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CiLE PRACE

Teoreticka Cast:

e Zpracovani literarni reSerSe na téma Arabidopsis thaliana jako modelovy

organismus, zakladni charakterizace annexint a vapnikova signalizace.
Prakticka cast:

e Validace annexinovych mutantli pomoci PCR genotypovani.

e Fenotypova charakterizace ovérenych annexinovych mutantt.

e Molekularni piiprava konstruktii pro annexinové mutanty pomoci Multiplex
CRISPR/Cas9 metody.

e Vyhodnoceni ziskanych vysledk a sepsani experimentalni Casti bakalarské

prace.



1 UVOD

Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) je v oblasti molekularni biologie uziteCnym
modelovym organismem, ktery poskytuje cenné poznatky o zakladech fyziologie
a vyvoje dvoudéloznych rostlin. Snadna geneticka manipulace, znalost celého genomu
a zivotniho cyklu, z husenicku €ini vynikajici systém i pro zkouméani funkcei jednotlivych

proteinti (Wienkoop et al., 2010).

Annexiny jsou vSudypfitomna vysoce konzervovana rodina proteinti vazicich se
na fosfolipidy. Podileji se na mnoha bunéénych procesech, v€etné membranové
dynamiky, vezikularniho transportu, reakci na stres a signalizaci vapniku. Jejich exprese
je silné zavisla na fazi vyvoje a vnéSich podminkach (Laohavisit & Davies, 2011).
Z osmi annexinu u Arabidopsis thaliana je nejvice zastoupeny a prozkoumany annexin 1
(ANNAT1). Nachazi se v celé rostliné a ma fadu riznych funkci. Annexin 4 (ANNAT4)
je méné zastoupeny, ma od ostatnich proteind z této rodiny odliSnou strukturu, ale sdili

s ANNATI1 podobné funkce (Clark et al., 2001).

Vapnikova signalizace je signalizaéni mechanismus ovliviiujici zésadni
tfyziologické procesy napfi¢ v§emi eukaryotickymi organismy. Organizace vapnikovych
signalti zavisi na komplexni siti proteinti, v€etné iontovych kanali, pump a senzoru
(Clapham, 2007). Mezi tyto proteiny patfi i annexiny, které jsou schopné vazat vapnikové

ionty. Mohou hrat roli jako vapnikové kanaly nebo jejich regulatory (Davies, 2014).

Pro sledovani moznych vlivli annexint byla pouzita fenotypova charakterizace
zkoumajici morfologické znaky ovérenych T-DNA | knock-out“ mutantnich rostlin
A. thaliana. Rostliny s T-DNA inzerci v genech zajmu jsou dilezitym zdrojem informaci
pro pochopeni funkce gent a regulacnich mechanisma nebo pro identifikaci gend, které

jsou odpovédné za fenotypové znaky (Krysan et al., 1999).

Multiplex CRISPR/Cas9 je metoda uzpusobena k piipravé molekularnich
konstruktd pro tvorbu mutantnich rostlin. Tento pristup genetického inzenyrstvi
umoziuje piesnou kontrolu nad genomickymi zménami i nékolika gend zarover, coz

usnadriuje zkoumani specifickych vlivi proteina (Zhang et al., 2016).



2  SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Arabidopsis thaliana jako modelovy organismus
Husenicek rolni neboli A. thaliana je dvoudé€lozna rostlina pfirozené se vyskytujici

v Evropé€, Asii a Severni Americe. Taxonomicky je zafazena do Celedi brukvovitych
rostlin (Brassicaceae; Meinke et al., 1998). Arabidopsis se zaCala vyuzivat jako
modelovy organismus dvoudéloznych rostlin, jelikoz ma dukladné prozkoumané
zakladni vlastnosti zivotniho cyklu a osekvenovany genom. To se ukazalo byt vhodné pro
mnohé geneticky zalozené vyzkumy (Meinke et al., 1998; Meyerowitz, 1989; The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Celkovy zivotni cyklus rostliny, od zac¢atku kliceni po prvni semena, trva pouze
6 tydnd. Podle podminek se dortsta razice s listy 2—10 cm, s vyskou stonku nejvyse
30cm. Kvéty jsou asi 2mm velké, oboupohlavné a po otevieni pupenu dojde
k samoopyleni. Jeji mala velikost, schopnost rist v laboratornich podminkach i v béznych
zeminach, tvofi z A. thaliana ideélni nenarocnou rostlinu s nizkymi néklady na jeji

pestovani (Meinke et al., 1998; Meyerowitz, 1989).

Genom A. thaliana obsahuje 25 498 gent kodujici proteiny z 11 000 proteinovych
rodin na péti chromosomech. Jeho velikost dosahuje 125 Mb s hustotou gent a urovni
exprese konzistentni mezi vSemi chromosomy. Byl osekvenovany vroce 2000
mezinarodni spolupraci pod zastitou iniciativy AGI (The Arabidopsis Genome Initiative,

2000).

2.2 Annexiny
Annexiny jsou skupina evolu¢né konzervovanych proteind, které maji schopnost se

vratn& vazat na fosfolipidy v zavislosti na vapenatych iontech (Ca®*; Gerke & Moss,
2002). Annexiny jsou rozdéleny do péti rodin. Proteiny obratlovcl nesou oznaceni A,
bezobratlych B, hub a nékterych jednobunécnych eukaryot C, annexiny rostlin patii do

skupiny D a prvoci do E (Jami et al., 2012; Moss & Morgan, 2004).

2.2.1 Historie annexinu

Skupina annexinu byla vytvorena pro proteiny s podobnymi biochemickymi vlastnostmi,
u kterych se zjistilo, ze maji srovnatelnou genovou strukturu a sekvencni charakteristiky.
Jednalo se o na sobé& nezavisle objevené proteiny, na které se pfislo v ramci vyzkumu
zivocisnych proteind v prabéhu sedmdesatych a osmdesatych let minulého stoleti (Gerke

& Moss, 2002). Jako prvni byl popséan a izolovan lidsky annexin A7 (zprvu pojmenovan

2



synexin; Creutz et al., 1978). Nasledné byly tyto proteiny v roce 1990, kvuli své vlastnosti
vazat se na membrany, pojmenované podle feckého vyrazu annex neboli ,dat/drzet
pohromadé“ (Gerke & Moss, 2002; Moss & Morgan, 2004). Evolu¢né je primarni
struktura annexint konzervovana u vétSiny mnohobunécnych eukaryotickych druht. Jsou
primitivni skupinou proteind, ktera se da datovat pfiblizn€ 1 az 1,5 miliardy let zpatky
k jednobunécnym organismum (Morgan & Fernandez, 1995). Zachovava se u nich pozice
exond a intrond, s variabilnim mnoZzstvim intront u raznych skupin organismi (Smith
& Moss, 1994). K rozsiteni a rozdilnosti annexinti mezi jednotlivymi skupinami mohlo
dojit pomoci duplikace genti (Braun et al., 1998; Jami et al., 2012). Diky genomovému
sekvenovani se rodina annexini rozSifila a bylo nalezeno vice nez 1000 clend
annexinovych podrodin, které pochazeji ze zivocicht, rostlin, hub i prvoka (Gerke

& Moss, 2002; Moss & Morgan, 2004; Wu et al., 2022).

Rostlinné annexiny jsou monofyletickou skupinou. Predpoklada se, ze se vyvinuly
odlisnym zpisobem nez zivoci§né annexiny. Prvni annexin fotosyntetizujiciho organismu
nejspiSe pochazi z doby pred 1 miliardou let pfi pfechodu zelenych fas na sous (Moss
& Morgan, 2004). Konzervace a expanze rostlinnych annexint v pribéhu evoluce
naznacuje jejich dulezitou roli ve fyziologickych procesech a adaptaci rostlin na vnéjsi
prostfedi (Jami et al., 2012). U vys8ich rostlin byl annexin poprvé dokazan v roce 1989
u rajCete (Boustead et al., 1989), kdy byly extrahovany proteiny, které precipitovaly
s Ca**, reagovaly s fosfolipidy a protilatkami vytvofenymi na Zivoci§né annexiny
(Delmer & Potikha, 1997). Rostlinné annexiny jsou dodnes predmétem intenzivniho

veédeckého studia (Laohavisit & Davies, 2011; Luo et al., 2024; Wu et al., 2022).

2.2.2 Zakladni charakteristika annexinu

Annexiny jsou rozpustné hydrofilni proteiny se schopnosti se vazat na negativné nabité
fosfolipidy v zavislosti na vapniku (Gerke & Moss, 2002). Je to hojné a vSudyptitomné
se vyskytujici skupina proteind a jsou dulezitym elementem pro vapnikovou signalizaci.
Jsou charakterizovany rozsahlym souborem funkci (Gupta, 2012; Jami et al., 2012;
Kodavali et al., 2013; Lizarbe et al., 2013). Lokaliza¢ni studie annexinu zalozené na
frakcionaci proteind, imunohistochemii a mikroskopii Zivych bunék potvrdily vysokou
abundanci annexint v cytoplasmé (Clark et al., 1998; 2005b; Lee et al., 2004). Po zvySeni
vapnikové koncentrace dochézi k pfemisténi k plasmatické membrané (Gerke & Moss,
2002). Mohou se nachazet 1 v bunécné sténé, jako integralni membranové proteiny (Lee

et al., 2004), v centralni i vegetativni vakuole (Carter et al., 2004), v jaderném matrixu
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(Kovacs et al., 1998), nebo v strome chloroplastti (Rudella et al., 2006). Nejvice jsou pak
koncentrované v mistech polarizovaného rastu (Clark et al., 1994; Konopka-Postupolska,

2007).

Biochemicky jsou definované jako rozpustné, hydrofilni Ca>*/fosfolipidy vazici
proteiny. Tato vazba je reverzibilni a odstranéni Ca** iontd chelatanimi ¢inidly vede
k odpojeni annexinti od fosfolipidi. Jednotlivé annexiny se od sebe mohou lisit citlivosti
k Ca** a fosfolipidovou specificitou dle typu substituentu navazaného na kyselinu

fosfatidovou (Gerke & Moss, 2002).

Annexiny maji v rostlinaich mnoho funkci. Diky své schopnosti vazat se na
membrany jsou spjaté s procesy souvisejici s endomembranami, jako je pfenos pres
membrany, vezikularni pfenos, interakci membrany s cytoskeletem, (Carter et al., 2004;
Konopka-Postupolska, 2007), jsou zodpovédné za membranové opravy, konstitutivni ¢i
stresem zpusobenou autofagii nebo exo/endocytosu (Carroll et al., 1998; Laohavisit
& Davies, 2011). Jsou spojeny se syntézou bunécné stény (Clark et al., 1994) a kromé
toho mize vazba Ca’>* na annexiny ovlivnit vezikularni sekreci (Konopka-Postupolska

& Clark, 2017).

Mnohé annexiny maji funkce pfi odpovédich rostlin na bioticky a abioticky stres.
Aktivita annexinll je ovlivnéna interakci rostliny se symbiotickymi organismy i pii
napadeni patogeny (Kodavali et al., 2013; Zhao et al., 2019). Je intenzivné studovana
jejich ucast v abiotickych stresovych reakcich, jako jsou reakce na oxidativni, tepelny
a slany stres (Huh et al., 2010; Konopka-Postupolska et al., 2009; Richards et al., 2014),
ale i v reakcich na chlad, osmoticky stres a vodni deficit (Cantero et al., 2006; Lee et al.,
2004). Jsou dulezité v bunééném cyklu, reguluji biochemické a bunécné procesy, rist
avyvoj rostlin (Wu et al., 2022). Mohou mit peroxidasovou (Mortimer et al., 2009),
ATPasovou a GTPasovou aktivitu (Wang et al., 2020), mohou regulovat Ca’* kanaly
(Laohavisit et al., 2012) nebo na sebe vazat filamentni aktin (F-aktin; Hu et al., 2000),
coz jsou vSechno funkce tzce spjaté s regulaci rostlinného rustu a odpovedi na vlivy
prostiedi (Wu et al., 2022). Enzymaticka aktivita annexind, jako peroxidasova aktivita, je
zodpovédna za antioxidacni funkci pii oxidativnim stresu (Gorecka et al., 2005; Richards
et al.,, 2014). Dale jsou dulezité pii reprodukcni fazi (Lichocka et al., 2018) nebo
v cirkadialnich rytmech (Hoshino et al., 2004).



