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Abstrakt

Rostliny jsou neustdle vystavovany neptiznivym stimulim z vnéjsiho prostiedi, které
negativné ovliviji jejich rist a vyvoj. Jako urcitd obrana proti témto stresovym
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mnoZstvi nadfazené mitogen aktivované protein kinasy kinasy (MAPKK) u transgenni
linie ovéfena metodou kvantitativni PCR. Kofeny M. sativa byly vystaveny
oxidativnimu stresu a porovnavany s kontrolnimi podminkami. Z vysledki je patrné, ze
dochézi ke snizené abundanci SIMK v transgenni SIMKK RNAi 2A/2 linii oproti
kontrolnim, coZ bylo potvrzeno i qPCR. U proteinu MMK3 je tteba dal$iho vyzkumu.
Aktivita téchto MAPKSs je kolisava a dochazi k vyrazné fosforylaci v mokré kontrole a
defosforylaci pfi oxidativnim stresu piisobicim po dobu 30 minut. V pfipadé MMK3
ziejm¢ dochazi ke vzajemnému ovlivnéni mnozstvi transkriptu a proteinu v bunikach

kotene M. sativa.
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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

1. Souhrn poznatkli o zakladni charakteristice ¢eledi Fabaceae a druhu Medicago
sativa

2. Zpracovani kapitoly pojednavajici o kaskadé mitogen aktivovanych protein kinas
(MAPKS) u rostlin se zam¢éfenim na doposud popsané MAPKs u Medicago sativa

3. Vypracovani literarni reSerSe na téma ziskani geneticky identického materidlu

pomoci somatické embryogeneze u rostliny Medicago sativa.

Prakticka ¢ast:

1. Ptiprava kontrolniho i transgenniho rostlinného materialu Medicago sativa
pomoci somatické embryogeneze.

2. Mg¢feni abundance a aktivity vybranych MAPKSs v kofeni M. sativa v kontrolnich
a stresovych podminkach pomoci metody Western blot a jejich porovnani mezi
kontrolnimi a transgennimi liniemi

3. Stanoveni relativni exprese geni SIMKK a SIMK u M. sativa v kontrolnich i
stresovych podminkéach pomoci metody qPCR a jeji srovnani mezi kontrolnimi a

transgennimi liniemi



1 UVOD

V souvislosti s ménicimi se enviromentalnimi podminkami si rostliny vyvinuly fadu
signalnich a obrannych mechanismi. Pro rostliny, jakozto pfisedlé organismy neschopné
pohybu, jsou tyto mechanismy nesmirn¢ dulezité pro preziti. K takovymto mechanismim
patii i mitogen aktivované protein kinasové (MAPKS) signalni drahy. Jsou hierarchicky
sefazeny do kaskady a funguji na zéklad¢ po sobé jdoucich fosforylacich. Receptory
lokalizované na plazmatické membrang piijimaji a ptenaseji vjemy z extracelularniho do
intracelularniho prostfedi bunky. Vysledkem je dualni fosforylace specifickych residui
threonin/tyrosinovych T-X-Y motivt a aktivace v kaskadé nejnize umisténych MAPKS,
které ovliviiuyji Siroké spektrum bunéénych pochodt (Pearson et al., 2001). Podileji se
zejména na regulaci exprese gend, mitéze, bunécné diferenciaci a proliferaci a
programované bunécné smrti. Neméné¢ dtlezita je jejich tloha v odpovédich rostlin na
hormony nebo stresové faktory z vnéjsiho prostiedi (napt. oxidativni stres, zasoleni,

sucho, infekce patogenem).

K propagaci rostlinného materidlu je vhodnd metoda somatické embryogeneze.
Nékteré dosp€lé somatické buiiky mohou dediferencovat vlivem riiznych faktord napf.
plsobenim stresu nebo koncentraci rostlinnych riistovych hormonti (Féher, 2014). Télni
buiiky, které se normalné neticastni rozmnoZovani, se stanou zédkladem pro celou novou
Gottlieb Haberlandt. Metoda somatické embryogeneze se diky své jednoduchosti a
finan¢ni nenarocnosti stala nezbytnou pro laboratofe a firmy zabyvajici se rostlinnou

vyrobou, ¢i vyzkumem.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Celed’ Fabaceae

2.1.1 Obecna charakteristika celedi bobovité

Bobovité rostliny jsou z pravidla dvoudélozné. Celed’ Fabaceae je tieti nejvétsi, co se
poétu druhtt a rodt tyce. Cita celkové 480-500 rodti a vice jak 12 000 druhd. Patii do ni
jedny z nejvyznamnéjSich hospodaiskych plodin jako napf. soja lustinata (Glycine
max), hrach sety (Pisum sativum), fazol obecny (Phaseolus vulgaris), ¢ivojtéska
seta (Medicago sativa) (Slavik, 2000).

Vyznamnou vlastnosti bobovitych rostlin (Fabaceae) je nepiima schopnost fixovat
vzdu$ny dusik. Jsou tak velkou mirou zapojeny do kolobéhu dusiku v ptirodé. Fixovat
vzdu$ny dusik jsou schopné diky symbiotickym padnim bakteriim. Ty Ziji
uvniti kofenového systému téchto rostlin, v organech zvanych hlizky (Ogden et al. 2017).
Bakterie se nazyvaji ztohoto duvodu hlizkovité. Nejcastéji patii do rodu
Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium (Trujillo et al., 2017). Bakterie z téchto
rodi jsou schopny vazat dusik pouze za pomoci kofenového systému rostliny (Vincent,
1974). Jedna se o vztah mutualisticky, kdy maji prospéch obé strany. Rostlina dodava
bakteriim vysokoenergetické dikarboxylové kyseliny, napf. kyselinu jable¢nou, sukcinat
(Prell a Poole, 2006), fosfat a vodu. S vyuzitim téchto latek jsou bakterie schopny fixovat

vzdusny dusik do formy amonného kationtu (NHa)", ktery pak druhotné vyuziva rostlina.

Rostlinna burka je schopna rozeznat symbiotickou bakterii od bakterie patogenni.
Symbioticka bakterie vylucuje tzv. nodulaéni faktor (Nod faktor), ktery je z chemického
hlediska lipochitooligosacharid. Indukuje zatoceni bunky kotfenového vlasku, a tak
usnadiiuje pranik i vyménu zivin (Gough a Cullimore, 2011). Faktor je rozpoznan
rostlinnym Nod faktor receptorem (NF receptor), ktery je slozen ze dvou az tii lysinovych
motivi. Receptor se nachdzi na vngjsi stran¢ plasmatické membrany rostlinné bunky

(Limpens et al., 2003; Madsen et al., 2003).

Do procesu vniku bakterii, ale i vlaknitych hub do rostlin je zapojena i SYMRK
(SYMbiosis Receptor-like Kinase), poprvé objevena u vojtésky seté (M. sativa) (Endre
et al., 2002; Stracke et al., 2002).
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Po internalizaci bakterii se vytvofi v rostlin¢ infekéni viakno (Napoli a Hubbell, 1975).
Rostlina nasledné pfizpisobi cytoskelet a rozmisténi bunéénych organel pro
nejvyhodnéjsi vyménu latek (Timmers et al.,1998). Rostlina téz v hlizkach vytvaii
organele podobnou strukturu nazyvanou symbiosom. Jedna se o seskupeni bakteroidu,
peribakteroidniho prostoru a rostlinné membrany (Kereszt et al., 2011).

