=35. Pouzity Statisticky
test na hladine vyznamnosti 0,05 — ANOVA (Duncan’s method). b) priemerny pocet listov
ruzice v dobe kvitnutia, preruSovana Ciara oddel'uje genotypy vykazujlice skorsie a neskorsie
kvitnutie v porovnani s divokym typom.
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4.5.2 Fenotypova analyza hypokotylov

Rastliny A. thaliana pestované v podmienkach tmy pocas prvych Siestich dni od
umiestnenia do fytotronu boli vyuZité aj pre analyzu dizky hypokotylu. V grafe na

obrazku 33 je vidiet ich namerané dizky na treti defi od umiestnenia do fytotronu.

Z grafu vyplyva ze linie vykazujuce skoré a neskoré kvitnutie sa od seba nelisili,
pricom 3 z nich (u2af65a_144790, u2af65a_075828, u2af65b_055049C) boli odlisné od
zvySku genotypov. Linie mpk13-1301 a mpk13-2041 sa od seba neodliSovali, no zaroven
boli odlisné od linie mpk13-04. T4 sa neodliSovala od divokého typu (obr. 32).

Dika etiolizovanych hypokotylov (3DAT)
C
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col_0_ mpk13_04_ mpk13_1301_ mpk13_2041_  u2af6Sa_144790_ u2af65a_075828_ u2af6Sh_104128_ u2af65b_055048C_

Obr. 32: Graf zobrazujuci dizky hypokotylov etiolizovanych semenacikov A. thaliana na treti deti
od presunu do fytotronu. Pocet pouzitych semenacikov pre jednotlivé genotypy: n (Col-0)=59,
n (mpk13-04)=76, n (mpk13-1301)=83, n (mpk13-2041)=52,
n (u2af65a_144790)=43, n (u2af65a_075828)=45, n (u2af65b_104128)=47,
(u2af65b_055049C)=49. Pouzity Statisticky test na hladine vyznamnosti 0,05 — ANOVA (Dunn's
method).
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4.5.3 Fenotypova analyza trichémov

V pripade analyzy morfologie trichdmov sa nepreukazala Statisticky vyznamna odchylka
mutantnych linii od divokého typu. Najvacsi rozdiel nastal medzi percentudlnym
zastupenim  dvojvetvovych  (,,two-branched“)/trojvetvovych  (,,three-branched*)
trichdémov medzi divokym typom a mpk13-04 mutantnou liniou. Tento rozdiel v§ak nebol
dostato¢ne vel’ky aby sa preukazala Statisticky vyznamna odchylka v pripade porovnania
vSetkych 4 linii. Linia mpk13-04 vykazovala vyssie zastipenie trojvetvovych trichdmov,
pricom v rastlinach divokého typu prevladali trichomy vetvené dvakrat. Grafy

a reprezentativne obrazky jednotlivych typov trichdmov st na obrazku ¢. 33.

Okrem analyzy morfoldgie trichdmov bola vyhodnotend aj ich denzita. V tomto
pripade sa vSak opiat’ nepreukazal Statisticky vyznamny rozdiel medzi liniami a to ani

v pripade linie mpk13-04. Graf uvedeny v prilohe 9.2.2(Obr.P3).
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Obr. 33: Grafy zobrazujuce podiel dvojvetvych/ trojvetvych trichomov na listoch jednotlivych
linii (a,b). Pocet pouzitych listov pre jednotlivé genotypy: n (Col-0)=20, n (mpk13-04)=22, n
(mpk13-1301)=22, n (mpk13-2041)=25. Reprezentativne obrazky jednotlivych typov trichomov
ofarbené toluidinovou modrou a odfotené pomocou mikroskopu Axio Zoom.V16 objektivom
PlanNeoFluar Z 1.0x. Zvacsenie 20x (c) a 25x (d). Mierka predstavuje 500 um. Pouzity Statisticky
t-test.
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5 Diskusia

5.1 Screening a validacia CRISPR KO mutantnych linii Medicago sativa

Na zaklade vysledkov v tejto diplomovej praci zalozenych najmd na sekvendcii
jednotlivych klonov obsahujtcich jednotlivé PCR produkty povazované za jednotlivé

alely je mozné predpokladat’ dva r6zne scenare validacie.

V prvom pripade je mozné identifikovani mutantni rastlinu povazovat za
heterozygota. Doposial’ boli identifikované¢ 2 alely, v ktorych dochadzalo k posunu
Citacicho ramca atvorbe predCasného kodonu. Zaroven boli v chromatografoch
pochadzajucich zo sekvenacie zmiesaného PCR produktu pritomné dvojité signaly. Prave
vd’aka tymto dvojitym signalom sa podarilo identifikovat’ potencidlne inzercie ¢i delécie.
Avsak pritomnost’ tychto dvojitych signalov zaroven implikuje pritomnost alel bez
editacie, ¢o by mohlo znamenat, Ze gén je v genome pritomny v Styroch kopiach,
nakol’ko sa jedna o tetraploidny organizmus. Tento scenar tak predstavuje moznost, Ze

mutantnd linia UB15 v sebe nesie iba dve editované alely zo Styroch pritomnych.

Na druhej strane je tento scenar v rozpore s publikdciou zaoberajucou sa sekvenaciou
a analyzou mitogenom aktivovanych protein kinaz v Medicago sativa L (Liu et al.,
2024a). Autori publikacie uvadzaji, Ze v gendéme sa nachadzaji dve kopie tohto génu.
Prvt kopiu oznacujii ako MSMAPKS37 s identifikatorom MS.gene004136. Této kopia sa
nachddza na chromozéme 4.2 (42889970-42,893,908). Druha kdpia nesie oznacenie
MsSMAPKA46 s identifikatorom MS.gene65257 anachddza sa na chromozome 4.3
(41078319-41,082,249). Obe sekvencie identifikované v tejto stadii produkuja protein
o dizke 374 aminokyselin a st medzi sebou zhodné. Zaroveii su proteinové produkty
identifikované v §tadii zhodné s aminokyselinovymi sekvenciami produkovanymi
kodujticimi sekvenciami, s ktorymi sa v tejto praci pracovalo pod ozna¢enim RSY 96

aRSY 143,

Zhodné kodujuce sekvencie a proteinové produkty s oznacenim RSY 96 a RSY_143
vSak neznamenaju zhodnost’ sekvencie genomickej DNA. V tejto diplomovej praci bol
identifikovany rozdiel tychto dvoch sekvencii v introne 1 a preto boli povazované za dve

rozne alely.