2.2.3 Molekularni struktura annexinu

Dulezitym strukturnim znakem zivoci$nych annexint je evolucné vysoce konzervovany
motiv, tetrada (I — IV) opakujicich se 70 aminokyselin, tzv. endonexin sekvence, ktera se
opakuje Ctytikrat v jedné molekule (Obr.1; Hofmann et al., 1997). Tyto tetrady tvori
C-koncovou doménu (Hofmann, 2004). Kazdé opakovani tvoii pét charakteristickych
a-helixti (A — E) a smycek, pti¢emz tyto useky sdileji podobnost v rozmezi 25-35 % mezi
sebou a 45-50 % mezi roznymi typy annexinti (Smith & Moss, 1994). Sroubovice tak
predstavuji vétsinu sekundarni struktury annexint a formuji lehce zaktiveny disk. Na
druhé stran€ molekuly se nachazi rozmanitd N-terminalni oblast (Konopka-Postupolska
et al., 2011). U zivocCichu je délka a struktura N-terminalniho konce vysoce variabilni
a zpusobuje ruznorodost funkci (Crompton et al., 1988; Hawkins et al., 2000). Muze byt
cilem posttranslacnich modifikaci a hraje roli v interakci s dal§imi proteiny (Clark &
Roux, 1995). U rostlin je tato doména kratsi, sklada se z 5-50 aminokyselin a pfipojuje
se k jadru proteinu vodikovymi vazbami. Funk¢né se tak tato doména 1isi od zivocisnych
annexint, ale u obou skupin se vétSinou neucastni vazby k membranam. K tomu je
uzpusobena C-terminalni doména (Konopka-Postupolska et al., 2011). Smycky na
C-terminalni doméné umoziuji vazbu s membranami a obsahuji Ca®*-vazebni mista.
U zivocichd se na vypouklé stran& proteinu vyskytuji Ca®*-vazebna mista typu I a III na
kazdém opakovani (Weng et al., 1993). Rostliny jsou schopné vazat vapnik pouze pres
opakovani 1 alV, dalsi dv& jsou dysfunkéni a vyuzivaji typ II Ca**-vazebny
konzervovany endonexinovy motiv K-G-X-G-T-(38-40 variabilni)-D/E (Cantero et al.,
2006; Mortimer et al., 2008). Rostlinné a zivoci$né annexiny sdileji spole¢né antigenni

determinanty a ¢aste¢nou homologii na trovni aminokyselin (Delmer & Potikha, 1997).

Obrazek 1: Vlevo rostlinny ANNEXIN D1, vpravo lidsky ANNEXIN A5 s vyznacenymi
doménami L-IV., Cervené vyznaleny Ca**-vazebna mista na smyckach AB. Vytvoieno podle
Konopka-Postupolska, (2007), Clark et al. (2012), Gerke & Moss, (2002) pomoci
SWISS-MODEL.



Annexiny ve své struktufe mohou obsahovat IRI (isoleucin-arginin-isoleucin)
motiv, ktery zajiStuje vazbu na F-aktin, ddle DXXG-motiv, ktery dava annexinu
GTPasovou aktivitu (Mortimer et al., 2008), hem-vazici motiv pro peroxidasovou aktivitu
(Mortimer et al., 2009), solné mustky umoziujici kanalovou aktivitu (Laohavisit et al.,
2009) nebo tryptofan (Trp27), ktery zesiluje funkci se vazat na fosfolipidy (Clark et al.,
2001; Mortimer et al., 2008). Jak jiz bylo zminéno, annexiny jsou charakterizovany
pfedev§im svou schopnosti reverzibilné interagovat s fosfolipidy membran, k cemuz
slouzi konvexni strana jejich struktury (Lizarbe et al., 2013), avSak tuto interakci muze
ovliviiovat i N-terminalni doména (Dabitz et al., 2005). Na konvexni stran€ se nachazi
i Ca®* vazajici domény, diky kterym miize dojit k tvorbé komplexu mezi Ca2*, annexinem
a membranou (Swairjo et al., 1995). Ca?*-vazebné domény jsou pro vazbu k membranam
typické, hlavné doména nachazejici se mezi helixy AB (Jin et al., 2004), ale v z&vislosti
na pH miize tato interakce probihat i bez pfitomnosti Ca>* (Dabitz et al., 2005). Podle
afinity jadra tyto proteiny nejcastéji interaguji s kyselymi fosfolipidy, jako je kyselina
fosfatidova, fosfatidylserin nebo fosfatidylinositol, ale existuji i vyjimky (Gerke & Moss,
2002; Lizarbe et al., 2013).

Z zivocisnych annexini je znama dulezitost posttranslacnich modifikaci na
konecnou funkci proteinu. Muze dochazet k transglutaminaci (Ando et al., 1991)
myristoylaci (Wice & Gordon, 1992), S-glutathionylaci (Sullivan et al., 2000) a hlavné
k fosforylaci (Rothhut, 1997). Fosforylace serinu, threoninu anebo tyrosinu vede
k regulaci bunécné funkce ¢i zméné odpovédi na zmény prostfedi. Mozna mista
k fosforylaci se nachazeji na C-terminalnim 1 N-termindlnim konci (Konopka-
Postupolska et al., 2011). Rostlinné annexiny dale obsahuji dva konzervované cysteinové
zbytky, které mohou byt cilem pro S-nitrosylaci nebo S-gluthationylaci. Tyto
posttranslacni modifikace mohou regulovat vazby na membrany, kvili ovlivnéné afinité
Ca’* k vazbé na lipidy (Konopka-Postupolska et al., 2009; Laohavisit & Davies, 2011;
Lindermayr et al., 2005).

2.2.4 Annexiny u Arabidopsis thaliana

U A. thaliana bylo zjisténo 8 gent (ANNATI-8) koduyjici annexiny o molekulové
hmotnosti 32—42 kDa (Jami et al., 2012). Jsou rozmistény na chromosomu 1,2 a 5 a to
tak, ze na prvnim chromosomu se nachdzi ANNATI a ANNATS, na druhém umistény
v tandemu ANNAT3 a ANNAT4 a na patém chromosomu ANNAT2, ANNAT6, ANNAT7
a ANNATS (Jami et al., 2012). Zajimavé bylo zjisténi, ze ANNAT3, ANNAT4, ANNATS
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a ANNATS sdileji identickou genovou strukturu s Sesti exony. Naopak analyza
zbyvajicich Ctyt annexini (ANNAT1, ANNAT2, ANNAT6 a ANNAT7) ukazala, ze maji
spole¢ny ubytek intronti. ANNATI ztratil posledni tii introny, ANNAT2 ztratil posledni
intron a tandemova dvojice ANNAT6, ANNATY7 ztratila posledni dva introny (Cantero et
al., 2006). Obecn¢ plati, ze primarni sekvence rostlinnych annexini se vzajemne¢ lisi.
ANNAT2, ANNAT6 a ANNAT7 jsou si nejvice podobné navzajem. Byla zde zjiSténa
identita na urovni nukleotidi v rozmezi 80-86 % a shoda na urovni aminokyselin
76-83 % (Cantero et al., 2006; Clark et al., 2001). I kdyz geny ANNAT3 a ANNAT4
vznikly nejspiSe genovou duplikaci (Clark et al., 2001), zdaji se byt odliSné na Grovni
aminokyselin (Cantero et al., 2006). Pfi porovnani opakujicich se sekvenci u A. thaliana
s jinymi rostlinnymi annexiny je ziejmé, ze tato strukturalni opakovani jsou specificka
a pomahaji odliSovat annexiny A. thaliana od ostatnich (Barton et al., 1991; Cantero et
al., 2006). Aby se ANNATI1-8 mohly fadit do rodiny annexind, musi obsahovat ¢tyfi
charakteristické domény a endonexinovy region pro vazbu Ca®*, totozny se zivocisnymi
annexiny (Clark et al., 2001). Celkové je znamo, ze prvni a ctvrtd doména vykazuje
nejvyssi miru konzervativnosti, zatimco druha a tfeti doména jsou nejvice odli§né
(Cantero et al., 2006). Tyto odlisnosti pak zptsobu;ji rozdily mezi funkcemi a regula¢nimi
mechanismy kazdého z annexini (Clark et al., 2001). Genova exprese annexinu neni
podminéna urcitym pletivem (kromé& ANNAT6) a v prubéhu vyvoje rostliny se jednotlivé
annexiny vyskytuji v rozdilnych typech bunék. Samotné mnozstvi proteint se dynamicky
méni. Misto exprese je vétsinou relevantni k funkci jednotlivych annexini. ANNATI a
ANNAT? jsou nejvice zastoupeny ve stoncich nebo kotenech (Clark et al., 2001; 2005b),
ANNATS3 v kofenech a hypokotylu (Xu et al., 2023), ANNAT4 v kotenech a kvétech (Huh
etal., 2010), ANNATS v pylu a prasnicich (Lichocka et al., 2018) a ANNAT6-8 se nachazi
prevazné v kvétech (Clark et al., 2001; Yadav et al., 2016).

2.24.1 ANNEXINI1, ANNEXIN3, ANNEXIN4

Annexin 1 (Obr. 2) je z osmi annexind A. thaliana nejhojnéji zastoupeny (Clark et al.,
2001). V prubéhu vyvoje rostliny se v rizném mnozstvi vyskytuje ve stoncich, kofenech,
kotenovych vlascich, vodivych pletivech ¢i mladych listech, ve kterych se mnozstvi
proteinu postupné snizuje (Clark et al., 2001; 2005b). Stejné se tak miize nachazet na vice
pozicich na bunécné urovni (Laohavisit & Davies, 2011). V jeho molekularni struktuie
se nachazi v prvnim opakovani hem-vazajici doména typicka pro rostlinné peroxidasy

(Gidrol et al., 1996; Gorecka et al., 2005). Tato sekvence se piekryva s Ca’*-véazajici



doménou, a tak lze predpokladat, Ze jeho peroxidasova aktivita maze byt ovliviiovana
vapenatymi ionty. Dale se ve struktufe ANNATI nachazi modifikovany GTP-vazajici
motiv, jez se znovu prekryva s vapnik-vazajicim motivem. Dochazi k inhibici GTPasové

aktivity vapenatymi ionty (Clark et al., 2001).

Obrazek 2: 3D struktura ANNATI s ¢ervené vyznacenymi Ca’* vazebnymi misty typu II na
doméné I a IV. Vytvoreno podle Clark et al. (2012), Konopka-Postupolska (2007) pomoci
programu SWISS-MODEL.

ANNATI je exprimovan témét ve vSech pletivech A. thaliana, pti¢emz nejveétsi
mnozstvi se nachazi v koteni, kofenovych vlascich a epidermalnich burtikach hypokotylu
(Ticha et al., 2020). Vétsi abundance v trichoblastech oproti atrichoblastim naznacuje
zapojeni pii polarnim rastu kofenovych vlaski. ANNATI1 asociuje s mitotickymi
a cytokinetickymi mikrotubuly, jako je délici vieténko nebo fragmoplast v burikach
korenové $picky (Ticha et al., 2020). Dale by interakci mohl aktivovat rizné enzymy
a regulovat enzymové komplexy plasmatické membrany, jako jsou kalosa a celulosa
syntasa (Hofmann et al., 2003; Ticha et al., 2020; Verma & Hong, 2001). ANNATI
zprostiedkovava signalizaci Ca>* a reguluje odpovédi béhem riiznych abiotickych stresg.
Mutant Atannl vykazuje pii kliceni a raném ristu semenackl precitlivélost na osmoticky
stres a kyselinu abscisovou (ABA). M4 stresem opozdéné kliCeni, coz nasveédCuje, ze
tento annexin hraje roli pfi osmotickém stresu, ABA signalizaci, exocytose ¢i pii kontrole
bunééného cyklu (Lee et al., 2004). Tento mutant ma také rozdilné odpovédi na sucho
a akumuluyje vice peroxidu vodiku (H202; Konopka-Postupolska et al., 2009). Exprese
genu ANNATI byla zvySena pii navyseni koncentrace chloridu sodného (NaCl), vystaveni

chladnému 1 teplému prostredi, ¢i pfi dehydrataci (Cantero et al., 2006), ¢imz tento



annexin muze ovliviiovat odpovéd na solny stres (Laohavisit et al., 2013), H2O»
(Richards et al., 2014) nebo na stres z tepla (Wang et al., 2015). Ukazalo se, ze funkce
ANNAT]1 je zavisla na fotoperiodé€. Pti stresu zpisobeného suchem je Arannl mutant za
kratkého dne na tento stres citlivejsi nez divoky typ, zatimco v podminkach dlouhého dne
je naopak méné citlivy (Huh et al., 2010). S-glutathionylace ANNAT1 muze vést ke

snizeni jeho afinity k Ca®*, coz omezuje jeho vazani na membrany. Toto naznaluje

dulezitou fyziologickou roli posttranslacnich modifikaci (Konopka-Postupolska et al.,
2009). ANNAT1 ma transportni aktivitu v plasmatické membrané kofenovych bunék a je
schopen narusit cytosolickou koncentraci Ca>* a vydej draslikovych iont (K*) z buiiky.
Podporuje zde radikaly aktivovanou Ca®* a K*- permeabilni vodivost, je zapojeny do

prodluzovani bunék a signalizaci sodikového stresu (Laohavisit et al., 2012).