Fixace dusiku probiha ve tfech krocich za spotfeby velkého mnozstvi ATP.
Fe protein neboli nitrogenasa a Fe protein neboli nitrogenasa reduktasa (Hageman a
Bums, 1978). Vzdusny dusik je hlizkovitymi bakteriemi vazan ve form¢ N». V prvnim
kroku je N2 redukovan na diimin (N2H2), nasledn¢ dalsi redukci je pfeménén na hydrazin
(N2H4) a nakonec na dvé molekuly amoniaku (2 NHz) popfipadé na amonné ionty (2
NH4*) (Udvardi a Poole, 2013) dle rovnice:

H* H* H*
N2 — N2H2 — N2H4 — 2 NH3
e e e
Amoniak je ve vysSich koncentracich pro rostlinu toxicky, proto je zabudovan u
bobovitych rostlin do nové vznikajicich aminokyselin, nejcastéji do glutaminu

(Gonzalez-Moro et al., 2017).

2.1.1 Vyskyt a vyznam bobovitych rostlin

Celed bobovité (Facaceae) patii mezi endemitickou skupinu rostlin a je rozsifena téméf
po celém svété, vyjma polarnich oblasti. V teplych podnebnych pasech se miizeme setkat
I S dfevinami této Celedi. V mirném a subtropickém pasu se setkavame s ¢astym polnim

péstovanim. V CR rostou vétsinou bylinné druhy (Slavik, 2000).

Rostliny z ¢eledi Fabaceae nachazeji rozmanité pole aplikaci a vyuziti. Zahrnuje

spoustu vyznamnych plodin jako je s6ja lustinata (Glycine max), hrach sety (Pisum

vvvvvv

vyuziti je pravé v potravinarstvi. Soja je soucasti mnoha potravin a pouziva se pro sviij

vysoky obsah bilkovin jako ndhrazka zivo¢isného masa.
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Jako vyzivny zdroj dusikatych latek slouzi i hrach a fazol. Pokud nejsou néckteré
bobovité rostliny konzumovany piimo, vyuzivaji se jako soucast krmnych smési pro
jate¢ny dobytek. Piikladem této plodiny je vojtéska seta (M. sativa), ktera se z tohoto
divodu stala cilem vyzkumu. Za zminku stoji riizné druhy orchideji (Orchidaceae), které
jsou castou domaci dekoraci. Bobovité rostliny nalézaji vyuziti v okrasnych parcich a to
napi. ¢imli¢ek (Chamaecytisus elongatus), stédienec odvisly (Laburnum amagyroides)

b[19

znamy spisSe pod lidovym oznacenim ,,zlaty dést*. Nékteré latky ziskané z bobovitych
rostlin se Casto vyuzivaji ve farmacii. Dale se také vyuzivaji ke zirodiovani piscitych
poli pro pastvu dobytka. K tomuto ucelu slouzi mimo jiné i janovec metlaty (Sarothamnus

scoparius), coz je maly, zluté kvetouci jedovaty ket (Slavik, 2000).

2.2 Vojtéska seta (Medicago sativa Linnaeus subsp. sativa)

2.2.1 Obecna charakteristika druhu Medicago sativa

Jedna se o vytrvalou bylinu patfici do ¢eledi Fabaceae, rodu Medicago. Vyznacuje se
svym velmi rozvinutym, mohutné se vétvicim kofenovym systémem. Jeden koten hlavni,
ktery mize byt dlouhy az nékolik metrd, se rozvétvuje v kofeny bocni
a kofenové vlaseni. Lodyha ma tupé hrany a vysku od 30 cm do 100 cm. V zavislosti na
misté rustu mizeme na lodyze vyjimecné pozorovat i fidké ochlupeni. Listy jsou fapikaté,
trojcetné a obvejCitého tvaru, na délku 1-3 cm a na Sitku 0,5-1 cm (Valic¢ek, 2002).
V horni ¢asti jsou pilovité. Nékdy se mohou vyskytovat i malé vej¢ité kopinaté, v horni
¢asti drobné& zubaté palisty. Kvétenstvi u vojtésky seté je 3 cm dlouhé. Na jedné rostliné
se mize nachazet az 30 kvéth eliptického tvaru, slozenych z kalichu a koruny. Kali$ni
listky jsou povétSinou lysé s uzkymi cipy. Listky koruny jsou zbarvené od bilé barvy, pies
bledémodrou az k modrofialové. Pavéza ma obvejcity tvar. Plodenstvi luskovitého tvaru,
které neopada, je spiralovite stocené a nepukda. Semena zlutohnédé barvy jsou srdcovitého

tvaru a elipsoidné nesoumérna (Slavik, 2000).

Vojtéska setd se v CR vyskytuje na vyhievnych, susSich stanovistich kolem
s provzdu$nénou na Ziviny bohatou ptidou. Roste v nizsich polohach, ale byla nalezena
I v nadmoiské vySce 810 metr v Peci pod Snézkou. Mtzeme ji nalézt i okolo silni¢nich

komunikaci a v blizkosti zelezni¢nich drah (Slavik, 2000).

Vojtéska seta (M. sativa) pochazi z oblasti Malé Asie a Zakavkazi. Odtud se rozsitila

do Evropy, Stiedni Asie a Severni a Jizni Ameriky.
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Diky jejim vlastnostem se stala jednou znejvyznamnéji péstovanych picnin
s celkovou péstitelskou plochou ptes 30 milionu hektart. Vice nez 30 % celkové péstebni
plochy je v Severni Americe. V subtropickém pasu mize byt sklizeno az dvanact urod,
coz je zhruba 80-120 tun zelené hmoty na hektar. Ma velky vyznam v krmeni dobytka,
jelikoz patii mezi vyborné zdroje bilkovin, a to i diky symbiotickému vztahu s hlizkovymi
bakteriemi. Muize vazat az 300 kg dusiku/ha. Dalsi z vyhod je, Ze poskytuje vice sklizni
do roka. Je odolna vuci stresu z nedostatku vody a nizkych teplot a da se tak péstovat

skoro po celém svéte vyjma arktickych a subarktickych oblasti (Valicek, 2002).

2.2.2 Parazité a rezistence

Ke hmyzim parazitim $kodicich v porostech vojtésky seté (M. sativa) patii zejména
plodomorka vojtéskova (Contarinia medicaginis). Tento parazit poskozuje kvétni pupeny
rostliny a ty nasledné nejsou schopny produkce semen. Plodomorka vojtéskova tak
dokéze znehodnotit misty az 85 % urody (Kolomoets a Turaev, 1977). Dal§im z hmyzich
Skidcn je klopuska (Adelphococoris lineolatus), jejiz larvy se zivi listy vojtésky (Loan,
1980). Vuci témto hmyzim skudctim prozatim neni rezistentni druh vojtésky vypéstovan.
Mezi houbové patogeny je tazeno verticiliové cévni vadnuti (Verticillium albo-atrum)
patiici do kmene Deuteromycota. Hlavnimi hostiteli je vojtéska, bavinik a chmel.
Ptiznaky napadeni timto Skiidcem jsou Zloutnuti a opad listil. Nakaza se §iti pies vodiva
pletiva a mize vést az k zahubeni hostitele (Kreitlow, 1962). Z virovych onemocnéni je
znam AMV (Alfalfa Mosaic Virus), coz je bacilliformni virus pfenaSeny msici zelenou
(Myzus persicae). Piiznaky napadeni rostliny timto virem jsou jasné zluté velké skvrny
na listech, ztrata pigmentace listu a nekréza. Pokud je napadeno par mladych listl, 1ze

stithem zamezit Sifeni viru (Xu a Nie, 2006).