Dalej bola identifikovand zhoda aminokyselinovej sekvencie RSY_74 s dvomi

roznymi sekvenciami vo vysSie spominanej publikacii. Jedna sa konkrétne o sekvencie
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MsMAPK32 (MS.gene08564, chr4.1:37986714-37,990,587) a MSMAPKS52
(MS.gene049834, chr4.4:43623794-43,627,670). Tato zhoda poukazuje na fakt, ze
sekvencia koduje iny gén. Nepatrny rozdiel v kddujiucej sekvencii spociva v substiticii

16tej aminokyseliny, kedy dochadza k zamene serinu za treonin.

Pritomnost” sekvencie RSY 243 nebola identifikovand ani v opakovanych
sekvenaciach jednotlivych klonov v tejto diplomovej praci ajej sekvencia nebola
identifikovana ani autormi vyssie spominanej publikacie. Je tak pravdepodobné, ze tato

sekvencia sa v genéme nenachadza.

Z in silico analyzy teda vyplyva, Ze s najvda¢Sou pravdepodobnostou sa v genome
nachadzaju dve kopie génu MMK3, ¢o koreluje s vysSsie spominanou Studiou. Tieto dve
sekvencie zodpovedajuce génu MMK3 autori oznacili ako MSMAPK37/MsMAPK46.
Nachadzaju sa na chromozéme 4.2 a4.3 azhoduji sa so sekvenciami RSY 96
a RSY_143. Pomocou CRISPR KO konstruktu sa podarilo obe alely editovat’ a doslo

posunu ¢itacieho ramca tvoriaceho predéasny STOP kodon v druhom exone.

Pritomnost’ dvojitych signalov na chromatografoch je mozné vysvetlit’ prave druhou
sekvenciou takmer identickou so sekvenciou génu MMKS, nachédzajicou sa na
chromozéme 4.1 a4.4, ktorad autori oznalili ako MSMAPK32/MsMAPK52. Tato
sekvencia produkuje pozmeneny protein v pozicii 16 a 236 oproti sekvenciam RSY 96
aRSY_143. vtejto praci bola oznacena ako RSY 74. Pri tvorbe PCR produktov
S najvacSou pravdepodobnost’ou dochadzalo aj k zmnoZeniu a naslednej analyze aj tychto

usekov DNA na zadklade vysokej podobnosti DNA sekvencie.

Vzhl'adom na poziciu predéasného STOP kodonu je mozné predpokladat’, Ze editacia
vyusti do tvorby skratenej a nefunkénej mRNA, ktora bude degradovana po zaznamenani
STOP kodénu pred EJC signalom (z angl. ,,exon-junction complex) este pred procesom
translacie v procese NMD (z angl. ,,nonsense-mediated decay*) (Popp a Maquat, 2016).
Ak by tento pripad nenastal a protein by sa tvoril tak by sa tvoril vyrazne pozmeneny. Od
miesta delécie jednak nastdva zmena poradia jednotlivych aminokyselin a zarovent STOP
kodoén nastava v mieste, ktoré¢ zodpoveda pozicii okolo 60tej aminokyseliny. Zaciatok
kinazovej domény je in silico predikovany V pozicii 33-367 (Lokajova, 2024). STOP

kodon v mieste 60tej aminokyseliny by tak vyrazne narusil kindzovi doménu.

Pre d’alSie overenie pritomnosti transkriptu pripadne proteinu su potrebné dalSie

experimenty. V pripade overovanie pritomnosti/absencie transkriptu sa pontika metoda
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RT-qPCR, ktora by odhalila aj znizent mieru transkriptu. V pripade navrhnutia primer
parov pred a za miestom STOP kodénu by bolo mozné vyhodnotit’ ¢i sa dany transkript
degraduje. V pripade overenia pritomnosti proteinu je mozna metoda western blotu so
Specifickou protilatkou. V oboch pripadoch je vSak potrebné brat’ do tvahy vysokt
podobnost’ sekvencie ¢i uz génu alebo proteinu MMK3 s jeho pribuznym génom v praci

ozna¢ovanym ako RSY 74 (MsMAPK32/MsMAPK52).

Takisto sa pontika myslienka do akej miery je gén MSMAPK32/MsMAPK52 schopny
kompenzovat’ rolu génu MMKS3. Vsetky spominané gény a ich proteinové produkty boli
v studii zaoberajucej sa sekvenaciou MAP kinaz lokalizované v cytoplazme a zaroven zo
zostrojeného fylogenetického stromu v tejto publikécii vyplyva ich evolu¢na pribuznost’.
Medzi spominanymi proteinmi dochadza len k jednoaminokyselinovym substiticiam
mimo aktivnych miest proteinu. Substitucia lokalizovand v KIM motive je pritomna
vo vsetkych sekvenciach a vyplyva z rozdielu medzi tymito sekvenciami a databazou
NCBI, tym padom ju moZno povaZovat za vysledok chybnej anotacie v NCBI databaze.
V pripade substiticii aminokyselin mimo tohto miesta sa jedna o substiticiu v pozici 16
a to konkrétne o zdmenu treoninu (RSY_96/143) za serin (RSY _74), ktora je povazovana
za konzervovanu. V pripade druhej aminokyselinovej substiticie sa jednd o zdmenu
argininu (RSY _74) za lyzin (RSY_96/143). Tato substitlicia je takisto povaZzovana za
konzervativnu avSak nie je vyslovene neutrdlna. Obe aminokyseliny su sice kladne nabité,
ale odliSuju sa Struktirou postrannych retazcov. Boc¢ny retazec argininu je dlhsi,
obsahuje guanidinova skupinu a je schopny tvorit’ silnejSie vodikové vézby. Na druhe;j
strane lyzin obsahuje kratsi a flexibilnej$i postranny retazec s aminoskupinou. Tento
rozdiel sa moézZe prejavit’ hlavne v pripade ak sa jedna o zamenu v aktivhom mieste
enzymu, kde by mohlo dochadzat’ k protein-protein interakciam (Betts a Russell, 2003).
V pripade MAP kinaz sa tak moZe jednat’ o zmenu substratovej Specificity a zmenu v
interakcii. V tomto pripade sa vSak substitiicia nenachadza priamo v aktivnom mieste ale
iba v jeho blizkosti a preto by boli vhodné d’alSie experimenty pre urcenie schopnosti

vzajomnej funkcie tychto dvoch génov.
5.2 Klonovanie konStruktu fluorescen¢ne zna¢eného génu MPK13