ANNATI a ANNAT4 se spolu vazi v zavislosti na Ca’*. Ze zkoumani jejich
dvojitého mutanta AtannlAtann4 se zjistilo, ze spolu kooperuji pii odpovédich na stres
ze sucha a soli. Tento mutant je sice nejvice defektni pii kliceni za stresovych podminek,
ale dale v podminkach dlouhého dne je ke stresu podstatné vice tolerantni nez divoky typ
(Huh et al., 2010). Pokud jsou rostliny vystaveny tepelnému a oxidativnimu stresu,
ANNATI1 a ANNAT4 sdili stejny transkripcni regulator, ktery ma negativni vliv na
zmény v cytosolické koncentraci Ca>* (Liao et al., 2017). Dale oba ovliviiuji imunitni
odpoveéd’ na bioticky stres, kde kombinaci s efektory mohou ménit signalizaci vapniku

a tim infekci hlistic (Zhao et al., 2019)

Annexin 3 (Obr. 3) ma jako jediny u A. thaliana dva konzervované endonexin regiony
a klasickou Ca?*-vazajici smy¢ku na vice ne jednom opakovani. Uastni se jaderného
lokalizacniho signalu a je tedy mozné, Ze je jadernym proteinem (Clark et al., 2001). Jeho
expresi ovliviiuje chlad a dehydratace (Cantero et al., 2006; Laohavisit & Davies, 2011).
ANNATS3 je zapojeny v rustu semenacku regulovaném extracelularni ATP (eATP). To
reguluje distribuci auxinu a auxinovych transportéri ve vegetativnich organech. Upravuje
tak orientaci a rychlost elongace pfi rastu kofene a hypokotylu (Xu et al., 2023). Funguje
ve vezikularnim transportu rozpustnych vakuolarnich proteini v post-transgolgiho siti
(TGN). Je potiebny v poslednim kroku transportu z TGN na multivezikularni télisko
(MVB), pti vypousténi MVB, kde slouzi jako transportni nosi¢ do vakuoly (Scheuring et
al., 2011). Spolecné s ANNAT?2 jsou zapojeny do zvySeni tolerance rostliny vici suchu.

Genova exprese obou genu byla zvySena v kofenech oSetfenych mannitolem a proteiny



byly rychle pfemistény na plasmatickou membranu, kde pomahaly regulovat pfenos Ca**
pfes membranu. Jejich funkci v tomto pfipadé negativné ovliviioval fotoreceptor, ktery
potlacoval funkce ANNAT2 a ANNAT3 ovlivnénim jejich lokalizace na plasmatické
membrané a inhiboval transmembranovy tok Ca’* zavisly na ANNAT2 a ANNAT3

v reakci na stres ze sucha (Liu et al., 2021).

Obrazek 3: 3D struktura ANNAT3 s ¢ervené vyznacenymi Ca** vazebnymi misty typu II na
doméné 1 a IV. Vytvofeno podle Clark et al. (2012) a Konopka-Postupolska, (2007) pomoci
programu SWISS-MODEL.

Gen ANNAT3 spolecné s ANNAT4 jsou lokalizovany blizko sebe na druhém
chromozomu a jsou pifepisovany v opacném smeéru. To naznacuje moznou koregulaci
téchto dvou annexinid a puvod v genové duplikaci (Clark et al., 2001). Sdileji
5'-promotorovy region ve své genové struktufe, avSak nejsou regulovany stejnym

zpusobem pii stresovych odpovédich (Cantero et al., 2006).

Annexin 4 (Obr. 4) je nejrozdilngjsi z annexini Arabidopsis (Clark et al., 2001).
Ve své struktufe obsahuje pouze jeden rozpoznatelny motiv, ktery by vazal vapnik nebo
fosfolipidy (Konopka-Postupolska, 2007). Jeho exprese mize byt ovlivnéna ABA (Xin
et al., 2005), NaCl (Cantero et al., 2006), kyselinou salicylovou (SA; Kiba et al., 2005),
mechanickym poskozenim (Yan et al., 2007) a biotickym stresem (Marathe et al., 2004).
Mista exprese tohoto annexinu jsou pak dana jak vyvojem rostliny, tak podminkami rastu.
Pti péstovani Arabidopsis v hlin€ byla nejvétsi exprese v listech a kvétech a pii rustu
v tekutém MS (Murashige & Skoog) médiu v kotenech (Huh et al., 2010). ANNAT4
negativné reguluje rostlinou odpovéd na stres ze sucha a soli. Mnozstvi ANNAT4 je

rozdilné na proteinové a RNA urovni. RNA transkripty se neshoduji s mnozstvim
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proteini, atak nejspiSe dochazi kregulaci jeho aktivity posttranskripénimi nebo
posttranslaénimi modifikacemi (Huh et al., 2010). Analyza genové exprese odhalila
nadexpresi ANNAT4 v reakci na oxidacni stres vyvolany H>O», coz naznacuje jeho

moznou roli v antioxidac¢ni odpovédi rostliny (Richards et al., 2014).

Obrazek 4: 3D struktura ANNAT4 s Gervené vyznalenym moznym Ca®* vazebnym mistem
typu Il nadoméné 1. Vytvoreno podle Konopka-Postupolska, (2007 ) vytvorena pomoci programu
SWISS-MODEL.

Jedna z moznych funkci ANNAT4 je, ze slouzi jako Ca?* transportér, kanal nebo
jeho kofaktor, ktery vytvaii vapnikovy signal pii solném stresu. S dalS§imi proteiny, jako
jsou SOS3-podobnym Ca?*-vazajicim proteinem 8 (ScaBP8; SOS3-like calcium binding
protein 8) a SOS2 (Salt overly sensitive 2) proteinkinasa, poméaha aktivovat SOS (salt
overly sensitiv) drdhu. Ta je zakladnim mechanismem tolerance k solnému stresu,
obsahuje vapnikové senzorové proteiny, proteinkinasy a Na*/H* antiporter, ¢im nastoluje
iontovou homeostazi v rostliné (Ma et al.,, 2019). Dalsi funkci ANNAT4 je role
v exocytose, jelikoz kooperuje s rozpustnymi nsf-pfipojovacimi proteinovymi receptory
(SNARE; soluble nsf attachment proteins receptor) v plasmatické membrané
a tonoplastu, ¢im ovliviiuje fuzi vezikul (Fujiwara et al., 2014). ANNAT4 se podili na
reakcich na oxidacni stres prostfednictvim prenosu vapnikového signalu v kofenech (Liao
et al., 2017). Abiotické stresy mohou vyvolat alternativni sestiih gend v rostlinach
aindukuji tak zmény v genové expresi, které jsou klicové pro adaptivni reakce na
nepiiznivé prostiedi. ANNAT4 jako gen reagujici na abioticky stres vykazoval v reakci na
NaCl a mannitol dvé alternativni sestfihové varianty. ANNAT4.1 byl vysoce

nadexprimovan v kotenech, zatimco pro ANNAT4.2 nebyly pozorovany zadné vyznamné
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rozdily. Exprese ANNAT4.1 byla vyznamné vyssi nez ANNAT4.2, coz naznacuje, zZe
vysoce exprimované alternativni sestfihové varianty mohou hrat dalezitou roli v reakcich

na stres ze soli a sucha (Seok et al., 2023).

2.3 Vapnikova signalizace

Rostliny si vyvinuly sofistikované signaliza¢ni strategie jak odolat nepfiznivym vné&j§im
podminkam. Mezi nejvice pouzivané strategie patii prave spletita signalni sit’ zahrnujici
vapnik. Vétsina biotickych a abiotickych strest vyvolava zvyseni cytosolického mnozstvi
vapniku ([Ca**]eyt) a je dobfe znamo, ze vapenaté ionty (Ca**) hraji kli¢ovou roli jako
mediator pii regulaci a specifikaci bunéénych reakci na stresy z prostedi (Dodd et al.,
2010). Vapnikova signalizace na bunécné urovni reguluje odpovédi na abioticky stres
(McAinsh & Pittman, 2009), otevirani praducht (Ng et al., 2001), interakce s patogeny,
nebo symbiotickymi organismy (Ma & Berkowitz, 2007; Oldroyd et al., 2009), vyvoj
pylové lacky akofenovych vlaska (Hepler et al., 2001). Dale se ucastni svételné
a cirkadialni signalizace (Dodd et al., 2010; Shimazaki et al., 2007). Jeden vapnikovy
senzor je schopen pfispét k odpovédi na vice ruznych stresi, muze soucasné
zprostiedkovavat odpovéd’ na biotické 1 abiotické stresy (Ranty et al., 2016). Vapnik je
rostlinnou Zivinou, ktera ve form& Ca®* piisobi jako dynamicky vnitrobun&ény posel a tim
ovliviiuje pfevaznou cast zivota buiiky (Clapham, 2007; Kudla et al., 2010; Thor, 2019).
Spolecné s fosfatovymi ionty jsou hlavnimi Ciniteli zmény lokalniho elektrostatického
pole a proteinové konformace. Mohou tedy slouzit jako univerzalni nastroje k signalizaci.
Zakladem rychlosti a efektivity Ca?* je 20 000-nasobny gradient mezi koncentraci uvniti
a vné buriky. Buriky byly nuceny vynalézt cesty jak co nejrychleji snizit cytosolické
mnozstvi vapniku, ¢i jak dale vyuzit jeho vazebnou energii (Clapham, 2007; Dodd et al.,
2010). Ca’* neni butika schopna chemicky upravit, a tak musi dochazet k chelataci,
kompartmentalizaci, nebo je butika musi vypudit ven. Velké mnozstvi proteind se
adaptovalo k vazbé téchto iontd. Nékteré pouze umirtiuji jejich ucinky, nékteré proteiny
se viak vyvinuly k vyuziti Ca>* v bun&énych procesech (Clapham, 2007; Pirayesh et al.,
2021).

Ca2* signal je zakladnim regulatorem bunééné fyziologie a odpovédi na prostiedi
(Dodd et al., 2010). Zakladni mechanismy tvorby signalu jsou kanaly, pumpy a nosice
zajistujici Ca** homeostazu. Reguluji pohyb iontl mezi subcelularnimi kompartmenty
a intracelularnim a extracelularnim prostorem bunék. Aby byla vapnikova signalizace

efektivni, musi zde byt jak mechanismy zvySujici koncentraci v burice
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tzv. ,,on mechanismy®“, tak mechanismy jak ji vratit do pavodniho stavu ,off

mechanismy* (Berridge et al., 2003). Ca?* je versatilni signaliza¢ni ion a je tak v centru
sité dalSich signaliza¢nich drah. Tyto drahy spojuji informace z biotickych a abiotickych

zdrojui a maji vliv na fungovani buriky a genovou expresi (Dodd et al., 2010).

Burika reaguje na konkrétni stimuly specifickym zvySenim [Ca®*]cy.. Koncentrace
[Ca®*]eyje obvykle udrzovana na submikromolarni Grovni v rozmezi 50 az 100 nmol-17,
aby se zabranilo jeho toxickému Uc¢inku na bunécny energeticky metabolismus (Pirayesh
et al., 2021). Ca** se mohou do cytosolu dostidvat z externiho média nebo ze
subcelularnich kompartmenta (vakuoly, ER; McAinsh & Pittman, 2009). Vétsinou se
vykyvy [Ca®leye d&ji opakovang, kdy frekvence, amplituda a tvar téchto oscilaci jsou
presné definovany stimulem (Dodd et al., 2010). Tato reakce je pak uréena mistem
a Gasem a oznacuje se jako ,,Ca’* podpis“ (Webb et al., 1996). Kazdy ,,Ca** podpis“ je
vysledkem slozitého vzajemného pusobeni kanali a transportéri lokalizovanych
v plasmatické membran€ a membranach bunéénych organel (Demidchik et al., 2018;
McAinsh & Pittman, 2009). Na urovni regulace jsou proteiny schopné dekddovat
stimul-specifické informace z téchto ,,Ca** podpisi“. Jedna se o velké mnozstvi riznych
senzorovych proteind, které jsou schopné vazat Ca>*. Zptsobuji prenos signalu na dalsi
proteiny nebo mohou mit pfimo enzymatickou aktivitu a upravovat bunécnou funkci

(Dodd et al., 2010; Hashimoto & Kudla, 2011).