Nekteré patogeny mohou zpisobit Vysokou ztratu na vynosech, a proto probiha

Slechténi na ziskani rezistence vuci nim.
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2.3 Mitogen aktivované protein kinasy

Mitogen-Aktivované Protein Kinasy (MAPKS) jsou tfida enzymu, uplatiujici se
predevsim v pienosu externiho signalu v eukaryotické bunice. To je dulezité zejména pro
spravnou reakci organisml na signdly z vnéjSiho prostiedi. MAPKS kaskady jsou
stimulovany piedevsim hormony, mitogeny a rozlicnymi latkami zptsobujici razné typy
stresu (Kiegerl et al., 2000). Bioticky stres je zpisoben napf. napadenim rostliny
hmyzem, bakterii, houbou, ¢i jinym zivym organismem. Abioticky stres je zplsoben
fyzikalnimi faktory, jako je sucho, nedostatek svétla, nebo vyssi obsah soli v pudé (Jonak
et al., 1996). Tyto signalni drahy jsou dilezité jak v Zivo€isné, tak i v rostlinné fisi. Typy
MAPKSs se lisi, ale princip zlstavad zachovan. V rostlinné ti§i byly MAPKS nejvice
prozkoumany u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Doposud bylo popsano 20
MAPKs, 10 MAPKKs (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase) a 60 MAPKKKSs
(Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase) (MAPK Group, 2002).

2.3.1 Rozdéleni dle motivii do fylogenetickych skupin a trid

V fisi rostlin se vyskytuji nejcastéji dva typy fosforyla¢nich motivi. Dle toho, jaky se
vyskytuje motiv, jsou MAPKS rozdéleny do jednotlivych skupin a podskupin. Existuji
Ctyfi zékladni fylogenetické skupiny, A, B, C, D a mnoho podskupin oznacenych &isly.
Prvni tfi skupiny A, B, C spole¢né sdili T-E-Y motiv. To znamena, ze dana MAPK muize
byt fosforylovana na threoninu (T), glutamatu (E) a tyrosinu (Y). Ve ¢tvrté skupiné D se
u MAPKSs opakuje T-D-Y motiv. T-D-Y motiv znamena, ze je MAPKS fosforylovana na
threoninu (T), kyselin¢ aspartatové (D) a tyrosinu (Y). Ve fylogenetickém ¢lenéni jsou
uvedeny MAPKS z riznych druhti rostlin, které jsou si podobné v sekvenci aminokyselin
a umisténi jiz zminéného motivu fosforylace (Ichamuraet al., 2002). Piesny popis motivu

a krystalicka struktura mista fosforylace byla popsana i na atomarni urovni (Zhang et al.,
1994).
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2.3.1.1 Fylogenetické ¢lenéni MAPK

Do skupiny MAPKSs s T-E-Y motivem fosforylace patii ty z husenic¢ku, hrachu, vojtésky
i tabaku. Jako piiklady téchto MAPKS lze uvést MsSAMK (M. sativa Stress-Activated
MAPK) z vojtésky seté (M. sativa), ktera spada z fylogenetického hlediska do Al
podskupiny. MsSIMK (Stress-Induced MAP Kinase) patii do A2 podskupiny spole¢né s
PsD5 z hrachu setého (Pisum sativum). PsD5 je serin/threoninova protein MAPK

uplatiujici se v bunééném cyklu (Stafstrom et al., 1993).

MsMMK2 a AtMPKS5 z huseni¢ku rolniho (A. thaliana) patii do skupiny B. AIMPK5
aktivuje WRKY62 regulujici expresi gent pii signalizaci kyseliny jasmonové (Mao et al.,
2007; Popescu et al., 2009). Dale MSMMK3 z vojtésky seté (M. sativa), AtMPK13
z huseni¢ku rolniho (A. thaliana) a NtNTF6 z tabaku virginského (N. tabacum) patii
do B2 skupiny (Ichimura et al., 2002). VSechny tfi byly lokalizovany v oblasti
fragmoplastu pfi telofazi bunééného deleni (Calderini et al., 1998; Bogre et al.,1999).

Z D2 skupiny MAPKS je nutné zminit MSTDY1 (Ichamura et al., 2002). Jako dalsi
muze byt uvedena BWMK1 (Blast-and Wound-induced MAP Kinase 1) z ryze seté
(Oryza sativa). Ta je aktivovana vnikem patogenu (Cheong et al., 2003; He et al., 1999).

2.3.1.2 Fylogenetické ¢lenéni MAPKKSs

MAPKKSs se stejné tak jako MAPKSs déli do ¢tyt zakladnich skupin A, B, C a D. Do A
skupiny patii MKK 1, MKK2 a MKK6 z huseni¢ku rolniho (A. thaliana). In vitro kinasové
testy naznacuji, ze MKK1 a MKK2 aktivuji MPK4 (Huang et al., 2000; Matsuoka et al.,
2002). MMK6 je poté homologni k NtMEKZ1 z tabaku virginského (N. tabacum) zapojené
do bunécného déleni a aktivace NtNTF6 (Calderini et al., 2001). Ve vojtésce seté (M.
sativa) je poté znama PRKK (Pathogen-Responsive MAPKK) aktivujici v kaskade
podiazenou MAPK pfi stresu zptisobenym patogenem (Cardinale et al., 2002).

Do B skupiny MAPKKSs jsou fazeny napi. MKK3 z husenic¢ku (A. thaliana) a NPK2
z tabaku (N. tabacum). Ve své struktuie obsahuji dveé specifické domény na C a N konci.
Doména NTF2 (Nuclear Transport Factor 2) na C konci zabezpecuje import RAN-GDP
do jadra (Tanoue et al., 2000; Ichimura et al., 2002).
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Na C konci se vyskytuje i1 katalytické misto. Vazebné misto pro kinasu se nachéazi na

N konci (Dickinson a Keyse, 2006; Kondoh a Nishida, 2007).

SIMKK z vojtésky seté (M. sativa) patfici do C skupiny MAPKKSs specificky aktivuje
SIMK v kaskadé. K aktivaci dochazi pifi zaznamenani elicitori nebo solného stresu
(Cardinale et al., 2002). Z husenic¢ku rolniho (A. thaliana) sem patii MKK4 a MKKS5 a
jejich ortolog z tabaku (N. tabacum) NtMEK2 (Ichimura et al., 2002).

O MAPKKSs ze skupiny D toho zatim moc zjisténo nebylo. Dle fylogenetického
¢lenéni spadaji do této kategoric MAPKKSs z husenicku rolniho (A. thaliana) MKK?7,
MKK8, MKK9 a MKK10 (Ilchamura et al., 2002). Protein MKK7 je zaclenén do
polarniho transportu auxinu v rostliné. Nadméma exprese genu MKK7 pod 35S

promotorem vedla k abnormalni stavbé téla rostliny (Dai et al., 2006).