V préci bola najprv zvolend stratégia klonovania vyuzivajica trojkomponentny systém
Multisite Gateway. Pocas klonovania sa podarilo pripravit’ vstupné klony, ktoré boli

overené¢ pomocou restrikcného Stiepenia a boli podrobené sekvenovaniu za ucelom
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overenia spravnosti klonovanej sekvencie a jednotliych rekombinovanych att miest. Oba
sposoby potvrdili spravnost’ klonovania. Tieto klony boli uchované v podobe
hlbokozmrazenych bakterialnych kultir na -80 °C a taktiez bola uchovana izolovana
plazmidovd DNA obsahujuca tieto klony (-20 °C). Dokopy boli pripravené a uchované 4

rozne typy klonov.

S klonmi sa d’alej pracovalo za ucelom pripravy konstruktu fluorescencne znaceného
proteinu génu MPK13 pod kontrolou nativneho prométora. LR reakcia vyuzivajiaca 3
komponenty bola vtomto pripade netGspesna. Na zaklade nelspe$nych pokusov
0 transformaciu chemokompetentnych buniek E. coli kmena DH50 a TOP10 boli
nasledne pripravené elektrokompetentné bunky kmetia TOP10. Tie boli pripravené za
ucelom zvySenia eficiencie transformacie. Ani pomocou tychto buniek vSak nedoslo

k Gspesnej LR trojkomponentovej rekombinacnej reakcii.

V pripade zlyhanej trojkomponentovej reakcie by netspesny vysledok mohlo
vysvetlit' niekol’ko pri¢in. Medzi ne zaradujeme nevhodny stechiometricky pomer
a koncentracia DNA, kvalita a topologia pouzitej DNA a v neposlednom rade kvalita

a uskladnenie pouzitého enzymu.

V prvom pripade stechiometrického pomeru hovorime o idedlnom pomere v situacii
pomeru 1:1:1:1 vstupnych klonov a destinaéného vektoru. Pri vypocte mnozstva DNA je
potreba zohl'adnit’ aj dizku jednotlivych plazmidov. Pogas prace bola dizka zohl'adnena,
avSak zohl'adnenie neprispelo k pozitivhemu vysledku. Pre optimalizaciu by bolo mozné
zvysit pomer vstupnych klonov na pomer 2:1 voci destinacnému vektoru. Zaroven moze
rolu v ucinnosti reakcie zohravat' aj topologia pouzitej DNA. Pre tento typ reakcie je
vhodné ,,supercoiled” plazmidova DNA. Ak k jej pre€isteniu dochadzalo nespravnym
sposobom bolo by vhodné danit DNA re-precipitovat’ etanolom, ¢o by jej prinavratilo
Zelanl formu. Zaroven taktiez treba zohl'adnit’ kvalitu pouzivané¢ho enzymu, ktory sa
vyznacuje vysokou nachylnost'ou na teplotu. Je potreba s nim manipulovat’ pri nizkych
teplotach a opakované rozmrazenie mohlo viest k jeho degradacii (ThermoFisher

Scientific, 2012).

Nasledne bol zvoleny postup jednokomponentovej LR reakcie. Za tymto icelom bol
vytvoreny vstupny klon s rezistenciou na gentamycin a bol pouzity novy destinacny

vektor s kanamycinovou rezistenciou. Vtomto pripade bola transformacia
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elektrokompetentnych buniek uspesné a podarilo sa pripravit’ jeden expresny klon pod

kontrolou konstitutivneho promoétoru (AtUB10:gMPK13:YFP).

Expresny vektor bol nasledne transformovany do buniek A. tumefaciens. Rozne
kolonie boli pouzité pre tranzientnl transformaciu listov N. benthamiana. Na treti den od
transformacie bol pozorovany S$pecificky signal v jadre acytoplazme. Zaroven bol
pozorovany neSpecificky signal vo velmi silnych zhlukoch. Na zaklade nedédvnej
publikacie Sojka et al., (2026) spocivajicej V tranzientnej expresii jednotlivych kinaz
Lucerny prvého a druhého radu, pripadne ich kombinacii je mozné predpokladat’, ze sa
jedna o signal sposobeny stresom z nadexpresie daného génu. Je mozné predpokladat’, ze
nadexpresia vyustila do tvorby stresovych granal, ktoré boli v tejto publikacii
pozorované. Toto tvrdenie vSak vyzaduje d’alSie experimenty ako napriklad vizualizacie

stresovych grantil pomocou $pecifického markerového proteinu (Sojka et al., 2026).

Nasledne boli izolované proteiny z transformovanych cCasti listov. Tieto vzorky boli
nasledne overované pomocou elektroforézy v nativnych podmienkach a western blotu za
ucelom potvrdenia fazie. Aj ked’ vzorky po separacii v géli v nativnych podmienkach
signal vykazovali tak pomocou western blotu sa fuziu potvrdit’ nepodarilo. V tomto
pripade prichddza do Gvahy moznost’ degradacie vzoriek vplyvom nadexpresie alebo
pocas samotnej izolacie. TaktieZ prichddza do tivahy fakt, Ze izolacia danych proteinov
je v tomto pripade obtiazna nakol'’ko sa koncentruju do zhlukovitych Struktir a agregatov.
Zaroven sa ponuka moznost' sekvenacie a kontroly celého plazmidu pouzitého pre
tranzientnu transformaciu pre spiatna kontrolu klonovania a vyskytu neziaducich

sekvencii v kostre plazmidu.
5.3 Transkripty generované alternativhym zostrihom génu