Specializované proteiny na sebe vazi Ca®* pies atomy kysliku karboxylovych
a karbonylovych skupin. K chelataci pak dochazi vét§inou pomoci EF-domény proteinu.
Jedna se o motiv stiidajici helix-oto¢ku-helix a negativné nabité atomy kysliku drzi Ca®*
ve smyCce mezi o-helixy (Clapham, 2007; Strynadka & James, 1989). Vapnikova
signalizace je vyuzivana vsSudypfitomné ke spojeni extracelularniho stimulu s jejich
charakteristickou odpovédi jak u zivoc€ichu, tak u rostlin (Berridge et al., 2000). Zakladni
charakteristiky vapnikové signalizace zistavaji u obou skupin stejné. Uz prvotni
jednobunééné organismy byly schopné prenaSet vapnik pres plasmatickou membranu
a evoluce transportniho systému udrzujici nizké koncentrace Ca®* vytvotila piileZzitost pro
tvorbu signalizacni drahy (Edel et al., 2017; Sanders et al., 1999). Oproti zivo¢ichum
ztratily rostliny v pribéhu evoluce diverzitu mechanismi vapnikového nardstu na
plasmatické membran¢ (Wheeler & Brownlee, 2008). Na druhou stranu si vyvinuly nové
moznosti regulace cytosolové koncentrace jako ukladani iontt do specializované vakuoly

a velké mnozstvi vapnik-vnimajicich a dekodujicich proteint (Edel et al., 2017). Na
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zakladé zkoumani proteinovych struktur typickych pro Ca?* signalizaci byl tento
mechanismus pfitomen uz i u posledniho spole¢ného predchidce eukaryot. Evoluce
téchto proteinu se vyrazné odliSovala od ostatnich, jelikoz se velmi rychle vytvarela jejich
intragenomova diverzita (Marchadier et al., 2016). V prabéhu evoluce doslo k tvorbé
diverzity mezi jednotlivymi proteiny, jelikoz bylo zapotfebi novych specializovanych
funkci proteind. VétSinu proteinti vapnikové signalizace lze zaradit mezi par silné

expandovanych rodin (Edel et al., 2017).

NejcastéjsSim motivem, ktery vaze vapnik, je EF-motiv (Tuteja, 2009).
U A. thaliana bylo nalezeno vice nez 250 proteini s EF doménou (Day et al., 2002).
Afinita EF-motivu k Ca?* se li§i v zavislosti na aminokyselinové sekvenci proteinu. Patii
mezi né kalmoduliny (CaM), kalmodulinu podobné proteiny (CML), na Ca**-zavislé
proteinkinasy (CDPK) a kalcineurin B-podobné proteiny (CBL; Hashimoto & Kudla,
2011).

e CaM je maly vSudypfitomny protein, ktery slouzi k navazani Ca?* a jeho
pfizpasobeni na velikost vétsich proteint. Jedna se o vysoce konzervovany kysely
protein, ktery obsahuje dvé globularni domény, z nichz kazda obsahuje dva
EF-motivy (Luan et al., 2002). Velké mnozstvi proteini se nachazi hlavné
v cytosolu (Yang & Poovaiah, 2003). Kalmoduliny jsou konzervovanou rodinou
proteint u viech eukaryot a funguji jako Ca>* senzory. Prvnim identifikovanym
proteinem, spolupracujicim s CaM u A. thaliana, byla serin/treonin fosfatdza
(PP7; Liu et al., 2007).

e CDPK maji kinasovou aktivitu a po navazani Ca’* pienaseji tuto informaci na
fosforylaci. Kombinuji senzorovou a proteinkinasovou funkci v rdmci jednoho
proteinu. Jsou aktivovany zvySenim intracelularnich hladin Ca’* a prevadéji
informace kodované v Ca®* podpisech na fosforylaci specifickych cilovych
proteinti (Ludwig et al., 2004).

e CBL sami nemaji enzymovou funkci, ale interaguji se serin/threonin
proteinkinasami (CIPK) a spolecné ma tento komplex kinasovou aktivitu

(Hashimoto & Kudla, 2011).

Mezi senzorové proteiny mohou patfit i proteiny s jinymi Ca?*-vazebnymi misty
nez je EF-doména, jako jsou proteiny s doménou umozfiujici soucasné vazbu Ca>*

avazbu na fosfolipidy obsahujici tzv. C2 doménu, proteiny jako kalretikulin
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v intercelularnich Ca?* zasobarnach nebo annexiny. Annexiny pro vazbu s vapnikem
vyuzivaji Ca’*-vazebna mista typu Il a III (Laohavisit & Davies, 2011; Weng et al., 1993).
Jsou tak schopné regulovat zmény [Ca®*]ey,, ovliviiuji ptenos signalu a jeho amplifikaci
(Kovacs et al., 1998; Ma et al., 2019). Ca®* a membranova vazebna vlastnost annexint je
klicova pro jejich zapojeni do riznych signalnich procest pfi stresovych odpovédich.
Mohou byt komponentem salinitou indukované vapnikové signalizace (Laohavisit et al.,
2013) a pfi solném stresu jako vapnik-propustné transportujici proteiny generuji
vapnikovy signal (Ma et al.,, 2019). Hraji roli pfi obnoveni vapnikové aiontové
homeostazy po mrazem zpusobeném poskozeni (Chen et al., 2013), jsou zapojené do
signaliza¢ni drahy a reguluji [Ca?*]ey: pii stresovych hladinach peroxidu vodiku nebo pii

stresu z vysokych teplot (Liao et al., 2017; Richards et al., 2014; Wang et al., 2015).

Transportni systémy musi udrzovat vysoky rozdil elektrochemického potencialu,
aproto musi byt dodavana energie. Ca’>* pumpy jsou napajeny hydrolyzou ATP
a vapniko-protonové (Ca?*-H*) antiportery napajeny silou protonového fetézce (Sanders
et al., 2002). ATP dependentni transport je provadén prostrednictvim ATPas. Ty prenasi
Ca?* do endoplasmatického retikula nebo pies plasmatickou membranu s velkou afinitou,
ale nizkou kapacitou (Boursiac & Harper, 2007). Ca**-H* vyména je cytosolovy exportni
systém s nizkou afinitou. Je spojeny stermodynamicky vyménnym tokem H*.

U Arabidopsis se pak jedna o kationtové vymeéniky (CAX; Shigaki & Hirschi, 2006).

Primarni hnaci silou vapnikové signalizace je povazovan pasivni zpétny tok Ca>*
dolt elektrochemickym potencialem, ktery je generovan ATPasami a CAX (Sanders et
al., 2002). Tento tok probiha pies iontové kanaly, které jsou normalné inaktivni, ale
mohou byt aktivovany ABA, reaktivnimi formami kysliku (ROS; Murata et al., 2001)
i extracelularni ATP (eATP;Demidchik et al., 2009). Existuje vice druht téchto kanald,
nekteré jsou aktivované membranovou hyperpolarizaci, depolarizaci a jiné zase zménou

napéti (Clapham, 2007; Dodd et al., 2010).

Nahromadéni vapnikovych iontd nemusi byt zprostfedkovano pouze obyc¢ejnymi
iontovymi kanaly. Nékteré annexiny maji Ca®* kanalu podobné vlastnosti (Laohavisit et
al., 2012, 2013). V centru molekuly maji hydrofilni por, ktery byva strukturnim zakladem
iontovych kanalti (Gerke & Moss, 2002) ak jejich tvorbe, regulaci a selektivite prispivaji
zde pritomné solné mustky (Laohavisit et al., 2009; Liemann et al., 1996). Mohou byt

asociované ¢i vlozené ve dvouvrstvé membrany. Je zde tak moznost pasivniho transportu
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vapniku annexiny (Kourie & Wood, 2000; Laohavisit et al., 2012). V zavislosti na ROS
mohou byt schopny tvofit pasivni vapnikovy transport a spojovat tak ROS a Ca’*
signalizaci (Laohavisit et al., 2010).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material
Semena Arabidopsis thaliana (L.) Heynh:

e ckotyp Columbia (Col-0)

e T-DNA mutantni linie annexinu 1: annl-2 (SALK_095886C)

e T-DNA mutantni linie annexinu 4: ann4-1 (SALK_019725C) a ann4-2
(SALK_073121)

Rostliny Nicotiana benthamiana
Bakterialni kultury:

e  FEscherichia coli DH5a

e Agrobacterium tumefaciens kmen GV3103

3.1.2 Chemikalie
e 2-(N-morfolino)etansulfonova kyselina (MES; Sigma Aldrich)
e Acetosyringon (Sigma Aldrich)
e Agarosa (Sigma Aldrich)
e Ampicilin (Duchefa Biochemie)
e ATP (Thermo Fisher Scientific)
e Bbsl (Thermo Fisher Scientific)
e CutSmart Buffer 10x (Thermo Fisher Scientific)
e Deoxyribonukleotidy (ANTP;Thermo Fisher Scientific)
e DNA Gel Loading Dye, 6X (Thermo Fisher Scientific)
e Ethanol (Penta)
e Extrakeni pufr (Thermo Fisher Scientific)
e Gellan gum (Thermo Fisher Scientific)
e GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
e Glukosa (Sigma Aldrich)
e Glycerol (Sigma Aldrich)
e Hydroxid draselny (KOH; Sigma Aldrich)
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e Chlorid draselny (KCI Sigma Aldrich)

e Chlorid hote¢naty (MgClz, Sigma Aldrich)

e Chlorid sodny (NaCl; Sigma Aldrich)

e Kvasnicovy extrakt (Sigma Aldrich)

e Kyselina octova (Sigma Aldrich)

e LB broth (Sigma Aldrich)

e LB broth s agarem (Sigma Aldrich)

e Midori Green Advance DNA/RNA stain (Nippon Genetics)
e Murashige & Skoog médium, basal salt mixture (MS; Duchefa Biochemie)
e Phire Plant Direct PCR kit (Thermo Fisher Scientific)

e Plasmid DNA mini kit I (Omega Bio-Tek)

e  Pyull fast digest (Thermo Fisher Scientific)

e Rifampicin (Duchefa Biochemie)

e Sacharosa (Penta Chemicals)

e Specifické primery (Eurofins Genomics)

e Spektinomycin (Duchefa Biochemie)

e T4 DNA ligasa (Thermo Fisher Scientific)

e Trypton (Sigma Aldrich)

3.1.3 Kultivaéni média

12 MS médium (1% sacharosa)

10 g1t sacharosa
6 g1t Gellan Gum
2,15 g 1" MS médium, basal salt mixture
0,5¢g1! MES
milliQ H»O

pH 5,8 (upravovani pomoci KOH);

>

sterilizace autoklavovanim
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Kokultiva¢ni médium

45 ml milliQ H>O
5 ml 100 mmol-1-! MES
500 ul 1 mol-1"! MgCl,
7,5 ul 1 mol-1"! acetosyringon
SOC médium
20 g1 trypton
5g1! kvasnicovy extrakt
3,6 1! glukosa
0,952 g-1! MgCl,
0,584 g-1! NaCl
0,186 g-1'! KCl
milliQ H»O

pH 7,5; sterilizace autoklavovanim

Tekuté Luria Bertani (LB) médium
25 g1t LB Broth
milliQ H>O
pH 7,2; sterilizace autoklavovanim

po autoklavovani pridani antibiotik

Tuhé Luria Bertani (LB) médium

40 g1 LB Broth s agarem
milliQ H.O
sterilizace autoklavovanim

po autoklavovani pridani antibiotik
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3.1.4 Roztoky a pufry
1% (w/v) agarosovy gel

lg agarosa
100 ml TAE
1 ul Midori Green Advance DNA/RNA stain

Roztok na odbarveni listu

90 ml 96% ethanol
30 ml glycerol
30 ml kyselina octova

50 x koncentrovany TAE pufr

121 ¢ Tris
28,55 ml kyselina octova
50 ml 0,5 mol-1 ' EDTA
421,45 ml milliQ H20

pH 8,0

1 x koncentrovany TAE pufr

20 ml 50 x TAE pufr
980 ml milliQ H>O

3.1.5 Pristrojové vybaveni
e Analytické vahy XA 110/2X (Radwag)
e Autoklav Sterivap HP IL (MMM Group)
e Centrifuga ROTANTA 460R (Schoeller Instruments)
e Digestot (Merci)
e Elektroforeticka vana (Bio-Rad)
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Elektromagnetickd michacka (Boeco)

Epifluorescen¢ni mikroskop Axio Imager 2 (Carl ZEISS)
Fytotron (Weiss)

Konfokalni mikroskop AxioObserver LSM 880 (Carl ZEISS)
Kultivacni tfepacka Orbital Shaker-Incubator ES-20 (Biosan Ltd)
Laminarni box (Merci)

MyFuge™ Mini (Benchmark Scientific)

NanoDrop (Thermo Fisher Scientific)

pH metr (HANA)

Pipety (Eppendorf)

Simplicity Water Purification Systém (Merk)

Skener (Epson)

Spektofotometr Smart Spec™ plus (Bio-Rad)

Stereo zoomovaci mikroskop Axio Zoom V16 (Carl ZEISS)
Termocykler T100 Thermal Cycler, (Bio-Rad)

ThermoStat C (Eppendorf)

UV vizualizator Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad)

Vortex Microspin FV2400 (Biosan)

Software

ApE, A plasmid Editor
Epson Scan

ImageJ 1.8

Image Lab 6.1

Geneious Prime
SWISS-MODEL

Zeiss ZEN 3.9 Blue edition
Zeiss ZEN Black edition
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava kultiva¢nich médii

Pro kultivaci rostlin bylo pouzito 2 MS médium (Murashige & Skoog, 1962). Po
navazeni jednotlivych slozek kromé Gellan Gumu doslo k jejich rozpusténi v milliQ vodé
a upraveni pH na hodnotu 5,8. Takto upravené médium se spolecné s odméfenym
mnozstvim zpeviiovaci slozky naplnilo do lahvi, tak aby byly kvtli nasledné sterilizaci
autoklavovanim plné pouze do poloviny. Po sterilizaci se v lamindrnim boxu za

aseptickych podminek rozlilo médium do sterilnich Petriho misek a nechalo se zatuhnout.