2.3.1.3 Fylogenetické ¢lenéni MAPKKKSs

MAPKKKSs jsou z hlediska fylogenetického ¢lenéni nejvice rozsifenou a vétvenou
skupinou. Zde existuji téi skupiny s mnoha podskupinami oznac¢enymi pismeny A, B, C
a Cislici. Ptiklad ze skupiny A je AtMEKKI1 z huseni¢ku rolniho (A. thaliana), ktera je
nadifazena MAPKKs MPK4, MKK1 a MKK2 (Ichimura et al., 1998; Mizoguchi et al.,
1998). AtMEKK1 je aktivovana pfi vystaveni rostliny suchu, soli, a dokonce i pfi doteku
(Mizoguchi et al., 1996). Z tabaku (N. tabacum) poté NtNPK 1 nalezi do A3 podskupiny.
Podili se na buné¢ném déleni a vrozené imunité (Nishihama et al., 2001; Jin et al., 2002).
MsOMTKI je poté zastupce MAPKKKs z vojtésky seté (M. sativa) nalezici do Al
podskupiny.

Ve skupiné B jsou MAPKKKS z husenicku rolniho (A. thaliana) AtCTR1 a AtEDR1
ajejich analogy LeCTR1 z rajcete jedlého (Solanum lycopersicum) a OSEDR1 z ryze seté
(Oryza sativa). AtCTR1 je soucasti ethylenové signalizac¢ni drahy (Huang et al., 2003).
AtEDRI1 zajistuje obranu ptfed napadeni houbovym patogenem (Tang a Innes, 2002).
Podobné funkce maji i jejich analogy z jinych druht rostlin (Leclercq et al., 2002; Kim
et al., 2003).

Ze skupiny C pak jen jmenovit¢ AtMRK1 a ATN1 z husenicku rolniho (A. thaliana),
GmPKG6 ze soji lustinaté (Glycine max) a ji podobné FsPK1 a FsPKF1 z buku lesniho
(Fagus sylvatica) (Ichimura et al., 2002).

16



2.3.2 MAPK kaskada

V eukaryotickych bunikach se vyvinul postupem casu velmi sofistikovany princip pfenosu
signalu z vn¢js$iho prostiedi pfes bunécné obaly az do vnitiniho prostoru bunky. Tyto
kaskady vznikly, aby mohly bunky flexibilné reagovat na zmény zpusobené ruznymi
druhy strest ¢i latkami v jejich okoli. Jednd se o chytré uskupeni vypinact, které se
vzagjemn¢ ovliviluji na  zdkladé fosforylace/defosforylace  konzervovanych

threonin/tyrosinovych ¢i serin/threoninovych domén (Kiegerl et al., 2000).

MAPK kaskada je slozena z n¢kolika komponent. Na bunééné stén¢ a cytoplazmatické
membrané rostlinnych bun€k jsou receptory pro piijem signald z vnéj$iho prostiedi.
Receptory zachyti stimul zptsobeny stresem a aktivuji tak vnitrobunéénou signalni
kaskadu (Obr. 1). Po percepci signalu z vnéjsiho prostiedi dovnitt bunky je pomoci
druhotnych pfenasect (napf. ethylen ¢i H20) aktivovana MAPKKK za pfemény ATP na
ADP. Ta nésledné aktivuje fosforylaci podiazenou MAPKK. Ta mé dudlni specifitu a
aktivuje podiazenou MAPK dvojitou fosforylaci, opét za pfemény ATP na ADP
(Ichimura et al., 2002). MAPK nasledné¢ ovliviiuje bunééné pochody napi. syntézu
hormonti (Mizoguchi et al., 1994), jinou odpovéd” na stres, regulaci vyvoje rostliny
(Wilson et al., 1997) nebo bunécny cyklus rostlinné bunky (Banno et al., 1993; Calderini
etal., 1998).
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Obr. 1 MAPKs kaskada (Jiti Sojka, 2018) 1. piijem stresového stimulu z vné&jsiho prostiedi
pomoci receptorti na cytoplazmatické membrané (CM) 2. pfenos signalu pomoci druhotnych
prenasecti nebo hormonti 3. aktivace MAPKKK fosforylaci 4. aktivace MAPKK fosforylaci 5.
aktivace MAPK dvojitou fosforylaci a 6. prenos stimulu a ovlivnéni bunécnych pochodi
v disledku odpovédi na stimul.

2.3.3 MAPKSs u Medicago sativa

Stejné tak jako u ostatnich rostlin, tak i u vojtésky seté (M. sativa), se vyskytuji v bunikach
rizné MAPKs. O MAPKS ve vojtésce toho doposud moc publikovano nebylo. Princip
ptenosu signalu je stejny, jako je tomu u obecného schématu (Obr 1). Jsou zde zastoupeny
jak MAPKKKSs, tak i MAPKKSs a MAPKSs. Molekulové hmotnosti MAPKS u vojtésky se
pohybuji mezi 44-46 kDa.
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Jedna z prvnich objevenych a prozkoumanych MAPKSs je SIMK (Stress-Induced MAP
Kinase). Je exprimovana ptredevsim v kofenové Casti rostliny. Jak z nazvu vypovida, je
aktivovana stresem. Stejné jako jeji aktivator SIMKK, je i SIMK indukovéana osmotickym
stresem a vnikem houbovych patogennich organismt (Cardinale et al., 2000) Nejvice
vSak byla vtéto oblasti prozkoumana aktivace solnym stresem, i proto se diive
oznacovala jako takzvana Salt stress-Induced MAPK. Nyni je znamo, Ze indukce této
drahy je zpusobena i jinymi typy stresu, napi. oxidativnim, stresem tézkymi kovy, nebo
ethylenem (Jonak et al., 2004; Ouaked et al., 2003). Vi se také, ze se SIMK uplatiuje pii
vrcholovém ristu kofenovych vlaska (Samaj et al., 2002). Jako dalsi zastupce MAPKS u
vojtésky seté Ize uvést SAMK (Stress-activated MAPK), MMK2 (Medicago MAPK 2) a
MMK3 (Medicago MAPK 3). Posledni tfi zminéné MAPKSs zprostfedkovavaji signalizaci
po stresu tézkymi kovy, predevsim kadmia a médi, dale oxidativnim stresem a elicitory
(Jonak et al., 2004; Nakagami et al., 2005). U MMK?2 a MMK3 jsou nadfazené aktivacni
MAPKS neznamé, kdezto u SIMK a SAMK vime, Ze jsou aktivovany nadifazenou

SIMKK (Nakagami et al., 2005).

Mezi MAPKKs se fadi napt. SIMKK (Stress-Induced MAP Kinase Kinase). Je
zapojena do signaliza¢nich drah shodnych se SIMK (Jonak et al., 2004; Ouaked et al.,
2003). Dalsi znama PRKK (Pathogen-Responsive MAPKK) se podili na odpovédi
rostliny po napadeni houbou, které vede k produkei elicitord. PRKK nasledné aktivuje
SIMK, MMK3 a SAMK (Cardinale et al., 2002).