Stadia pracujiica s T-DNA inzerénou liniou SALK 130193 v géne MPK13 naznaéovala
pritomnost’ kratkej formy tohto génu vznikajicej alternativnym zostrihom aj v danej
mutantnej linii mpk13-1301 (Zeng, Chen, et al., 2011a). Na zaklade tejto Studie boli
v predchadzajtcej bakalarskej praci analyzované polohy T-DNA inzercii v jednotlivych
mutantnych liniach (Lokajova, 2024). V ramci tejto diplomovej prace boli nasledne
jednotlivé linie analyzované pomocou PCR metdd za ucelom potvrdenia a rozSirenia

znalosti o pritomnosti/nepritomnosti v jednotlivych mutantnych liniach.
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Pre zopakovanie experimentu rozsirené¢ho o d’alSie dve inzeréné linie boli vyhl'adané
Vv doplnkovych informaciach tidaje o pouzitych primer paroch pre detekciu jednotlivych
foriem. Tieto informacie st dostupné v prilohe ¢lanku s nazvom ,,AppendixS1. Z in
silico analyzy anela¢nych teplot jednotlivych primer parov pomocou Tm kalkulatora
dostupného na webe ThermoFisher Scientific (URL 7) vsak vyplyva, ze v pripade
primeru pouzitého pre nasadanie na oblast’ dlhej zostrihovej varianty génu je anela¢na
teplota prili§ nizka a jeho dizka prili§ kratka. Konkrétne sa jedna o ,reverse” primer
nazvany ako MPKI131 so sekvenciou TTACATATTCTTGAAGTG. Jeho dizka 18
nukleotidov a anelac¢na teplota 49,6 °C nie je kompatibilnd s pouzitym ,,forward“
primerom nazvanym MPKI13 o dizke 23 nukleotidov a anelaénej teplote 63,4 °C.
Vysledok, ktory autori uvadzaju v doplnkovych informaciach pod prilohou S6 sice
zobrazuje absenciu signalu na agar6zovom géli, ktory by odpovedal absencii signalu dlhe;j
varianty transkriptu v linii mpk13-1301, avsak s najva¢sou pravdepodobnost'ou je tato
absencia spOsobena chybnym navrhom primerov, ktoré nevytvorili PCR produkt

Z dovodu nevhodnych anelaénych teplot.

Z tohto dovodu bol pre analyzu pouzity iny ,,reverse* primer nasadajuci v oblasti za
miestom alternativneho zostrihu. Pri pouziti inej kombinacie primerov boli na géli
detegované signaly vo vSetkych troch analyzovanych liniach. Tieto signaly by mali
odpovedat’ obom formadm zostrihovych variant. Na zaklade odliSnych intenzit signalu
bola nasledne zvolena RT-qPCR metdda, ktord potvrdila ich pritomnost’ vo vsetkych
troch liniach. Hladiny transkriptov tohto génu boli sice vyrazne zniZené oproti divokému
typu, avSak stile pritomné. Vyrazna zmena Urovne hladin transkriptov sa medzi
jednotlivymi liniami v tomto pilotnom experimente nepreukazala. Pre spolahlivejSie
overenie by bolo potreba analyzu zopakovat’. Zaroven by prichadzalo do uvahy overit
nielen pritomnost’ transkriptu, ale aj samotného proteinu, ktory by potencidlne mohol
vznikat. Overenie by mohlo prebiehat’ pomocou metddy western blot so Specifickou

protilatkou.
5.4 Fenotypové analyzy

V ramci fenotypovych analyz boli vykonané tri rozne analyzy. Analyza doby kvitnutia
bola zalozend na doposial ziskanych predbeznych vysledkoch v predchadzajuce;j
bakalarskej praci. Na nu, vzhladom na spolo¢né regulaéné mechanizmy, nadviazala

analyza dizky hypokotylov. Ako posledné bolo vyhodnocované percentualne zastiipenie
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dvojvetvenych a trojvetvenych trichdémov na prvych dvoch pravych listoch ruzice. Tento
typ analyzy bol zvoleny na zaklade eFP prehliadaca (URL 3), ktory poukazoval na

zvysenu mieru expresie génu MPK13 v trichémoch.

Fenotypové analyzy si kladli za ciel’ objasnit’ rozdiely medzi jednotlivymi liniami
pozorovanymi v bakalarskej praci. Hypotéza bola zalozena na pritomnosti kratkych
foriem zostrihovych variant génu potencialne v dvoch mutantnych liniach. Tento fakt sa
vSak nepotvrdil. Experimenty zaloZzené na PCR metdédach poukazuji na pritomnost
tychto transkriptov vo vSetkych mutantnych liniach, ¢o s najvacsou pravdepodobnostou

vyustuje do fenotypovych rozdielov bez Statistického vyznamu.

Pre preukazania jasnej role kratkych ¢i dlhych zostrihovych variant by bolo vhodné
molekularne klonovanie jednotlivych zostrihovyh variant, ich nésledna transformacia
bud’ do rastlin divokého typu alebo do mutantnych rastlin s KO editaciou génu MPK13

a fenotypové analyzy zamerané na potencidlne ovplyvnené znaky.
5.4.1 Analyza doby kvitnutia

Na zéklade surovych dat hodnét T50 nameranych pocas tejto diplomovej prace nie je
mozné hovorit' o vyznamnych rozdieloch medzi jednotlivymi mutantnymi liniami

a zaroven ani medzi mutantnymi liniami a divokym typom.

Rozdiel medzi hodnotami T50 nastal aZ po transformaécii dat. V tomto pripade bol sice
Statisticky potvrdeny len medzi liniou vykazujicou skoré kvitnutie a zbytkom
analyzovanych genotypov. Zaroven vSak z grafu vyplyva posun doby kvitnutia linie
mpk13-04 smerom k dobe kvitnutia linie vykazujicej neskoré kvitnutie. Tento fakt by
mohol naznaCovat' posun doby kvitnutia k neskorSiemu fenotypu a mohol by byt
vysvetleny miernym zvySenim hladiny transkriptu, ktory bol detegovany primer parom
FRS3.