Tekuté a tuhé LB médium pro kultivaci bakterii bylo pfipraveno rozmichanim LB

broth (s agarem) v milliQ vodé a vysterilizovano autoklavovanim.

3.2.2 Povrchova sterilizace semen

Veskera semena vyuzitd pro in vitro kultivaci byla sterilizovana nejdiive 5 minut
v 70% (v/v) ethanolu za obcCasného promichavéani. Po odpipetovani co nejvétsiho
mnozstvi byl nasledné pfidan 96% (v/v) ethanol po dobu 1 minuty. Za stejného postupu
se dale semena dvakrat po 1 minuté promyvala ve sterilni milliQ vodé. Pomoci pipety se

semena rozprostrela na sterilnim filtranim papiru v Petriho misce a nechala se oschnout.

3.2.3 Invitro kultivace rostlin

Za aseptickych podminek se pomoci paratka vysadila sterilizovand semena na pfipravené
¢tvercové Petriho misky s kultivaénim médiem. Ty byly pro udrZeni sterilnich podminek
uzavieny pomoci parafilmu a chirurgické pasky. Petriho misky se semeny se nechaly
stratifikovat chladem v lednici pii 4 °C, 24-48 hod. Déle se pfenesly do fytotronu, kde
byly kultivovany ve vertikalni poloze pti 21 °C, 70% vzdu$né vlhkosti a fotoperiodé
16 hodin svétla a 8 hodin tmy.

3.2.4 Genotypova analyza

Na PCR genotypovani byl pouzit Phire Plant Direct PCR Kit, jehoz soucasti je dilucni
pufr k izolaci DNA z rostlin. Byly pouzity mladé listy z minimalné 10 dni starych in vitro
kultivovanych rostlin. Do mikrozkumavek bylo pfidano 20 ul dilu¢niho pufru, ve kterém
byly v aseptickych podminkach malé listy rozdrceny pomoci pipetové Spicky. Po jeho
rozdrceni mél roztok nazelenalou barvu a nechal se stat na ledé po dobu 45 minut.
Soucasné byly pfipraveny PCR reak¢ni smési popsany v Tab. 1 za pouziti primert

z Tab. 2. Samotna PCR reakce probihala za podminek uvedenych v Tab. 3.

22



Tab. 1: Slozeni PCR reak¢nich smési pro genotypovani s pouzitim Phire Plant Direct PCR
Kitu

Chemikalie 1 reakce (10 pl)
Phire Reaction Buffer 5x 2

dNTPs (10 mmol-1") 0,2

MilliQ H.O 6,7

Phire Hot Start I DNA polymerasa 0,2

RP primer (finalni koncentrace 0,5 umol-11) 0,2

LP primer (pro alelu divokého typu; finalni koncentrace
0,5 umol-17") nebo

LB primer (pro alelu s T-DNA inzerci; finalni koncentrace 0.2
0,5 um01~1'1)
Templatova DNA 0,5
Tab. 2: Pouzité primery pro PCR genotypovani ann4 mutantu
Nézev primeru Sekvence
AtANN4-RP1 AGGTGAAATTCGGTTGGAATC
AtANN4-LP1 CTCGGTGCACGTAAAGCTTAC
AtANN4-RP2 AGCTTGAGGTGTCTGACGAAG
AtANN4-LP2 ATAGGTCCATGTGTGTTTCGC
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
Tab. 3: Podminky PCR reakce s Phire Reaction Buffer 5x
Krok Teplota Cas Opakovani
Iniciacni denaturace 98 °C 5 min 1 x
Denaturace 98 °C S5s
Nasedani primerd  podle primert 5s 40 x
Elongace 72 °C 20s
Finalni elongace 72 °C Is Ix
4°C 0 -

Po dokonceni PCR reakce byly ke kazdému vzorku pfidany 2 ul DNA Gel
Loading Dye, 6X a pomoci 1% agarosové elektroforézy bylo mozné ovéfit, zda se jednalo
o homozygotni nebo heterozygotni rostliny. Gel byl pfipraven rozpusténim 1 g agarosy
ve 100 ml 1x TAE pufru a pfidanim 1 pl Midori Green Advance DNA/RNA stain. Do
jamek na gelu bylo naneseno 6 ul obarvenych PCR produkti a GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder. Elektroforéza probihala za konstantniho napéti 100 V, proudu 400 mA, po dobu
30 min. Gel byl nésledné vizualizovan a vyhodnocen. Produkty amplifikované reakcni
smeési s LP a RP primery znacily alelu divokého typu a produkty smési s LB a RP alelu
s T-DNA inzerci.
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3.2.5 Fenotypova analyza

In vitro kultivované rostliny na médiich se sacharosou byly sledovany po dobu 14 dni a
skenovany pomoci skeneru. Tyto snimky byly vyuzity na méteni délky kofend, jejich
prirastki a hypokotyld. Sedmy den po vysazeni byly pod ZOOM mikroskopem
pozorovany vzdalenosti mezi kofenovou §pickou a nabéhem na prvni kofenovy vlasek

a samotné kotfenové vlasky. Analyza byla provedena v programu Image].

Velikost praducht byla zkoumana na odbarvenych 3. pravych listech odebranych
z rostlin starych 28 dni. Chlorofyl byl z listl odstranén pomoci odbarvovaciho roztoku,
ve kterém se opakované promyvaly po dobu 20 min, dokud nebyl veSkery chlorofyl
vymyt. Listy se nasledné polozily na podlozni sklicko abaxialni stranou nahoru, zalily
kapkou 100% glycerolu a pfikryly krycim sklickem. Vzorky byly sledovany pod
epifluorescencnim mikroskopem a vyhodnocovany podle metody pouzité v clanku

Melicher et al. (2024).

3.2.6 Multiplex CRISPR/Cas9
Pti pripravé vektort bylo postupovano podle Decaestecker et al. (2019). Odzbrojené

(,,unarmed®) vstupni a prazdné destinacni vektory byly poskytnuty jiz ptipravené.

3.2.6.1 Dimerizace gRNA sekvenci (oligos annealing) a priprava vstupnich vektoru
Jednotlivé vodici RNA (single gRNA; Tab. 4) pouzity k pfipraveé konstrukt Multiplex
CRISPR/Cas9 byly navrhnuté vedouci prace pomoci programu CRISPR-P 2.0

(http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/). Sekvence ANN genu byla ziskana z referencni
databaze TAIR (The Arabidopsis Information Resource). Pti navrhu gRNA byla pouzita
nasledujici pravidla podle Gerashchenkov et al. (2020):

e nejnizsi aktivita nespecifického zacileni (nizké off-skore);
e maximalni specifita zacileni (vysoké on-skore);

e zacileni gRNA na prvni exon;

e délka sekvence gRNA mezi 15-23 nukleotidy;

e obsah G/C part bazi mezi 40—60 %;

e pii pouziti U6 promotoru vzit guanin jako prvni nukleotid gRNA.

Pred samotnou pfipravou vstupnich vektort bylo potiebné dimerizovat jednotlivé gRNA
sekvence. Do 48 ul milliQ vody bylo pfidano po 1 pl obou primera a nechalo se inkubovat

v termocykleru: 5 min 95 °C; 95-85 °C, -2 °C-s’!; 85-25 °C, -0,1 °C-s™..
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Tab. 4: Primery pro pfipravu gRNA pro ANN geny

gRNA Sekvence

gANNI1_fwl ATTGGTTACCTCATACAGGTACGA

gANNI1_revl AAACTCGTACCTGTATGAGGTAAC
gANNI1_fw2 ATTGGACGTTGCTCACCACACTAC

gANNI1_rev2 AAACGTAGTGTGGTGAGCAACGTC
gANN4_fwl ATTGGGTAAGCTTTACGTGCACCG

gANN4_revl AAACCGGTGCACGTAAAGCTTACC
gANN4_fw2 ATTGGATGTGGGCAATGCATCCAT
gANN4_rev2 AAACATGGATGCATTGCCCACATC

Nasledovalo jejich klonovani do vstupnich vektora pomoci Golden Gate reakce,

kde zaroveri probéhla restrikce a ligace. Seznam pouzitych vstupnich vektora je uveden

v Tab. 5. Slozeni reak¢ni smési a podminky v termocykleru jsou popsany v Tab. 6 a 7.

Tab. 5: Seznam vstupnich vektorti pouzitych pii pfipravé Multiplex CRISPR/Cas9

konstrukti pomoci Golden Gate klonovani

Nazev Popis Klonovaci misto Rezistence
pGG-A-AtU6-26- akce .

ptorovy vektor R
BbsI'CCdB'BbSI'B pI‘O gRNA A'B Amp
pGG-B-AtU6-26- akceptorovy vektor  B-C AmpR
BbsI-CcdB-BbsI-C ~ pro gRNA
pGG-C-AtU6-26- akceptorovy vektor  C-D Amp®
BbsI-CcdB-BbsI-D  pro gRNA
pGG-D-AtU6-26- akceptorovy vektor  D-E AmpR
BbsI-CcdB-BbsI-E  pro gRNA

Vysvétlivky: Bbsl — rozpoznavaci misto restrikéniho enzymu; Amp® — ampicilin;
AtU6-26 — U6-26 promotor RNA polymerazy Il z A. thaliana; CcdB — gen kodujici
cytotoxicky protein CcdB.
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Tab. 6: Slozeni reak¢ni smeési pro Golden Gate reakci vstupnich vektort

Chemikalie Mnozstvi (celkem 15 pl)
Dimerizované gRNA 1

Vstupni vektory 200 ng 1

10x CutSmart Buffer 1,5

10 mmol-1-' ATP 4,5

T4 DNA ligasa 0,5

Bbsl 0,5

MilliQ H>O 9

Tab. 7: Podminky pro Golden Gate reakci vstupnich vektort

Teplota Cas Opakovani
37°C 3 min

16 °C 3 min 30 x

50 °C 5 min 1x

80 °C 5 min 1x

16 °C 0 -

3.2.6.2 Transformace Escherichia coli

Pomoci tepelného Soku se 5 pl reakéni smési transformovalo do 50 pl bunék E. coli
DH5a. Po ptfidani smési do bunék se smés nechala inkubovat 30 min na ledé€, nasledné
probé&hla transformace tepelnym Sokem 45 s pii 45 °C a buriky byly ochlazeny 3 min na
ledé. Poté se pridalo 300 ul SOC média a smés se nechala inkubovat pfi 37 °C
v horizontéalni poloze za stalého michani 1,5 hod. Na pevné LB médium s pridavkem

ampicilinu (50 pg-ml ') se rozetelo 150 ul kultury a do druhého dne se inkubovala pii

37 °C.

3.2.6.3 Izolace plasmidové DNA

K izolaci plasmidové DNA byl pouzit Plasmid DNA mini kit. Byly odpichnuty kolonie
z tuhého média do tekutého LB média s ampicilinem (50 ug-ml ') a nechaly se inkubovat
ptes noc pii 37°C za stalého michani. Odebraly se 2 ml kultury, které se centrifugovaly
5 min, 10 000 g, supernatant byl odlit a k peletu bylo pfidano 250 pl prvniho roztoku
izola¢niho kitu SI. Pro rozmichani peletu byl pouzit vortex a bylo pfidano 250 pl roztoku
SII, smés se parkrat prevratila a nechala 2—3 min odstat. Poté bylo pfidano 350 ul roztoku
SIIL, kdy po jemném pievraceni vznikly ve smési bilé srazeniny bunécnych stén bakterii.
Smés se centrifugovala 15 min, 10 000 g. Supernatant byl pfenesen do specialnich
kolonek s filtrem zasazenych v sbémych tubach a nechal se centrifugovat 1,5 min,

13 000 g. Roztok co protekl kolonkou byl odstranén a do kolonky bylo ptidano 500 ul
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HBC puftru (s isopropanolem), byl centrifugovan 1,5 min, 13 000 g. PfeteCeny roztok byl
znovu odstranén a do kolonky bylo pfidano 700 ul DNA promyvaciho pufru
(s ethanolem), byl centrifugovan 1,5 min, 13 000 g. Filtrat byl odlit a kolonky se nechaly
centrifugovat prazdné do prazdnych sbérnych tub, pro odstranéni prebyte¢ného ethanolu,
3 min, 13 000 g. Kolonky se prenesly do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek. Bylo do nich
pfidano 15 ul milliQ vody a nechalo se centrifugovat 1,5 min pti 9000 g a tento krok se

jeste jednou zopakoval.