Mezi znamé MAPKKK u M. sativa patti OMTK1. Reguluje odpovéd rostliny po
pusobeni oxidativniho stresu a podili se na hypersensitivni odpovédi a programované

bunécné smrti (Nakagami et al., 2004).
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2.4 Abioticky stres u rostlin

Abiotickym stresem se rozumi stres zpusobeny fyzikalnimi i chemickymi vlivy. Muaze
byt zpisobeny napf. zvySenym obsahem soli Vvpudé, suchem, chladem,
¢i nadmérnou tvorbou kyslikovych radikalt, jako je peroxid vodiku (H202) (Mittler a
Blumwald, 2010; Hu a Xiong, 2014). V duasledku ptisobeni stresovych podminek se
bunky rostlin mezi sebou snazi komunikovat a branit. V tomto mechanismu signalizace
je zapojena mimo jiné i vySe zminéna MAPKS kaskada. V rostlinich jsou i jiné
mechanismy signalizace abiotického stresu, napf. pies Kyselinu abscisovou (ABA)
(Cramer et al., 2011).

Jednim z nejcastéjSich typia abiotického stresu je oxidativni. Pisobenim kyslikovych
radikalt mohou byt poSkozeny struktury bunky, jako jsou deoxyribonukleové kyseliny,
ribonukleové kyseliny, proteiny, lipidya karbohydraty (Gill a Tuteja, 2010). Vé&tsina
volnych radikalt v rostlinné butice vznika v chloroplastech ve fotosystému I a II. Volné
radikaly se vSak vytvaii i v mitochondrii v elektronovém transportnim fetézci. K
minimalizaci poSkozeni z tohoto v rostliné prirozené se vyskytujiciho stresu, produkuje
rostlina enzymy, které tyto toxické kyslikové radikaly méni na netoxické a nebezpecné.
Takovymto enzymem jsou napt. superoxid dismutasa, katalasa, glutation peroxidasa a
dalsi (Dietz et al., 2006; Meyer et al., 2012). V obran¢ proti ptisobeni oxidativniho stresu
jsou zapojeny napt. u ryze i ZFP36 (Zinc-Finger Proteins 36), které jsou aktivovany
pomoci kyseliny abscisové indukované prosttednictvim OsMPKs. Nasledné jsou vice
exprimovany jak enzym NADPH oxidasa, tak i MAPKs geny. Hlavnim mediatorem
komunikace mezi MAPKs, NADPH oxidasou a H20> je ZFP36 (Zhang et al., 2014).
Studiemi na husenicku rolnim (A. thaliana) bylo zjisténo, ze MAPKS kaskady hraji
stéZejni roli pii signalizaci kyslikovych radikalt (Kovtun et al., 2000). Toto zjisténi bylo
potvrzeno i na baviniku bylinném (Gossypium herbaceum), kde vyssi exprese GhMKK1,
vedla Kk signifikantné vyssi schopnosti rostliny tvofit antioxidanty, zachytavat a
detoxikovat kyslikové radikaly vznikajici pfi stresu ze sucha a soli (Lu et al., 2013).
Naproti tomu vyssi exprese GhMKK5 vedla u rostliny tabaku (Nicotiana benthamiana)
K hypersenzitivité a ¢asté programované bunééné smrti (Zhang et al., 2012b). Negativni
regulaci pii plisobeni abiotického i1 biotického stresu u baviniku miizeme sledovat

v ptipadé¢ GhMPK®6a (Li et al., 2013).
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Reaktivni formy kysliku se podili na signalizaci biotického stresu. Napadeni rostliny
ur¢itym byloZzravym hmyzem indukuje v buiikdch vyssi tvorbu kyslikovych radikald,
které vede k aktivaci MAPKSs kaskad a k piislusné odpovédi rostlinné bunky (Yu et al.,
2014). U husenicka rolniho (A. thaliana) je znamo nékolik MAPKS proteinti, napt. MPK3
a MPKG®, které se podili na odpovédi rostlin pii pisobeni abiotického i biotického stresu.

Pro potvrzeni této skutecnosti byli pripraveni mutanti mpk3 a mpk6 (Beckers et al., 2009).
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2.5 Somaticka embryogeneze

Somaticka embryogeneze je jedna z metod slouzici k propagaci velkého mnozstvi
rostlinného materidlu. Zéklad pletivovych kultur polozil rakousky védec Gottlieb
Haberlandt jiz v roce 1902, kdy vyslovil teorii totipotence rostlinné bunky. Totipotenci
rostlinné bunky rozumime schopnost rostlin vytvofit kompletniho nového jedince
z jediné somatické bunky. K pokroku propagacnich technik pletivovych kultur doslo
predevsim v rozmezi let 1940 az 1960. Od roku 1990 byl zaznamenan velky vzestup
téchto technik v praxi. To $lo ruku v ruce se vznikem novych kulturnich plodin.
Somatickd embryogeneze se uplatiuje v laboratofich i ve firmach zabyvajicich se
vyzkumem nebo produkci rostlin. Vyhodou metody je fakt, Ze z malého pocate¢niho
mnozstvi rostlinného materialu je mozné vyprodukovat velké mnozstvi rostlin novych, a
to za relativné nizkych nakladd. Rostliny vzniklé in vitro jsou bez virti a jinych patogend.
Novée vygenerované rostliny by také mély byt, az na n€které vyjimky identické. Jednou
Z nevyhod je narocnost protokoll a také to, ze pro kazdou rostlinu je postup ptipravy
somatickou embryogenezi odlisny. Hlavnimi oblastmi vyuziti je produkce in vitro rostlin
bez patogent, uchovani genetickych zdroja, klonalni propagace, produkce rostlinnych

sekundarnich metabolitti a vyvoj novych plodin (Thorpe, 1990).

Nekteré somatické buniky tvofici jiz diferencovand pletiva a organy v rostling, které se
nepodili na rozmnoZovani, mohou podléhat zméné programu rlstu zapficinéné riznymi
faktory, jako jsou rozli¢né typy abiotickych stresa (Féher, 2014). V piipadé mrkve obecné
(Daucus carota) bylo zjisténo, ze somaticka embryogeneze miiZze byt iniciovana vyssi
koncentraci soli v médiu, osmotickym stresem, vysokou teplotou a téZkymi kovy
(Kiyosue et al.,1989,1990; Kamada et al., 1989, 1993, 1994). To bylo potvrzeno i u
husenicku rolniho (A. thaliana), jakoz to modelové dvoudélozné rostling (Ikeda-lwai et
al., 2003).

Vétsina rostlin, vojtésky seté (M. sativa) nevyjimaje, potfebuje pro indukci
embryogeneze obsah auxinu v médiu a nasledny pfesun na médium s malym, ¢i zadnym
obsahem tohoto rastového hormonu (Lu et al.,1983; Ikeda-Iwai et al., 2002; Wernicke a
Brettell, 1980).

Existuji dva typy somatické embryogeneze, pfima a nepiima (Sharp et al., 1980). Pti
nepfimé somatické embryogenezi prochazi rostlinny explantdt z donorové rostliny

nejprve dediferenciaci.
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Tvofi se kalus a poté znovu ustanovenim tvaru a vzoru pii tvorbé somatického embrya.
Pii ptimé embryogenezi dochazi k tvorbé embryi bez stadia kalusu (Williams a
Maheswaran, 1986). Somatické embryo je bipolarni struktura, které je slozeno
z apikalnich, proliferujicich bun¢k na jedné stran¢ a neproliferujicich bunék s velkymi
vakuolami na stran¢ druhé. Z bazalnich bun¢k s vakuolami se nasledné vytvari suspenzor,

ktery miizeme pozorovat jiz v proembryogennim stadiu (Filonova et al., 2000).