Vysledok tejto fenotypovej analyzy je v priamom rozpore s vysledkami bakalarske;j
prace, na ktorych bol zalozeny. S najvdcSou pravdepodobnost'ou sa jednd o zmenu
metodiky, ktora sa pouzivala pre vyhodnotenie doby kvitnutia. V tejto praci bola vyuzita
metoda povazujuca za kvitntcu rastlinu ta, ktora vykazovala dizku stonky vys$iu ako
jeden centimeter. Naopak v bakalarskej praci bola za kvitnicu rastlinu povazovana

rastlina, ktora otvarala puky a podiel tychto rastlin bol vyhodnocovany na tridsiaty den
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od sadenia. V oboch pripadoch sa jedna o vyhodnocovanie doby kvitnutia avSak

diplomova praca pracuje s inym vyvojovym Stadiom.

Zaroven sa mdze jednat’ o podmieneny kondicionalny fenotyp prejavovany v urcitych
podmienkach. V stadii zameranej na rod chryzantém sa jednalo o dostupnost’ fosforu
(Liu et al., 2023). V pripadnych budutcich experimentoch by bolo mozné vyuzit’ pristup
zo spominanej $tadie, pripadne rozsirit podmienky o iny typ oSetrenia rastlin, ktory by
mohla predstavovat’ napriklad kyselina abscisova, ako jeden z hlavnych hormonalnych
regulatorov kvitnutia, ktory je Casto vyuzivany za ucelom modulacie doby kvitnutia

(Xiong et al., 2019).
5.4.2 Analyza dizky hypokotylov

Aj v pripade tejto analyzy doslo k rozdielu medzi liniou mpk13-04 a zvy$nymi dvomi
mutantnymi liniami. Opdt’ sa naskytd moznost' rozdiel vysvetlit mierne zvySenou
hladinou transkriptu, ktory bol detegovany primer parom FR3 a liniu tak odliSuje od
ostatnych dvoch. Zaroven vsak tato linia nevykazovala rozdiel od divokého typu a tym
padom S najvdacSou pravdepodobnostou rozdiel spocivajici v nepatrnej zmene

transkriptu nehra dolezitt rolu.
5.4.3 Analyza trichémov

V tomto pripade bol pritomny rozdiel medzi liniou mpk13-04 a divokym typom. Linia sa
odlisovala v pomere dvoj a trojvetvenych trichdmov na prvych dvoch pravych listoch
ruzice.

Rozdiel by opidt’ mohol byt vysvetleny zvySenou mierou transkriptu v porovnani
S ostatnymi mutantnymi liniami. Skratené transkripty maju totiZto naruSenu kindzovl
a dokovaciu doménu (Lin et al., 2010). Zmena pomeru uplnych a netplnych
potencialnych proteinovych produktov by tak mohla vyustit’ do zmeny zapojenia dané¢ho

proteinu v regulacnych procesoch skrz pozmenenti modulaciu proteinovych komplexov

(Maik-Rachline et al., 2021).

Rozdiel bol vSak potvrdeny len na turovni t-testu medzi divokym typom a liniou
mpk13-04. Pre zvysenie robustnosti testovania by bolo vhodné v buducich experimentoch

zvysit hodnotu N.
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Zaroven sa moze jednat’ a situdciu kedy je vel'mi obtiazne zachytit’ jasny kontrastny
fenotypovy prejav mutantnej linie vyplyvajici z povahy vysokej pribuznosti jednotlivych
kinaz. Pocas bakalarskej prace na zaklade in silico analyz bola preukazana vysoka miera
podobnosti medzi génom zaujmu MPK13 adruhou kindzou prvého radu MPK11l
(Lokajova, 2024). Zaroven publikacia vyuzivajica dvojité mutantné linie naznacuje
prekryvajice sa role s génom MPK4, nakol'ko dvojité mutantné linie mpk4/mpk13
v oboch génoch vykazovali vyraznejsi fenotyp ako jednotlivé mutantné linie samostatne

(Su a Krysan, 2016).
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6 Zaver

V prvej Casti sa praca venovala experimentom zameranym na gén MPK13 z A. thaliana.
Ako prvy bol pripraveny konsStrukt pod kontrolou konstitutivneho promotora
(AtUBQ10::YFP:gMPK13). Konstrukt bol pouzity pre tranzientnu transformaciu listov
N. benthamiana, kde vykazoval $pecificky signal spolu so silnymi akumulujacimi sa
agregatmi. Konstrukt sa nasledne nepodarilo validovat’ pomocou metédy western blot.

Zaroven vsak boli pripravené vSetky vstupné komponenty pre trojkomponentovu reakceiu.

Dalej sa praca zaoberala skumanim pritomnosti kratkych a dlhych zostrihovych
variant v jednotlivych mutantnych liniach. Pocas prace bola identifikovana chyba
v metodike, ktora s najvdcSou pravdepodobnostou viedla Kk chybnému zaveru
V spominanej Studii. V préci boli identifikované obe formy génu naprie¢ vSetkymi tromi
liniami. Néslednd analyza hladin transkriptov poukdzala na zanedbateI'né odchylky,
ktorymi sa jednotlivé linie odliSuju a nebolo tak mozné vysvetlit' odliSnosti v pripade

fenotypovych analyz tymto spdsobom.

Fenotypové analyzy vykazovali mierny posun mutantnych linii mpk1l3 v dobe
kvitnutia. Pouzité mutantné linie, hlavne linia mpk13-04 vykazovala posun K linii
vykazujlicej neskorSiu dobu kvitnutia. Tato linia (mpk13-04) sa zaroven odliSovala
Vv pomere zastipenych dvoj- atroj-vetvenych trichomov. Taktiez bola odlisna od

zvyskovych dvoch mutantnych linii mpk13 v pripade dizky hypokotylu.

Praca sa taktiez venovala overovaniu a validacii potencidlnej editacie ortologneho
génu MMKS3 u Lucerny siatej. V tomto pripade bola uspes$ne selektovana jedna
»knock-out* mutantnd linia oznacend ako UB15. Dan4 linia bola validovana pomocou
Sangerovho sekvenovania s optimalizovanou metddou pripravy genetického materialu
uréeného pre sekvenaciu. Naslednou in silico analyzou bola preukazana editacia v oboch
alelach génu pritomného v dvoch kopidch v celom genéme Lucerny siatej. Dand linia
bola spolu s liniou divokého typu a nadexpresnou liniou pripravenou pocas bakalarskej
prace zmnozena dvomi réznymi metddami. Metdda odrezkovania vygenerovala vel'ké
mnozstvo rastlin, ktoré by v budicnosti mohli byt pouZité pre fenotypové analyzy.