3.2.6.4 Ovéreni vstupnich vektoru

Vstupni vektory se oveéfily pomoci restrikéniho Stépeni a sekvencovani. Pro Stépeni byl
v piipravené reakéni smési pouzit Pvull fast digest restrikéni enzym. Na finalni
mnozstvi 10 ul bylo pouzito 6,8 ul milliQ vody, 1 ul pufru, 0,2 ul Pvull a2 ul DNA.
Nechalo se inkubovat v termocykleru 20 min a bylo ovéfeno 1% agarosovou
elektroforézou. Sekvencovani bylo provedeno firmou SEQme. Vzorky izolované
plasmidové DNA (pDNA) byly pfipraveny s 2,5 ul vlastniho primeru (oligo 62:
CGACGGCCAGGTAATACGACT; 10 umol-11) a milliQ vodou tak, aby byl celkovy

objem 10 pl.

3.2.6.5 Priprava destinacnich vektoru pro jednoduché a dvojité mutanty

Po ovéfeni vstupnich vektorti pomoci restrikéniho §tépeni a sekvencovani, byly vstupni
vektory s inzerty gRNA vlozeny do destina¢niho vektoru spolu s jednotlivymi vektory
slouzicimi jako linker pro dany destinacni vektor viz Tab. 8. Vlozeni vstupnich vektora
do destinacniho vektoru pro jednoduché mutanty annl a ann4 bylo dosazeno pomoci
Golden Gate reakce viz Tab. 9 za podminek v Tab. 11 a vlozeni vstupnich vektord do
destina¢niho vektoru pro dvojitého mutanta annlann4 bylo dosazeno pomoci Golden

Gate reakce viz Tab. 10 za podminek v Tab. 11.
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Tab. 8: Seznam destinacniho vektoru a vektord slouzicich jako linker pro dany destina¢ni
vektor pouzitych pfi pfiprave Multiplex CRISPR/Cas9 konstruktli pomoci Golden Gate

klonovani

Nazev Popis Klonovaci misto Rezistence
destinaéni vektor

pFASTR_UBQ10- s UBQI0 oot

Cas9-SV40-mRuby- promotorem a A-G pe

NLS-A-ccdB-CmR-G  fiyorescenéni (OLEl-mRuby)
znackou mCherry

pGG-C-Linkerll-G akceptorovy vektor  C-G Gen®
pro gRNA

pGG-E-Linkerll-G akceptorovy vektor  E-G Gen®
pro gRNA

Vysvétlivky: pFASTR — UBQI0 — promotor genu Ubiquitin 10 z A. thaliana;
(OLE1-mRuby) — selekce semen A. thaliana na zékladé Cerveného fluorescencniho
barviva mRuby; Spe® — spetinomycin; CcdB — gen kédujici cytotoxicky protein CcdB;
Gen® — gentamycin; NLS — jaderny lokaliza¢ni signal; SV40 — jaderny lokaliza¢ni signal

z opiciho virusu.

Tab. 9: Reak¢ni smés pro Golden Gate reakci pro pfipravu destina¢nich vektorti pro

jednoduché mutanty annl a ann4

Chemikalie

Mnozstvi (celkem 15 pl)

A-B vstupni vektor 1
B-C vstupni vektor 1
C-G linker 1
Destinacni vektor 1
10 x CutSmart Buffer 1,5
10 mmol-1-! ATP 1,5
T4 DNA ligasa 0,5
Bsal-HF v2 0,5
MilliQ H,O 4

Tab. 10: Reak¢ni smés pro Golden Gate reakci pro piipravu destina¢niho vektoru pro

dvojitého mutanta annlann4

Chemikalie

Mnozstvi (celkem 15 pl)

A-B vstupni vektor 1
B-C vstupni vektor 1
C-D vstupni vektor 1
D-E vstupni vektor 1
E-G linker 1
Destinacni vektor 1
10 x CutSmart Buffer 1,5
10 mmol-1-! ATP 1,5
T4 DNA ligasa 0,5
Bsal-HF v2 0,5
MilliQ H,O 4
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Tab. 11: Podminky Golden Gate reakce na termocykleru

Teplota Cas Opakovani
37°C 3 min

16 °C 3 min 30 x

50 °C 5 min 1x

80 °C 5 min 1x

16 °C 0 -

Takto pfipravené destinacni vektory se transformovaly do 50 ul bunék E. coli
DH5a za stejného postupu jako je popsano vyse, s vyjimkou selekcniho antibiotika v LB

médiu. Zde byl pouzit spektinomycin.

Validace konstrukti byla provedena pomoci colony PCR. Cast z vybrané kolonie
byla za aseptickych podminek pomoci pipetové Spicky odpichnuta do 10 pl sterilni milliQ
vody. Pro PCR byla pouzita reakéni smés viz Tab. 12 a podminky podle specifickych

primert viz Tab. 13 a 14.

Tab. 12: Reak¢ni smés pro colony PCR na oveéfeni destinacnich vektort

Chemikalie 1 reakce (10 ul)
Phire Reaction Buffer 5x 2

10 mmol-1'dNTPs 0,2

MilliQ H»O 6,7

Phire Hot Start I DNA polymerasa 0,2

t67-149-F" (finalni koncentrace 0,5 pumol-1 1 0,2

pOLE 5t-R (finalni koncentrace 0,5 pmol-1 ") 0,2

Templatova DNA 0,5

Tab. 13: Podminky na termocykleru pro colony PCR na ovéteni destinacnich vektorti

Krok Teplota Cas Opakovani
Iniciacni denaturace 98 °C 5 min 1 x
Denaturace 98 °C S5s
Nasedani primera 61 °C 5s 40 x
Elongace 72 °C 20 s
Finalni elongace 72 °C Is Ix

4°C o0 -

Tab. 14: Specifické primery pro colony PCR na ovéfeni destinacnich vektora

Nazev primeru Sekvence
tG7_149_F TGCTTGGACTATAATACCTGACTTGT
pOLE AGTGTTGTTGTGGTTGTT
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Zbytek kolonii byl odpichnut do tekutého LB média, dalsi den probehla izolace
plasmidové DNA a restrik¢ni St€peni pomoci Pvull pro ovéieni pDNA, jak je popsano
vySe. Ze zbylé tekuté kultury byly pfipraveny glycerolové zasobni roztoky smichanim

600 pl kultury a 600 pl 50% glycerolu za aseptickych podminek a zmrazeny na — 80 °C.

3.2.6.6 Transformace Agrobacterium tumefaciens
Ze vzorku izolované pDNA destinacnich vektora bylo ptidano 15 ul do 200 ul bunék

A. tumefaciens GV3103, smés se opatrné promichala a nechala se stat na led€ 35 min.
Nasledné se dala na 5 min do tekutého dusiku, kdy probéhla transformace ledovym
Sokem. Smeés se vytahla na 15 min na pokojovou teplotu. Pfidalo se 400 pul SOC média
a nechalo se inkubovat 2 hod pti 28 °C v horizontalni poloze za stalého michani. Na tuhé
LB médium se selekénimi antibiotiky — rifampicin (50 pg-ml!), spektinomycin
(100 pg-ml ') bylo rozetfeno 200 ul kultury a nechalo se ve tmé kultivovat 48 hod pfi
28 °C. Narostlé kolonie byly odpichnuty do tekutého LB média se stejnymi antibiotiky
a kultivovany 24-48 hod v inkubatoru pifi 28 °C za stalého michani. Z tohoto byly

pfipraveny glycerolové zasobni roztoky pro uchovéani v mrazicim boxu na — 80 °C.

3.2.7 Tranzientni transformace Nicotiana benthamiana

Funkénost  destinacnich  vektori byla  zkontrolovana pomoci tranzientni
transformace epidermalnich bunék list N. benthamiana. Do 5 ml tekutého LB média
s antibiotiky - rifampicin (50 pg-ml!), spektinomycin (100 pg-ml ') bylo piidano 40 ul
z glycerolového zasobniho roztoku A. tumefaciens a nechalo se kultivovat ve tmé pies
noc pii 28 °C za stalého michani. Pomoci spektrofotometru byla zmétena opticka hustota
ptes noc narostlych kultur pfi vinové délce 600 nm (ODeoo) a odebrano takové mnozstvi
aby ODgoo = 0,7. Tento objem byl centrifugovan pii 3000 g po dobu 9 min, supernatant
byl odlit a pelet resuspendovan ve 2 ml kokultivaéniho média. Nasledné se bakterialni
suspenze inkubovala 2 hod ve tmg, pii pokojové teploté. Pomoci injekéni stfikacky byla
suspenze infiltrovana do spodni strany listu N. benthamiana. Rostliny byly pfikryty
a kultivovany 2 az 3 dny v kultivaéni mistnosti s konstantnimi hodnotami teploty,
osvétleni, fotoperiody a vlhkosti (21 °C, 80 umol.m>s!, 16/8, 70 %). Preparat
z infiltrované plochy listu byl pozorovan pomoci konfokalniho mikroskopu LSM 710
(Axio Imager 2). Ziskany obrazovy material byl zpracovany pomoci programu ZEN

Black a ZEN Blue.
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4 VYSLEDKY

Experimentalni vysledky dosazeny v pribéhu bakalarské prace jsou prezentovany
v nasledujici kapitole. Vysledky sestavaji ze dvou oddé€lenych cCasti. Prvni Cast je
zaméfena na fenotypovou analyzu ann4 mutanta a druha ¢ast je zaméfena na pfipravu

konstruktd pro Multiplex CRISPR/Cas9 mutagenezi annexint 1 a 4.

4.1 PCR genotypovani

Jako prvni byla provedena genotypova analyza pro vyselektovani homozygotnich SALK
T-DNA knock-out mutantnich rostlin A. thaliana ann4 (ann4-1, SALK_019725C;
ann4-2, SALK_073121). U homozygotnich rostlin byly detekovany pouze alely s T-DNA
inzerci a u heterozygotnich jak alela s T-DNA inzerci, tak alela divokého typu. Teoretické
velikosti PCR produktt 1194 bp pro alelu divokého typu (kombinace LP+RP; Obr. 5A)
a 613 bp pro mutantni alelu ann4-1 (kombinace LB+RP; Obr. 5B), odpovidaji vzniklym

produktiim za pouziti specifickych kombinaci primera (Obr. 5).

U mutanta ann4-2 vznikly pouze 1169 bp velké produkty specifické pro alelu
divokého typu (kombinace LP+RP; Obr. 6A). Amplifikovany usek mutantni alely
s inzerci v opacném sméru mel mit velikost 561 bp (kombinace LB+RP; Obr. 6B),
pfipadné s pouzitim primeru pro inzerci ve stejném sméru 978 bp (kombinace LB+LP;

Obr. 6C), avsak ani v jedné ze zkoumavych rostlin nebyly pozorovany (Obr. 6).
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Obrazek 5. Vysledny gel agarosové elektroforézy rostlin 1 — 10 mutantni linie ann4-1. (A) LP+RP
kombinace primera pro divokou alelu o velikosti 1194 bp; (B) LB+RP kombinace primeru pro
alelu s T-DNA inzerci o velikosti 613bp. M — marker molekulové hmotnosti GeneRuler 1kb plus;
K1, K2 - rostliny divokého typu Col-0; NK-negativni kontrola.
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Obrazek 6. Vysledné gely agarosové elektroforézy rostlin 1 — 4 mutantni linie ann4-2. (A) LP+RP
kombinace primert pro divokou alelu o velikosti 1169 bp; (B) LB+RP kombinace pro alelu
s T-DNA inzerci o velikosti 561 bp; (C) LB+RP kombinace pro alelu s T-DNA inzerci o velikosti
978 bp; M - marker molekulové hmotnosti GeneRuler 1kb plus; K1,K2 — rostliny divokého typu
Col-0; NK - negativni kontrola.
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Pomoci PCR genotypovani bylo potvrzeno a vyselektovano 17 homozygotnich
rostlin ann4-1. Byly vysazeny do pudniho substratu a pouZzity pro ziskani dalsi generace

semen na fenotypovou analyzu, linie ann4-2 se dale nevyuzivaly.

4.2 Fenotypova charakterizace mutantni linie annexinu 4 (ann4-1)

Jelikoz se ANNAT4 vyskytuje v celé rostling, k prozkoumani vlivu tohoto annexinu na
fenotyp A. thaliana byly pozorovany primarni kofeny, piirastky kotent, pocet vedlejsich
korent, hypokotyly, listova rizice a velikost priduchii na rostlinach ann4-1 péstovanych
v in vitro podminkéach na %> MS médiu. U mutantnich rostlin anni-2 byl za urcitych
podminek pozorovan vliv na kofenovy fenotyp, a proto mela tato linie slouzit
k porovnavani vlivii jednotlivych annexind. Pro ucely fenotypové charakterizace byly
pouzity rostliny divokého typu Col-0, mutantni linie annl-2 a rostliny ovérenych

homozygotnich rostlin ann4-1 ¢. 1 [ann4-1 (1)] a &. 7 [ann4-1 (7)].