2.5.1 Pét fazi somatické embryogeneze

2.5.1.1 Iniciace

Iniciace embryogennich kultur z primarnich explantati probihd na médiu s obsahem
rostlinnych rastovych regulatort,, jako je auxin a cytokinin. Somatické bunky pletiv
dulezité zménit genovou expresi vedouci k exprimovani embryogennich genti. Na tento
proces ma vliv auxin. Auxin podporuje prodluzovaci rist bunék, v médiu slouzi
predevsim k indukci kofenové casti rostliny. Pomaha methylovat DNA a zpisobuje
zmirnéni exprese genu v diferenciovanych buikach (Lo Schiavo et al., 1989). Dalsi
Z moznosti je pouziti kombinace riistovych reguldtor a riznych stresovych podminek,
které vedou k reprogramovani genové exprese a indukci bunécného déleni. Timto
zpusobem vznika bud’ kalus nebo polarizované embryo (Dudits et al., 1995). V kalusu se
formuji bunky, které jsou vice vnimavé na rustové regulatory (Dudits et al., 1995), nebo
obsahuji na svém povrchu receptory na auxin. To poté vede bud k
symetrickému bunéénému déleni nebo asymetrickému bunéénému déleni a nasledné

vzniku embryogennich bun¢k (Lo Schiavo, 1994).

Ne kazd¢ pletivo daného druhu je vhodné pro tuto metodu. Je nutné vybrat bunéénou

linii, o které vime, ze embrya produkuje (Lo Schiavo, 1995).

U vojtésky seté (M. sativa), mrkve obecné (Daucus carota) a mnoha dalsich druhi je
vyznamny vliv vnéjsiho prostiedi a stupen stadia vyvoje rostliny. Z tohoto ditvodu se jako

vhodné explantaty vybiraji embryonické a vysoce juvenilni pletiva (Litz a Gray, 1995).
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2.5.1.2 Proliferace

Toto stddium vétSinou probiha na pevném ¢i V tekutém médiu s ptidavkem ristovych
regulatorii. Embryogenni buniky podléhaji proliferaci a tvofi proembryogenni masu bunék
(Proembryonic masses; PEMSs). Pro proces proliferace je do média pfidavan auxin. Ten
vSak neni vhodné pouzivat pii dalsi kultivaci. Pusobi inhibi¢né pii pfeméné PEMs na
somatickd embrya (Filonova et al., 2000a; De Vries et al., 1988; Nomura a Komamine,
1985). Pro velkoobjemovou propagaci embryi je doporuceno vyuzit suspenznich kultur,
ve kterych je vyvoj embryi vice ¢asoveé synchronizovany (Edwin F. George, Michael A.
Hall, Geert-Jan De Klerk, 2007).

2.5.1.3 Faze pred dozranim

Pfeména PEMs na embrya v ur€itém stadiu vyzaduje jejich pfenos na médium bez
ptidavku syntetické formy auxinu kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D). Ta pomaha
pfi stanoveni a proliferaci embryogennich kultur, ale neni metabolizovdna rostlinnymi
bunikami, a proto ptisobi inhibi¢né. Z tohoto diivodu se v médiich nevyuziva ani pfirozeny
auxin. Zabranuje expresi genll nutnych k prechodu na srd¢ité stddium vyvoje embrya

(Zimmerman, 1993).

2.5.1.4 Dozravani

Béhem dozravani neboli maturaci se somaticka embrya méni v mnoha ohledech. Zejména
po strance anatomické, kdy embryo méni sviij tvar z bipolarniho na globularni a nasledné
srd¢ité. Dochazi také k reorganizaci biochemickych faktorl v zdvislosti na fazi vyvoje

embrya.

Jedna se predevsim o proteiny PIN1, PIN4, PIN7, dile WOX2, WOX8 a WOX9
transkripcni faktory (WUSCHEL related homeobox; WOX). Pohyb auxinu po embryu je
fizen expresi DR5 reportérového genu (Thomas, 1993; Galweiler et al., 1998; Petrasek et
al., 2006; Zazimalova et al., 2007). V této fazi vyvoje se hromadi zasobni latky v
subcelularnich ¢astech, stejné tak jako u zygotickych embryi (Merkele et al., 1995). Cas

a mnoZzstvi ukladani zasobnich latek se v§ak mezi témito dvéma typy embryi lisi.

V zygotickém embryu se zacinaji postupné ukladat lipidy a proteiny v prub&hu
torpédovitého stadia do formujicich se déloznich listkli. Z endospermu cerpa embryo

sacharidy a postupné vypliuje dutinu.
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Somatické embryo péstované v in vitro podminkach neni obklopeno endospermem ani
jinymi ochrannymi obaly. Latky potfebné ke svému rlstu pfijima piimo z kultiva¢niho

média. Uklada si ji rovnéZ hlavné do déloznich listkt (Merkele et al., 1995; Yeung, 1995).
2.5.1.5 Regenerace v celistvou rostlinu

Poté se na médiich postradajicich ristové regulatory vyvijeji embrya v malé rostlinky
zvané semenacky. Takto vyvinuta embrya se jiz moc nelisi od pfirozené péstovanych
rostlin. U nékterych druht rostlin napi. tabaku (N. benthamiana) (Barbier a Dulieu,
1980), vojtésky seté (M.sativa) (Bingham et al., 1975) a pelargonie (Pelargonium
pentatum) (Hildebrand, 1972) se muze projevit somaklonalni variace. Somaklonalni
variace je nestdlost genetické informace vznikld plisobenim vné&jSich faktort napf.
chemikalii. Buiiky explantidtu v podobé kalusu by mély byt uniformni, ale v disledku
somaklonalni variace se mohou jejich genomy mirné lisit. Déle trvajici stadium kalusu a
pouzivani 2,4-D mize mit za nasledek zménu genetickou i epigenetickou (Edwin F.

George, Michael A. Hall, Geert-Jan De Klerk, 2007).

2.5.2 Genova regulace somatické embryogeneze

Genova regulace somatické embryogeneze je dobfe prostudovéna u modelové rostliny
genetickych studii husenic¢ku rolniho (A. thaliana). Pochopeni d€ji na molekularni urovni
je velice slozité diky velké genetické vybave rostlin a jinym mechanismiim, které riizné
druhy vyuzivaji odlisné. Toto téma se diskutuje predev§im u dievnatych rostlin, které
maji navic dlouhy Zivotni cyklus (Merkle a Dean, 2000). Védci se snazi regulacni
mechanismy pochopené u husenicku rolniho (A. thaliana) aplikovat i na ostatni rostlinné

druhy.
2.5.2.1 Pozitivni regulatory

Pozitivni regulatory ptisobici na indukci a pritbé¢h somatické embryogeneze rozdélujeme
do ¢ty zakladnich skupin. Prvni zminénou je gen zvany LEC (LEAFY COTYLEDON),
jehoz funkce byla potvrzena experimentem s jeho vyfazenim (Lotan et al., 1998).
Zahrnuje skupinu AtLEC1 a AtLEC2 podilejici se na dozrani semen
(Harada, 2001; Stone et al., 2001). Z vegetativni buniky mize vzniknout cela nova

rostlina.
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Na tomto procesu se podili vySe zminény AtLEC1, jehoz ektopickou expresi probiha
indukce somatické embryogeneze (Lotan et al., 1998; Gaj et al., 2005). Ovliviuje také
uroven syntézy auxinu (Junker et al., 2012) a mnoho dalSich aspektd. Druhy
Z jmenovanych AtLEC2 ma vliv na projev vlastnosti rostliny husenicku rolniho (A.
thaliana) v jiz kompletné vyvinutych, zralych pletivech (Stone et al., 2001). Dalsi z jeho
ucinki je regulace syntézy auxinu a auxin signalniho genu AtIAA30 (INDOLE-3-ACETIC
ACID INDUCIBLE 30). AtIAA30 je dilezity pro iniciaci embryogeneze (Stone et al.,
2008).