Metoda samoopelenia zabezpecila uchovanie materialu v podobe semien.
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9.1 Priloha 1: Metodické prilohy
9.1.1 Protokol ku kitu ,,Nucleo spin gel and PCR clean up*

K produktu v minimalnom objeme 50 pul bol pridany dvojnasobny objem roztoku NTI.
Vzorky sa preniesli na kolonku vlozenu do kolek¢nej tuby a centrifugovali sa 30 sekund
pri 11 000 g. Po odstraneni steCené¢ho roztoku sa na kolonku pridalo 700 ul NT3 roztoku
obsahujuceho etanol a opdtovne sa centrifugovalo za rovnakych podmienok. Tento krok
sa zopakoval este raz. Na uplné odstranenie zvyskov roztoku nasledovala centrifugécia
trvajica 1 minutu pri 11 000 g. Kolonky v kolekénych tubach sa nasledne umiestnili na
2 mintty do termobloku pri teplote 70 °C. Po tomto kroku boli kolonky vlozené do
novych Eppendorf skimaviek, na kolonku sa pridalo 30 pl roztoku NE a vzorky sa
centrifugovali 1 minatu pri 11 000 g. Finalne precisteny PCR produkt bol uskladneny pri

-20 °C a nasledne vyuzity na klonovanie.

V pripade precistenia produktu vyrezaného z agar6zového gélu bol postup
nasledujtci. Vyrezany kasok agarozového gélu bol v eppendorf skimavke zvazeny a bol
K nemu pridany 2-nasobny objem NTI pufru (na 1 mg gélu odpovedaja 2 ul NTI pufru).
Nasledne bola eppendorf skimavka inkubovand pocas 5-10 minat v termobloku pri
teplote 50°C za ob¢asného premiesania az do tGplného rozpustenia gélu. Nasledovalo
nanesenie objemu skimavky na kolonku a centrifugacia pri 11 000 g pocas 30 sektind za
ucelom zachytenia DNA na membréne. Eluat bol spdtne naneseny na kolonku a proces
bol zopakovany eSte 2 krat. Nasledovalo premytie kolonky NT3 pufrom (700 pl)
s obsahom etanolu a centrifugacia 30 sekund pri 11 000 g. Po odstraneni eluatu bola
d’al§im krokom bola centrifugacia kolonky bez pridania akéhokol'vek roztoku za ticelom
odstranenia prebyto¢ného etanolu (30 sek, 11 000 g). Potom prebehla inkubacia
v termobloku pri 70 °C pocas 3 mintt za i¢elom odparenia etanolu. V tomto kroku bola
v skumavke Vv termobloku taktiez zahriata PCR voda, ktora bola nasledne nanesené na
kolonku v objeme 30 ul. Po inkubacii o 30 sekund bola kolonka centrifugovana (1 min,
11 000 g) a eluat s obsahom precisteného PCR produktu bol uskladneny na -20 °C.

9.1.2 Molekularne klonovanie metodou ,,Multisite Gateway*

Samotny princip klonovania je postaveny na rekombindcii medzi Specifickymi att
sekvenciami, ktoré su pritomné na PCR produktoch a vektoroch (plazmidoch). Po

doplneni rekombinacnych miest k cielovému génu a néaslednom precisteni PCR



fragmentov sa pripravuji vstupné klony prostrednictvom BP reakcie katalyzovanej
enzymom Gateway® BP Clonase® II. Do tejto reakcie vstupuje 50 fmol PCR produktu
spolu s ekvivalentnym mnozstvom (50 fmol) prazdneho donorového vektora. Spravnost’
vloZenia génu do vektora sa nasledne potvrdzuje restrikénou analyzou a sekvenovanim,
ktoré zaroven overuje zachovanie otvoren¢ho cCitaciecho rdmca (open reading frame,
ORF). Na d’alsi krok — LR rekombinéciu — sa pouziva enzym LR Clonase® Plus Enzyme,
pricom reak¢na zmes obsahuje 20 fmol destinacného vektora spolu so vstupnymi klonmi:
10 fmol pre fragment A, 10 fmol pre fragment B a 10 fmol pre fragment C. Pri
jednokomponentovej LR reakcii sa namiesto toho pouziva 150 ng vstupného klonu a

rovnaké mnozstvo (150 ng) destinacného vektora.
9.1.3 Agarozova gélova elektroforéza

Priprava vzoriek na elektroforézu spoéivala v zmiesani 1 ul 6xLoadingDye (LD), 1 pl
vzorky a 4 ul PCR H:O, pric¢om po dokladnom premieSani bol ziskany objem 6 pl. Ten
sa nasledne nanasal do jamiek agar6zového gélu pomocou automatickej pipety. Pripadne
podl'a potreby bol na gél naneseny cely objem PCR reakcie ato za pouZitia
6xLoadingDye tak aby finalna koncentracia 6xLD predstavovala po zmiesani s PCR
produktom 1x. Ako velkostny marker bol v krajnych jamkach pouzity Standard
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder v objeme 1,5 pl.

9.1.4 PCR za ucelom klonovania metédou ,,Multisite Gateway* (priprava

pre BP reakciu)

Na tento ucel sa vyuzili dve sady primerov. Kazdy z primerov pozostaval z 18-25 bp
komplementarnych k cielovej sekvencii a zaroven niesol 22-25 bp dlhy usek
zodpovedajuci attB sekvencii, ktord je potrebnd pre nasledni rekombinaciu do
prislusného vektora. Obe sady pozostavali z forward a reverse primeru. Pre vstupny klon
A bola pouzita dvojica primerov, kde forward primer niesol attB4 miesto a reverse primer
attB1 miesto. V pripade fragmentu B iSlo o primerovu dvojicu obsahujucu forward primer
s attB1 miestom a reverse primer s attB2 miestom a Vv neposlednom pripade primer
dvojice pre vstupny klon C obsahoval forward primer s miestom attB2 a reverse primer s
attB3 miestom (Tab. 17).