Semena linii Col-0, annl-2 a ann4-1 byla vysazena na %2 MS medium bez
vitamint. Délka primarnich kofenti byla méfena a porovnavana s divokym typem Col-0
v prubéhu prvnich 11 dnt po vysazeni (Obr. 7 a 8) ve tfech biologickych replikach. Rast
primarnich kofent ukazal, Zze po 11. dni od vykli¢eni dosahovaly rostliny divokého typu
Col-0 primérnou délku 6,9 cm, koteny rostlin ann4-1 (1) primémé 5,4 cm, ann4-1 (7)
6,7 cm a kofeny annl-2 prumérné dorustaly 6,5 cm. Linie nevykazovaly vyrazné rozdily,
avSak po statistickém vyhodnoceni jedné z analyz pomoci Studentova t-testu vyplynul
mezi Col-0 a ann4-1 (1) statisticky vyznamn¢ kratsi kofenovy fenotyp ve 3. a 4. dnu (Obr.
7A, Obr. 8), kdy praimérna délka kotent ve 4. dnu od vykli¢eni byla 1,3 cm u divokého
typu Col-0, u ann4-1 (1) 0,9 cm. Stejné tak koteny rostliny ann4-1 (1) ukazaly statisticky
nejnizsi prirtstek korenli za 24 hod (Obr. 7B). Rostliny vysazené na > MS médiu byly
podrobeny dal§im fenotypovym analyzam, avSak se vyznamné neliSily po¢tem bocnich
korent (Obr. 9A) a vyvinem listové ruzice, kdy se vazila jeji Cerstva hmotnost (Obr. 9B).
Rostliny neukazaly statisticky vyznamny rozdil v délce hypokotylt (Obr. 9C) ani rozdil
v kli¢eni semen (Obr. 9D).
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Obrazek 7. Fenotypova analyza primamich kofenu rostlin A. thaliana Col-0, ann4-1 (1),
ann4-1(7), annl-2 v pribé¢hu 11 dni po vysazeni na 2 MS médium. (A) Porovnani délek
primarnich kofent; (B) porovnavani prirustku primarmniho kofene za 24 hod. Hvézdi¢ky znaci
statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolnimi rostlinami Col-0 a ann4-1 (1).
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Obrazek 8. Reprezentativni fenotypy kofent 4. a 10. den po vysazeni rostlin A. thaliana Col-0,
annd-1 (1), ann4-1 (7), annl-2 na % MS médium. M¢éfitko 1 cm.
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Obrazek 9. Fenotypova analyza rostlin A. thaliana Col-0, ann4-1 (1), ann4-1(7), annl-2 na %2 MS
meédiu: (A) porovnani ¢erstvych vah 28-dni starych rostlin; (B) porovnavani pocétu vedlejsich
kotenti 11. den; (C) délka hypokotylii 12-dni starych rostlin; (D) porovnani pribchu kliceni.

Priméarni kofeny byly déale pozorovany pod ZOOM mikroskopem, kde byla
zdokumentovéana vzdalenost mezi kofenovou Spickou a nabéhu na prvni kofenovy vlasek
(Obr. 10A) a nasledné zméfena tato vzdalenost (Obr. 10B). Primérna vzdalenost u Col-0
byla 1283,5 pm, u ann4-1 (1) byla 1239,2 um, u ann4-1 (7) 1308,4 um a u annl-2
prumérné méfila 1281,9 um. Mezi jednotlivymi pozorovanymi liniemi nebyla statisticky

vyznamna zména (Obr. 10B).
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Obrazek 10. Kofenové fenotypy 7-dennich rostlin Col-0, ann4-1 (1), ann4-1 (7) a annl-2 na
%2 MS médiu. (A) Reprezentativni snimky jednotlivych linii; (B) graf primérné délky kofenové
$picky k nab&hu na prvni kofenovy vlasek. Méftitko 200 pm.

Dale byl pozorovan ektopicky rust kofenovych vlaskt (Obr. 11), avSak byly
v menSim zastoupeni nachazeny i na rostlinach divokého typu Col-0 (Obr. 11A, Cerna
Sipka) nez u rostlin linii ann4-1 (1) (Obr. 11B, Cerné Sipky), ann4-1 (7) (Obr. 11C, Cerné
Sipky) a annl-2 (Obr. 11D, ¢erné Sipky). Pro potvrzeni specifického fenotypového znaku

kotfenovych vlaska by bylo nutné vyuzit jiné médium nez Y2 MS médium.
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Obrazek 11. Fenotyp kofenovych vlasku na 7-dni starych rostlinach (A) A. thaliana Col-0,
(B) ann4-1 (1), (C) ann4-1 (7), (D) anni-2. Cerné Sipky ukazuji na ektopicky rust kofenovych
vlaski. Méfitko 200 pum.

Nasledné byla vyhodnocovana velikost priduchti pomoci epifluorescencniho
mikroskopu. Semena pouzitych linii Col-0, ann4-1 (1), ann4-1 (7) a annl-2 byla
vysazena na 2 MS médium bez vitaminti. Po 28 dnech byl odebran 3. pravy list z listové
razice. Listy byly zbaveny chlorofylu pomoci odbarvovaciho roztoku, praduchy byly
zdokumentovany (Obr. 12A) a vyhodnoceny pifimo v ZEN Blue software (Obr. 12B). Po
vyhodnoceni méfeni se ukazalo, ze u jednotlivych linii je velikost praduchii podobna
u vSech pouzitych linii (Obr. 12B). Priduchy ann4-1 (7) vysly po zpracovani vysledku
Studentovym t-testem statisticky mensi oproti divokému typu Col-0. Priduchy
ann4-1 (1) 1 annl-2 mély mens$i plochu nez Col-0, ale bez statistické vyznamnosti
(Obr 12B). Priimérna velikost priducht 3. pravého listu u Col-0 byla pfiblizné 704,8 pm?,
u annd-1 (1) 689,7 pm?, u ann4-1 (7) 675,8 pum? au annl-2 678,9 pm?.

38



o
vy
+
el

£
=

w0 N

500

a
8
N
N
—
—

likost priduch

400

300

mérna ve

200

Pr

100

Col-0 ann4-1(1) annd-1(7) annt-2

Obrazek 12. Praduchy na spodni stran¢ 3. pravych listu 28-dni starych rostlinach A. thaliana
Col-0, ann4-1 (1), ann4-1 (7), annl-2.; (A) Reprezentativni snimky priduchi, ¢erné obdélniky
vyznacuji porovnavany obsah; (B) graf primérné velikosti priduchii u jednotlivych rostlinnych
linii. Hvézdicka vyznacuje statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolnimi rostlinami Col-0
a ann4-1 (7). M¢ritko 20 pm.

Na tfi mésice starych ex vitro rostlinach ann4-1 (1) bylo zpozorovano nékolik
kvéta obsahujici dvojnasobny pocet tyCinek (Obr. 13C,D; Cerné Sipky) a dva pestiky
(Obr. 13C,D; Cerné trojuhelniky) oproti vétsiné kvéta ann4-1 a Col-0 (Obr. 13A,B).
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Obrazek 13. Fenotyp kvéta 3-mésice starych rostlin A. thaliana Col-0 (A,B) a ann4-1 (1) (C,D)
obsahujici dvé sady ty¢inek (¢cemé Sipky) a dva pestiky (Cemné trojihelniky). Méfitko 500 pum.

4.3 Priprava konstruktu Multiplex CRISPR/Cas9

Dal§im cilem bakalafské prace bylo pfipravit Multiplex CRISPR/Cas9 vektory pro
mutagenezi genit ANNATI a ANNAT4. Pro budouci experimenty byly vytvoreny
konstrukty na tvorbu novych linii jednotlivych knock-out mutanti ANNATI (annl)
a ANNAT4 (ann4) a dvojitého mutanta ANNAT1 a ANNAT4 (annlann4). Vstupni
vektory se specifickymi restrikénimi misty pro vlozeni navadéci RNA (gRNA) byly jiz
predpfipraveny. Byly navrzeny dvé sady gRNA pro vytvofeni komplementarnich
sekvenci ke genim, které byly editované (ANNATI a ANNAT4). Pomoci Golden Gate
reakce byly vytvoreny dva vstupni vektory (A-B a B-C) pro dany gen (ANNATI
a ANNAT4) kazdy se dvéma gRNA (Obr. 14). Pro ANNAT4 pak byla vytvorena jesté dalsi
sada vstupnich vektora (C-D a D-E) pro tvorbu dvojitého mutanta. Pfipravené vstupni

konstrukty byly transformované do bakterialnich bunek E. coli DH5a..
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Obrazek 14. Mapy vstupnich vektorti se dvéma gRNA pro ANNATI (A) a pro ANNAT4 (B) geny.
Pfipraveno pomoci Geneious Prime programu.

Pro ovéfeni vstupnich vektort bylo provedeno restrikéni Stépeni pomoci Pvull
(Obr. 15) a sekvencovani (Obr. 16). Restrikéni endonukleasa Pvull zptasobuje §t€peni na
dvou mistech s predpokladanymi produkty o velikostech 2364 bp a 815 bp (Obr. 15).
Vysledky sekvenace plasmidové DNA (pDNA) potvrzuji pfitomnost zaklonované

inzerce navadéjici gRNA (shodna se sekvenci primert; Obr. 16).
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Obrazek 15. Elektroforetogram restrikéniho §t€peni pomoci Pvull vstupnich vektora obsahujici
gRNA pro mutagenezi geni ANNATI a ANNAT4:. gANNI1AB, gANNIBC, gANN4AB,
gANN4BC, gANN4CD, gANN4DE; M - marker molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb plus.
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Obrazek 16. Reprezentativni usek sekvenace firmou SEQme vstupnich vektort s navadécimi
sekvencemi pro (A) gANNI_AB; (B) gANN4_AB, pomoci specifického primeru oligo62.
Vytvofené v programu Geneious Prime.
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Po ovéfeni vstupnich vektord byly konstrukty vklonovany do destinacniho
vektoru (Obr. 17, 18) pomoci Golden Gate reakce pro vytvoreni vektorti pro jednotlivé
mutanty annl a ann4 (Obr. 17) a pro vytvoreni vektoru pro dvojitého mutanta annlann4

(Obr. 18). Destinacni vektory byly transformovany do bakterialnich bunék E. coli DH5a.

Destina¢ni vektory sinzerty gRNA pro ANNATI a ANNAT4 geny obsahu;ji
opakujici se sekvence a nebylo doporuceno je sekvenovat, proto byly destinacni vektory
oveéfeny pomoci colony PCR s primery tG7_149_F, pOLe. Pro destinacni vektory
s 2 gRNA (pro jednotlivé mutanty annl a ann4) byla velikost produktu 1343 bp a pro
destinacni vektory se 4 gRNA (pro dvojitého mutanta annlann4) 2270 bp (Obr. 19).
Z ovétenych kolonii s cilovym inzertem byly po kultivaci v tekutém LB médiu vytvoreny
glycerolové zasobni roztoky. V dalSim kroku se destinacni vektory ovéfily i pomoci
restrikéniho Stépeni Pvull. Pro vektory s 2 gRNA restrikéni endonukleasa Stépila na
4 mistech za vzniku tseka 13 269 bp, 2895 bp , 647 bp, 520 bp (Obr. 20), pro vektory se
4 gRNA stépila také na 4 mistech, ale za vzniku 13 269 bp, 3889 bp, 647 bp a 522 bp
velkych usekt (Obr. 20). Jako kontrola byl pouzit prazdny destinacni vektor, kde Pvull
Stépila na 5 mistech za vzniku 5 tsekd 13 269 bp, 1868 bp, 1420 bp, 647 bp a 520 bp
(Obr. 20).

ooy

| pFASTR_A-G - UBQ10 - pGG-A-AtU6-26-Bbsl-ccdB-BbsI-B - gANN4_1 - pGG-B-AtU...

17,333 bp

4,500

pBR322 Orl\a ’

Obrazek 17. Mapa destina¢niho vektoru obsahujici gRNA pro mutovani ANNAT4 genu.
Vytvofeno pomoci programu Geneious Prime.

43



PFASTR_A-G - UBQ10-A-B-gANNT_1-B-C-gANN1_2-C-D-gANN4_1-D-E... RoE:
18,327 bp

-‘Qr’;r\(;. -
0,005 9,500 9,000
9,500 9,000

Obrazek 18. Mapa destinacniho vektoru obsahujici gRNA pro mutovani ANNATI a ANNAT4
genu. Vytvofeno pomoci programu Geneious Prime.
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Obrazek 19. Elektroforetogram agarosové elektroforézy po colony PCR, pouZité primery
tG7_149_F a pOLE, s velikosti PCR produktu pro gANN4 1343 bp a pro vektory s gANNI1
a gANN4 2270 bp, M - marker molekulové hmotnosti GeneRuler 1kb plus.
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Obrazek 20. Elektroforetogram restrikéniho Stépeni pomoci Pvull destinacnich vektora
obsahujici gRNA pro mutagenezi gent ANNATI a ANNAT4: gANNI — 2 gRNA pro tvorbu annl;
gANN4 — 2 gRNA pro tvorbu ann4, gANN1+4 — 4 gRNA pro tvorbu annlann4; K - prazdny
destina¢ni vektor pouzity jako kontrola; M - marker molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb plus.