Gen AtBI3, reguluje ABA-responsivni geny a je sam ovlivnén pozitivné diky AtLECI,
AtLEC2 a AGAMOUS-like 15 (To et al., 2006; Zheng et al., 2009). K vytvoieni
somatického embrya ze stonkového apikdlniho meristému je dilezity gen AtAGL15,
kodujici MADS-box transkripéni faktory (Heck et al., 1995). Dalsimi jsou AtBBM (BABY
BOOM) kodujici APETALA2. Pokud je exprimovan BBM, ma vliv na formujici se listy
a délozni listy, spoleéné s AtEMK (EMBRYOMAKER). Gen AtEMK je ¢len rodiny
APETALA (Boultilier et al., 2002; Tsuwamoto et al., 2010). Spravnou anatomii,
morfologii embrya a kmenové buiky zajist'uje mimo jiné i gen WOX (WUSCHEL-related
homeobox) pres aktivaci AtLEC (Zuo et al., 2002; Gallois et al., 2004; Su et al., 2009;
Wang et al., 2009). Na pozitivni regulaci somatické embryogeneze U huseni¢ku rolniho

(A. thaliana) se podileji i dalsi geny. Tato oblast vyzkumu je stale oteviena.
2.5.2.2 Geny negativni regulace

Nékteré z gent napt. AtVAL1 a AtVAL2, koédujici B3 VP1/ABI3-LIKE proteiny maji
negativni vliv na AtLEC geny, kter¢é jak je vySe uvedeno, jsou velice dllezité pfi spravném
vyvoji somatického embrya (Suzuki et al., 2007). Dalsi, ktery pisobi represivné na
ALLEC je AtPKL (PICKLE).

Ten je zapojeny Vsignalni kaskadé kyseliny giberelinové, brassinosteroidii a
zachyceni svételného zafeni, coz ma za nasledek krat$i hypokotyl (Ogas et al., 1999;
Dean Rider et al., 2003; Zhang D. et al., 2014). Za represi tvorby somatickych embryi a
dediferenciaci bun¢k kalusu zodpovida AtPRC2 (Arabidopis thaliana Polycomb
repressive complex 2). AtPRC2 je regulator chromatinu a zabezpeCuje genovou represi
prostiednictvim modifikace histonti. To vede k dediferenciaci zralych somatickych bunék
kofene husenicku rolniho (A. thaliana). Mutanti se ztratou funkce tohoto genu tvoii
jednojaderné kotenové vlasky nerozlisitelné od rostliny divokého typu.
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Tyto vlasky se vSak neumi diferencovat a tvoii neorganizovanou splet’ a somaticka
embrya. Poté probéhne endoreduplikace a zvysi se ploidita bun¢k. To je vSak nasledovéano
normalnim bunéénym délenim. To pfispélo k odhaleni role AtPRC2 pii represi gend a
zabranéni zmény programu rustu a vyvoje diferencovanych somatickych bun¢k (Ikeuchi

etal., 2015).
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2.6 SloZeni médii a funkce sloucenin pri somatické embryogenezi

Pro in vitro kultivaci rostlinného materialu, pletivové kultury i somatickou embryogenezi
je stézejni slozeni média. Mezi zékladni a hlavni funkce média patii zajisténi vody,
potteby minerali a vitamint, riistovych regulatord, aminokyselin, cukrl, vyménu plynti
a odstranéni rostlinnych metabolita (E.F. George et al., 2008). Epstein (1971) definoval
Ctyfi dusledky nedostatku urcitych elementl pii rastu a vyvoji rostliny. Prvni z dasledkt
je, ze rostlina nemtze dokoncit svlj zivotni cyklus. Za druhé, funkce dané latky je
nenahraditelnd jinou latkou. Tteti disledek je, ze uc¢inek nedostatku urcitych elementd na
rostlinu je pfimy a element v rostlinné molekule je nezbytny pro jeji funkei. Proto se
komeréné vyvinula celd fada médii, aby splilovala vSechna kritéria pro zdravy rust
explantatu. Jednim z nejtypictéjSich a nejvice pouzivanych kultivacnich médii pro

pletivové kultury a somatickou embryogenezi je dle Murashigeho a Skooga (1962).

Vsechny latky, které rostlina potiebuje ke svému riistu, musi byt soucasti kultiva¢niho
média. V prub¢hu péti fazi kultivace pfi somatické embryogenezi ma rostlina jiné
pozadavky na slozeni. Obecné vsak potiebuje makronutrienty jako zdroje uhliku, vodiku,
dusiku ¢i fosforu. Typicky je obsah mikronutrientli (napt. vitamind, soli, kovli, minerald).
Mineralni latky maji vliv na morfogenezi a spravny vyvoj kofenového systému rostliny
(Lopez-Bucio et al., 2003) a mimo jiné i na regulaci vyvoje celé rostliny (Ramage a
Williams, 2002). Nedilnou soucasti médii jsou rustové regulatory a fytohormony, jako
jsou auxiny, cytokininy brasinosteroidy, kyselina abscisova (ABA), giberelinova (GA) a
ethylen. Média mizeme vyuzivat bud’ jako tuha nebo tekuta. Tekuta se pouzivaji pro
suspenzni kultury. Pro pfipravu tuhych typi médii je nutné pouzit ztuzovaci ¢inidlo.
Nejcastéji se jedna o agar, fytoagar, agarosu a gellan gum. Pfedevsim do selekénich médii
se Casto pfidavaji antibiotika z diivodu vybéru modifikovanych rostlinnych linii. Ne¢ktera
antibiotika také slouzi jako ochrana pted patogeny. V ptipad¢ jejich pouziti musime brat
ohled na to, aby nezpiisobovala zménu genetickych vlastnosti rostliny. K tomu miize
dochézet casto ve stadiu kalusu pfi nepfimé somatické embryogenezi. Dalsi z parametrti
vyzadovanych rostlinou je stalost hodnoty pH. Z tohoto diivodu se pouZzivaji stabiliza¢ni

¢inidla téz zndmé jako pufry.
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2.6.1 Makronutrienty

Mezi makronutrienty v médiich fadime uhlik, vodik, kyslik, dusik, vapnik, hoi¢ik, siru a
fosfor. Bez téchto latek by rostlinny explantat v in vitro podminkach nemohl piezit.

Mohou byt dodany bud’ v €isté formé, nebo ve formé smési, ¢i extraktu.