Primery bolo potrebné najskor nariedit’ na zdsobnt koncentraciu 100 pmol/l a ndsledne

na pracovnu koncentraciu 10 pmol/l pomocou PCR H:0. Reakéna zmes bola pripravena



tak, aby finalny objem jednej PCR reakcie bol 50 pl a zloZenie 1 reakcie je uvedené
Vv tabulke ¢. 18. Reakéné zmesi boli vlozené do termocykléru T100™ Thermal Cycler a

PCR prebehla podl'a programu uvedeného v tabulke €. 19.

Ziskané PCR produkty boli overené pomocou gélovej elektroforézy a néasledne boli
pozitivne PCR vyrezané z agarozového gélu za pomoci UV iluminatora. Nasledne

prebiehalo precistenie pomocou Kitu NucleoSpin Gel and PCR Clean-up.
9.1.5 BP a LR reakcie

BP reakcia prebieha medzi attB sekvenciami pritomnymi na PCR produkte a attP
sekvenciami na donorovom vektore. Vysledkom je vznik vstupného klonu (entry klon) s
inzertom (PCR produktom) a novovytvorenymi rekombinaénymi miestami
oznacovanymi ako attL a attR. Na uskuto¢nenie reakcie bol pouZity enzym Gateway®
BP Clonase® II. Finalny objem reak¢nej zmesi bol 10 pl a pozostaval z PCR H-O,
precisteného PCR produktu, donorového vektora a 2 pl enzymu. Mnozstvo PCR produktu

aj donorového plazmidu zodpovedalo 50 fmol.

Inkubécia prebiehala v PCR skimavke pri teplote 25 °C pocas noci (priblizne 16
hodin). Reakcia sa ukoncovala pridanim 1 pl proteindzy K (sucast’ kitu) a naslednou
10-minttovou inkubdaciou pri 37 °C. Takto pripravené produkty BP reakcie sa vyuZzili na
transformaciu chemokompetentnych buniek E. coli kmefiov TOP10 alebo DH5a. Po
transformécii sa baktérie selektovali na Petrtho miskach s LB médiom obsahujicim
prislusné antibiotikd. Za ucelom overenia pritomnosti transformovaného plazmidu bol
ur€ity vybrany pocet kolonii bol nasledne naockovany do tekutého LB média s obsahom
prislusného selekéného antibiotika. Skimavky boli kultivované pocas noci pri 37°C
a 200 rpm. lIzolované plazmidy metédou P1P2P3 sa d’alej analyzovali restrikénym
Stiepenim, elektroforézou a po vyhodnoteni pozitivneho Stiepneho vzoru boli dané

plazmidy precistené, osekvenované a pouzité pre LR reakcie.

Na rozdiel od BP reakcie, LR reakcia prebieha medzi rekombinacnymi miestami attL
a attR. Tento proces zabezpecuje vlozenie vstupnych klonov a ich DNA fragmentov do
destinacného vektora v spravnej orientacii, ¢im vznika expresny vektor. Rekombinacia
bola uskuto¢nena pomocou enzymu Gateway® LR Clonase® Enzyme. Celkovy objem
reakcie bol opit’ 10 ul, pricom reakéna zmes obsahovala PCR H:O, tri vstupné klony

(kazdy v mnozstve 10 fmol), destinaény vektor (20 fmol) a 2 pl enzymu. Reakcia



prebiehala v termocykléry pri teplote 25 °C pocas noci. Ukoncenie reakcie a inaktivacia
enzymu sa vykonavali rovnakym spdsobom ako pri BP reakcii. Produkt LR reakcie bol
vyuzity na transformaciu elektrokompetentnych buniek E. coli. Transformované bunky

boli selektované ako v pripade BP reakcie
9.1.6 Precistenie pDNA kitom Qiaprep

Pomocou tohto kitu boli vzorky preCistené za dal§$im ucelom sekvendcie alebo
nasledujucich krokov klonovania. K 50 pl vzorky bolo pridanych 250 ul PB pufru a cely
obsah sa po premiesani pipetou naniesol na kolonku. Prebehla centrifugacia na stolne;j
centrifuge pocas 1 minuty a za podmienok 15 600 g. Eluat bol pomocou automatickej
pipety opédt preneseny na kolonku aopdt prebehla centrifugicia za rovnakych
podmienok. Proces bol opakovany dokopy 4 krat, potom bol eluat odstraneny a kolonka
bola 2 krat premyta 750 ul PE pufru pri centrifugéacii za rovnakych podmienok ako
Vv pripade vizby DNA na membranu. Nasledne prebehla elucia 30 pul PCR vody do Cistej
1,5 ml Eppendorf skimavky.

9.1.7 1zolacia pDNA protokolom P1P2P3

Zo skimavky s narastenou kulturou sa odliali 2 ml do Eppendorf skimavky. Vzorky sa
centrifugovali 2 minuty pri 9800 g pri laboratornej teplote. Po centrifugécii bol
supernatant starostlivo odstraneny a k peletu sa pridal novy objem LB kultiry. Nasledne
sa centrifugdcia zopakovala za rovnakych podmienok. Celkovy objem pouZite]

bakterialnej kultury predstavoval 4 ml tekutého LB média.

Po odstraneni supernatantu sa k peletu pridalo 300 pul P1 roztoku doplneného
RNAazou A (1 pl/ml). Pelet sa dokladne resuspendoval pomocou vortexu a do zmesi sa
nasledne pridalo 300 pl P2 roztoku. Skimavky boli jemne prevratené priblizne 10-krat a
inkubované najviac 5 mintt pri laboratornej teplote. Po tomto kroku sa do vzoriek pridalo
300 pl predchladeného P3 roztoku, skimavky sa opit’ 10-krat prevratili a poc¢as 5 minut

inkubovali na 'ade.

Vzorky boli nasledne centrifugované 15 mintt pri 16 000 g a 4 °C. Ziskany supernatant
sa odobral automatickou pipetou a preniesol do Cistej 1,5 ml Eppendorf skumavky
obsahujucej 600 pul 100 % izopropanolu. Po 5-mintitovej inkubdcii pri laboratérne;j teplote
nasledovala centrifugacia poc¢as 20 minut pri 16 000 g pri izbovej teplote. Supernatant

bol odstraneny a k peletu sa pridalo 750 pl vychladeného 75 % etanolu na premytie. Po



odlepeni peletu od steny skumavky prebehla d’alSia centrifugacia (5 minut, 16 000 g,

laboratérna teplota). Supernatant sa znovu odstranil a zvysky etanolu boli odsaté pipetou.