4.4 Validace destina¢nich vektoru pomoci tranzientni transformace listu

Nicotiana benthamiana
K ovéfeni funkcnosti konstrukt byla provedena tranzientni transformace epidermalnich
bunek listd N. benthamiana prostrednictvim agroinfiltrace. Z infiltrovanych listi pak byly
pfipraveny preparaty, které byly pozorovany pod konfokalnim mikroskopem
AxioObserver LSM 880 (Carl ZEISS). Pomoci c¢erveného kanalu bylo mozné
v epidermalnich buiikach pozorovat specificky ¢erveny signal mCherry v jadrech, ale ne
v jadérku (Obr. 21A,D, 22A,D a 23A,D). Kanalu pro autofluorescenci chlorofylu byla
nasledné v programu pfifazena modra barva (Obr. 21B, Obr. 22B, Obr. 23B). Listy
infiltrované kokultivaénim médiem bez bakterialnich kultur byly pouzity jako negativni

kontrola (Obr. 24).
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Obrazek 21. Tranzientni transformace epidermalnich bunck listt N. benthamiana pomoci
A. tumefaciens obsahujicim destinac¢ni vektor pro mutagenezi ANNATI genu. (A) Cerveny kanal
pro mCherry; (B) modry kanal pro chlorofyl; (C) prochazejici svétlo; (D) spojené obrazky.
Meéritko 20 pm.
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Obrazek 22. Tranzientni transformace epidermalnich bunék lista N. benthamiana pomoci
A. tumefaciens obsahujicim destinac¢ni vektor pro mutagenezi ANNAT4 genu. (A) Cerveny kanal
pro mCherry; (B) modry kanal pro chlorofyl; (C) prochazejici svétlo; (D) spojené obrazky.
Meéritko 20 pm.
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Obrazek 23. Tranzientni transformace epidermalnich bunék lista N. benthamiana pomoci
A. tumefaciens obsahujicim destinacni vektor pro mutagenezi ANNATI a ANNAT4 genu.

(A) Cerveny kanal pro mCherry; (B) modry kanal pro chlorofyl; (C) prochazejici svétlo;
(D) spojen¢ obrazky. Méfitko 20 pum.
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Obrazek 24. Kontrola tranzientni transformace epidermalnich bun¢k listt N. benthamiana pomoci
¢isteho kokultivacniho média; (A) ¢erveny kanal pro mCherry; (B) modry kanal pro chlorofyl;
(C) prochazejici svétlo; (D) spojené obrazky. Métitko 50 pum.
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S DISKUSE

Annexiny jsou rodina proteint schopna se vazat na negativné nabité fosfolipidy membran
v zavislosti na Ca?*. Jsou lokalizované hlavné v cytosolu a po zvyseni cytosolické
koncentrace vapnik dochazi k jejich premisténi k membranam (Laohavisit & Davies,
2011). Annexin 1 a 4 jsou proteiny nachazejici se v riznych koncentracich ve vsech
pletivech A. thaliana, GCastni se riznych metabolismi a odpovédi na stres (Huh et al.,
2010). ANNATI se v nejvétSim mnozstvi nachazi v kofenech a dalSich polarné
rostoucich Castech rostliny. Je zndmo, ze mé vliv na kofenovy fenotyp a knock-out

mutantni rostliny annl by se tak mély odliSovat od kontrolnich (Clark et al., 2005a).

Knock-out mutantni rostliny ann4 jsou pfi kli¢eni hypersenzitivni k osmotickému
stresu a ABA (Lee et al., 2004). V pozd¢€jsim vyvoji jsou tyto rostliny vice tolerantni
k stresu ze sucha a soli (Huh et al., 2010). ANNAT]I je nejvice zastoupen v kofenech.
Spole¢né¢ s ANNAT4 tyto dva proteiny sdileji fadu funkci a jsou schopny spolu
interagovat (Huh et al., 2010). Z téchto divodu byla analyza z velké Casti zaméfena na
sledovani kotfenového fenotypu A. thaliana v idealnich in vitro podminkach na Y2 MS

médiu.

ANNAT4 se v zavislosti na kultivaénich podminkach nejvice vyskytuje
v kotfenech, nebo ve kvétech a stoncich (Huh et al., 2010). U rostlin vSak nebyl
experimentalné prokazan vliv tohoto proteinu na fenotyp, za jinych nez stresovych
podminek, coz odpovida vysledkim =z fenotypové charakterizace ann4-1 mutanti
pouzitych v této bakalarské praci. Ze tfech biologickych replikatd nevzesel zadny
statisticky vyznamny opakujici se fenotypovy znak, i ptes pfedpokladany rozdil mezi
divokou linii Col-0 a linii annl-2. Nebyly pozorovany opakované vyrazné zmény
v kli¢eni, mezi délkou primarnich kofent, priristu kofene za 24 hodin, poctu lateralnich
korenti, délky mezi kofenovou Spickou a nabéhem na prvni kofenovy vlasek, délkou
hypokotyli ani ve vyvinu listové ruzice potvrzované Cerstvou vahou nadzemnich casti
rostlin. Byly pozorované ektopické kotfenové vlasky u mutantnich linii annl-2 a ann4-1,
avSak tyto zmény v kofenovych vlascich se nachazely v mensi mife 1 na kontrolnich
rostlinach divokého typu Col-0. Mezi velikosti priducht byla vidéna zména u rostlin

ann4-1 (7) v porovnani s divokym typem Col-0.

T-DNA knock-out mutanty maji idealn€ obsahovat pouze jednu T-DNA inzerci

nejlépe v exonové Casti genu zajmu, aby bylo jisté, ze se jedna prave o fenotypovy projev
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mutace sledovaného genu. Mutantni linie annl-2 byla ovéfena pro ucely sepsani
disertacni prace (Ticha M.,2020). Obsahuje dvé inzerce, ale druha by se méla vyskytovat
v nekddujici oblasti mezi pseudogeny At4g09880.1 a At4g09890.1. Pouzivana linie
ann4-1 by podle Lee et al. (2004) méla obsahovat jednu inzerci v Sestém exonu genu, ale

vysledky podporujici toto tvrzeni nebyla v této publikaci ukazana.

Wang et al. (2018) popisovali krats§i primarni kofeny mutantnich annl rostlin na
15 MS médiu s 0% sacharosou, avSak v této studii byly pouzivané jiné mutantni linie
(SAIL_414_CO01, WiscDsLox477—480P11) a odlisné kultivaéni podminky (intenzita
svétla 275 pmol m 257!, vihkost 80 % a teplota 20 °C). V této bakalatské praci byla
pouzita semena (SALK_095886C) a kultivaéni podminky (150 pmol m 2s™!; vlhkost
70 % a teplota 22 °C). Vysledky méteni délky kotent ukazuji kratsi fenotyp annl-2 linie,
ale rozdil nebyl statisticky potvrzen. Tichd M. (2020) popisovala ve své dizertacni praci
kultivaéni podminky shodné s podminkami, které byly pouzity v této bakalarské praci,
avSak jeji vysledky ukazaly delsi kofenovy fenotyp i1 pfi vyuziti %2 MS média se
sacharosou. Je na misté vyuzit proto %2 MS médium bez pfidavku sacharosy a analyzu

zopakovat.

Pii pozorovani kvéti na 3-mésicich starych v pud€ péstovanych rostlinach
ann4-1 (1) byly nalezeny obc¢asné zdvojené kvéty vyrustajici ze stejného kvétniho lizka
obsahujici dvojnasobny pocet ty¢inek, 2 pestiky, kazdy v rizném stadiu vyvoje a rizny
pocet okvétnich listk. Huh et al. (2018) publikoval, Ze pii péstovani v pud¢ je ve kvétech
vysoka exprese ANNATA4 a je tedy mozné, Ze se tento protein podili na vyvoji kvéti. Pro
potvrzeni této hypotézy by byla zapotiebi dukladnéjsi analyza.

Dals$im cilem prace bylo pfipravit konstrukty pro Multiplex CRISPR/Cas9
mutagenezi ANNATI a ANNAT4 genu. Jednim z divodu bylo netspésné genotypovani
linie ann4-2, kdy ani jedna z rostlin neméla mutantni alelu s T-DNA inzerci. Druhym

divodem bylo pfipravit konstrukt pro dvojitého mutanta annlann4 pro budouci tcely

analyzy.

Multiplex CRISPR/Cas9 je technika editace genomu, kterda umoziuje editovat
vice genomovych lokust soucasné. CRISPR/Cas9 je ucinny a pfesny nastroj genového
inzenyrstvi, odvozeného z bakteridlniho imunitniho systému. Pro dosazeni multiplexni

editace bylo navrzeno vice gRNA, kazd4 z nich specificka pro jinou cilovou sekvenci
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v genomu. Tyto gRNA jsou navrzeny tak, aby byla zajisténa specifi¢nost a ucinnost pri

cileni pro knock-out pozadovaného genu nebo vicero genti souc¢asné (Zhang et al., 2016).

Byly pripravené konstrukty pro tvorbu jednoduchych mutantd annl a ann4
a konstrukty pro tvorbu dvojitého mutanta annlann4. Pro kazdy z cilovych genu byly
vybrané dvé navadéjici gRNA, ty byly exprimované pod konstitutivnim promotorem
(AtU6-26) ve vstupnich vektorech. Exprese Cas9 byla také fizena konstitutivnim UBQ10,
pro zajisténi vyssi efektivity. Konstrukty byly v prabéhu pfipravy ovéfovany pomoci
restrikéniho $té€peni, sekvencovani a colony PCR. Funkénost konstruktii byla nasledné
potvrzena tranzientni transformaci listd N. benthamiana. Bylo mozné sledovat specificky
signal Cerveného fluzniho proteinu Cas-mCherry v jadie epidermalnich bunék listh.
V bunikach byl vSak pozorovan mimojaderny signal organizovany do struktur kolem
bunééné stény. Ten mohl byt zpusobeny druhym fluorescencnim proteinem mRuby
nachazejici se v konstruktu pro selekci semen. Mezi jejich emisnimi parametry je velmi
maly rozdil, a tak nebylo mozné rozlisit od sebe jejich signaly. FAST metoda vyuziva
OLEI-mRuby pro selekci transgennich semen. Za idealnich podminek se ma exprimovat
az v semeni, avSak za stresovych podminek, z neznamych divodu, muize dochazet
k expresi ve vegetativnich pletivech, jako jsou listy do olejovych télisek nebo
endoplasmatického retikula (Li et al., 2020; Shimada et al., 2010). Tato skutecnost vSak
nema vliv na funkCnost konstruktu. Muzeme tedy predpokladat, Ze po stabilni
transformaci zprosttedkované A. tumefaciens by bylo pomoci Multiplex CRISPR/Cas9
dosahnuto tvorby knock-out mutantnich linii jak jednoduchych mutantt annl a ann4, tak
tvorby dvojitého annexinového mutanta annlann4. Ptiprava stabilnich linii ann mutant

bude predmétem diplomové prace.
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6 ZAVER
V teoretické Casti této prace byl shrnut soucasny stav fesené problematiky. Byla zde
popsana A. thaliana jako modelovy organismus, charakterizovany annexiny a s nimi

spjata vapnikova signalizace.

V praktické casti této prace byly validovany annexinové mutanty pomoci
genotypovani a nasledn€ byla na nich provedena fenotypova analyza. Ackoli annexiny
nejsou povazovany za esencialni, hraji kli¢ovou roli v bunéénych procesech. Cilem bylo
porozumét vlivim ANNATI a ANNAT4 na fenotyp A. thaliana pomoci skenovacich
a mikroskopickych analyz jejich fenotypi. Z vysledk fenotypové analyzy nevzesel
zadny opakujici se znak. Kvili absenci statisticky vyznamnych rozdili mezi
vegetativnimi pletivy jednotlivych linii nelze vyvodit zadny jednoznacny vliv téchto
annexini na pozorovatelné charakteristiky rostlin za normalnich podminek. Vysledky
pouze potvrdily vyznamny vliv podminek prostedi na funk¢ni dynamiku téchto annexint

a navrhly mozny vliv ANNAT4 ve vyvoji kvéti.

Pro budouci experimenty byly pfipraveny specializované konstrukty pro
vytvofeni annexinovych mutanti pomoci Multiplex CRISPR/Cas9 metody. Funk¢nost

a ucinnost konstrukt byla ovérena tranzientni transformaci na listech N. benthamiana.

Celkove ziskané informace zdlraziuji slozitost roli annexini v bunécnych
procesech a potfebu dal§iho zkoumani. Budouci experimenty budou moci stavét na
vysledcich provedené fenotypové analyzy a vyuzit zde pripravené konstrukty k tvorbé
stabilnich mutantnich linii. Prostfednictvim vytvotfeni a charakterizace téchto
jednoduchych a dvojitych ann mutantnich rostlin bude umoznéno podrobngji zkoumat

specifické role ANNAT1 a ANNAT4, a to jak jednotlive, tak v kombinaci.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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