Pelet sa nechal dosusit’ v otvorenej skimavke na vzduchu a nasledne sa resuspendoval
v 50 ul PCR H:0O. Takto pripravené vzorky sa uchovévali na 'ade alebo boli uskladnené
pri -20 °C. Plazmidova DNA izolovana tymto postupom vsSak obsahuje necistoty vo

forme degradovanych RNA fragmentov a pre d’alSiu analyzu ich je potreba precistit’.
9.2 Priloha 2: Vysledkové prilohy

9.2.1 Prirovnanie sekvencii

deletionlin 11
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RSY143 ACTCA-TTGETATCCGAGRRAGAGTAACAGTARCAGRATAATCATGGARARCARRARCCCT
RSY96 ACTCAATTGETATCCGAGARAGAGTAACAGTARCAGERATAATCATEGARAACARRARCCCT
RSY243 ACTCT-TTGTATCCCAGARAGAGTAACAGTAACAGAATAATCATGGARAACAARRRCCCT
Ray74 ACTCT-TTGTATCCCAGARAGAGTAACAGTARCAGAATAATCATGGARANCARRARCCCT
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MSADZ273 GAATCTGAGARAGUCARACTCCARAGGARCTTTGATTCACGATGGAARATACATTCAATAC
R5Y143 GARTCTGAGARAGCARACTCCARAGGARCTTTGATTCACGATGGAARATACATTCAATAC
R5YS6 GAATCTGRAGARRGCARACTCCARRGGARCTTTGATTCACGATGGARRRTACATTCAATAC
RSYZ243 GAATCTGAGAAAGCAAACTCCAAAGGAACTITGATTCACGATGGAAAATACATTCAATAC
R3Y74 GAATCTGAGAAAGCBAACTCCABAGGA.CTTTGATTCACGATGGAAAATACATTCAATRC
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MSRED273 ARCGTCTTAGGCAACCTTTTCGAAGTCTACTCCAACTACATTCCTCCTCTTCARCCCGTC
R5Y143 AACGTCTTAGGCAACCTTTTCGAAGTCTACTCCAACTACATTCCTCCTCTTCAACCCGTC
R5Y98& AACGTCTTAGGCAACCTTTTCGAAGTCTACTCCAACTACATTCCTCCTCTTCAACCCGTC
RSY243 AACGTCTTAGGCAACCTTTTCGARGTCTACTCCAACTACATTCCTCCTCTTCAACCCGETC
R3Y74 ARCGTCTTAGGCAACCTTTTCGAAGTCTACTCCAACTACATTCCTCCTCTTCARACCCGETC
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MSREDZ273 GETCGCGECECATACGECATCGTTTEETGAACTCACTCATCTTTCACTTCAATTTATTTA
RSY143 GGTCGCGGCGCATACGGCATCGTTTEETGAACTCACTCATCTTTCACTTCAATTTATTTA
R3Y9¢& GETCGCEGCGCATACGECATCGTTTEGTGAACTCACTCATCTTTCACTTCAATTTATTTA
R5Y243 GGICGUGGEEECATACGGCATCGTTTEETGAACTCACTCATCTTTCACTTCAATTTATTTA
R3Y74 GGTCGCGECECATACGECATCETTT TGBACTCACTCATCTTTCACTTCAATTTBTTT'
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MSADZ273 TTTATTTTTCAACTTTAATTTTCATTTTAAATTATTAATTTTATTGTATATTATTGT AN
R5Y143 TTT-——-TTCARCTTTAATTTTCATTTTAAATTATTAATTTTATTGTATATTATTGTA
R5YS6 TTTATTTI T TCARCTTTAATTTTCATTTTAAATTATTAATTTTATTGTATATTATTGTA
R5YZ243 TTT-—-TTCAACT T TAATTTTCATTTTARAATTATTAATTTTATTGTATATTATTGTA

RSY74 B T TCAACTTTAATTTTCATTTTARAT TATTARTTTTATTGTATATTATTGTA
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MSAED273 TGTGCARCGARCTCAGATACGAATGAAGETGTTGCGATARAGARGATTGGGGATGCGTTT
R5Y143 TGIGCARCGARCTCAGATACGAATGAAGETGTTGCGATARAGARGATTGGGGATGCGTTT
R5YS6 TGTGCARCGARCTCAGATACGARATGARGETGTTGCGATARAGARGATTGEGGATGCETTT
RSYZ243 TGTGCAACGAACTCIGATACGAATGAAGGTGTTGCGATAAAGAAGATTGGCGATGCGTTT
R3Y74 TCTGCAARCGARACTCGEATACGAATGAAGCTGTTGCGATARAGAAGATTGGGGATGCGTTT

Obr. P1: Prirovnanie jednotlivych sekvencii a ich priradenie ku konkrétnej oblasti génu. SNP
vyznacené farebne sluzili pre identifik4ciu jednotlivych alel v jednotlivych klonoch pouzitych pre
sekvenaciu. Sekvencia oznatena ako MSAD273 bola poskytnutd Skolitelom ako referencna,
s ktorou bolo pracované doposial’ aj poCas bakalarskej prace.



9.2.2 Fenotypové analyzy

Hodnoty T50 v zavislosti od genotypu
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Obr. P2: Graf zobrazujuci vyhodnotenie hodnoty T50 na zaklade ,,surovych® dat doby
kvitnutia jednotlivych genotypov.
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Obr. P3: Graf zobrazujici vyhodnotenie denzity trichdémov prvych dvoch pravych
listov jednotlivych linii A. thaliana. Pocet pouzitych listov pre jednotlivé genotypy:
n (Col-0)=20, n (mpk13-04)=22, n (mpk13-1301)=22, n (mpkl13-2041)=25. Analyza
Statistickym testom One way ANNOVA nepreukdzala Statisticky vyznamny rozdiel
medzi liniami.