2.6.1.1 Uhlik

vvvvvv

ur¢itda forma cukru. Muzeme pouzit napt. disacharid sacharosu nebo
i monosacharidy glukosu, fruktosu a jiné. Obsah cukri musi byt vSak pfedem znam
k adekvatnimu typu explantatu, jelikoz bychom mohli zpusobit rostlinnym bufikam
osmoticky stres. Je vSak znamo, Ze se cukry a Skroby akumuluji v rostlinnych bunkéch
pii vy$S§im obsahu soli a slouzi zde jako osmoprotektanti (Parida et al., 2002). Jeden
z disacharidii, trehalosa, se akumuluje v bunkdch rostliny ptfi zvySeném obsahu soli

V pd¢ a ochratiuje tak bunééné membrany a proteiny od denaturace (Singer a Lindquist,

1998).

2.6.1.2 Dusik

Dusikaté latky jsou diilezité pro spravny prubeh morfogeneze a ristu rostliny. Je soucésti
mnoha organicky molekul, jako jsou proteiny a nukleové kyseliny. Funkce dusiku pfi
ristu rostliny byla potvrzena na regeneraci celé rostliny indické ryze (Oryza sativa)
z embryogenniho kalusu (Grimes a Hodges, 1990). Redukované formy maji ptimy vliv
na indukci somatické embryogeneze ve stadiu vyvoje embrya (Kamada a Haraka, 1979).
Walker a Sato vroce 1981 porovnavali rizné poméry dusikatych iontd na kalusech
vojtésky (M. sativa) Zjistili, ze se neformuji zadna embrya, pokud nejsou tyto ionty
pritomny. Dusik v rostliné musi spolupracovat i s ostatnimi latkami, nevyjimaje cukru.
Spole¢né s nimi urychluje a zlepSuje proces morfogeneze (Margara a Rancillac, 1966;
Gamborg et al., 1974). Fruktéza zpomaluje vstiebavani nitratu, naopak sacharoza a
glukoza urychluje (Hew et al., 1988). Bobovité rostliny maji schopnost za pomoci
symbiotickych bakterii vazat vzdusny dusik N2 do molekuly NOs’, a dale redukovat do
NH4* formy. Pfijem ionti dusiku je zavisly na mnozstvi energie a kysliku (Heimer a
Filner, 1971; Buwalda a Greenway, 1989). Forma, ve které je dusik pfijat ovliviiuje
vnitini pH. Pfijmutim nitratu do rostliny se stavd méné kysel¢, v ptipadé¢ amonného iontu
je tomu praveé naopak.
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Takto se podili na udrzeni podilu protonti a hydroxylovych aniontd vzniklych
metabolismem a udrzuje homeostazi (Raven, 1986). Pokud je v médiu velky obsah
dusikatych iontti miize dojit k inhibici ristu, a to nejen diky pH, ale i toxicité téchto latek

(Mott et al., 1985).

Zdroje dusiku v médiich jsou smési aminokyselin, samostatné aminokyseliny,
primarni aminy, mocovina, allantoin, hydrolyzat kaseinu, kvasinkovy extrakt. Kazdy
znich ma své vyhody a nevyhody. Dle Lea et al. (1979) je allantoin a kyselina
allantoinova lepSim zdrojem dusiku nez mocovina. Na médiu s mocovinou rostou
explantaty pomaleji nez na nitratovém ¢i amonném (Kirby et al., 1987). Samotné amonné
ionty mohou mit na rostlinu zhoubny Vvliv, jelikoZ inhibuji fotosyntézu (Yoshida a Kohno,
1982). Dalsi pokusy odhalily, ze rostlina vojtésky seté (M. sativa) zprvu dobfe roste na
médiu s obsahem NH.", ale po nékolika dnech, kdy se za¢nou buiiky v kalusech vice délit,

se 1épe vyviji na médiu s NOs™ (Walker a Sato, 1981).

Slouceniny dusiku se podili i na tvorbé kvétu a jeho rustu (Berghoef a Bruinsma,
1979a). Maji vliv na rostlinné regulatory, cytokininy (Meyer a Abel, 1975b) a auxiny
(Chu et al., 1975). Bylo zjisténo, ze v médiu s obsahem amonnych iontd byly rostliny

nezavislé na cytokininu (Sargent a King, 1974).
2.6.1.3 Fosfat

Fosfat je jeden z nejdulezitéjSich elementt v biosféfe. Je soucasti biomakromolekul
nukleovych kyselin, fosfolipidéi, enzymii a koenzymi. Uastni se energetického
metabolismu v bunice, kdy je ve formé¢ fosfaitu vazan pyrofosfatovou vazbou do
makroergické molekuly ATP. Dale se ucastni fotosyntézy, respirace, regulace a aktivace
urc¢itych metabolickych drah v bunikach, napf. i MAPKS kaskad. V rostliné se vyskytuje
v plné oxidované formé PO+> . V kultivaénim médiu je nejéast&ji obsazen ve formé soli
nebo hydrogensoli (George et al., 1988). Fosfat v médiu vazany Vv organické molekule

muze byt vstieban rostlinou pomoci fosfatasy (Ciarrocchi et al., 1981).
2.6.1.4 Draslik

Draslik je jeden z nejvice zastoupenych kationtli v cytoplasmé a chloroplastech rostlin.
Vyskytuje se ve formé K*. Ovliviiuje osmoticky potencidl bufiky a tGcastni se pienosu
pies membranu, toku vyzivy na velkou vzdalenost, uzavirani priducht v podminkach

sucha a udrzovani hladiny pH uvnitt bunky.
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V nékterych proteinech slouzi jako kofaktor. Méni konformaci k tomu, aby aktivoval
enzym (George et al., 1988). Jeho nedostatek vede ke ztraté¢ turgoru v rostliné a
hyperhydricité¢ (Pasqualetto et al., 1988), hor§imu vstiebavani fosfatu, kde slouzi jako
antiporter (Chin a Miller, 1982).

2.6.1.5 Sodik

Sodné ionty Na* nejsou ve vétsiné piipadd esencidlni pro rist a vyvoj rostliny. Slouzi
predevsim K udrzeni osmotické hodnoty u rostlin adaptovanych na vyssi koncentrace soli.
Jejich nejvyssi koncentrace je ve vakuolach, kde pomahaji zajistit adekvatni turgor
v bunice (E.F. George, 2008). U nékterych rostlin ma beneficni i funkéni ucinky
(Subbarao et al., 2003). Zvysuje $tavnatost listii i stonku a podporuje zvétSovani bunék
u slanorozce evropského (Salicornia europaea), coz je rostlina rostouci i na zasolené pudé
(Lv et al., 2012b). U dalsich rostlin mtze sodik nahradit draslik (Sharma a Singh, 1990).
Hraje vyznamnou roli pfi fotosyntéze C4 a halofylnich rostlin, a také pfi fixaci oxidu

uhlic¢itého (George et al., 1988).

2.6.1.6 Horcik

Hoic¢ik je soucasti molekul chlorofylu. Jako centrdlni atom porfyrinového kruhu se
ucastni pienosu elektronu diky jeho oxida¢né-redukénimu potencialu. Ovliviiuje aktivitu
enzymu ze tfidy fosfotransferas. Uplatiuje se pti translaci. Agreguje malou a velkou
podjednotku ribozomu a slouzi jako kofaktor ATP-syntasy (George, 1988). V pokusu
s kalusy vojtésky seté (M. sativa) bylo zjisténo, Ze pokud se nepiida do média dostateéné
mnozstvi Mg?*, vyvine se vyrazné méné somatickych embryi (Walker a Sato, 1981).
Podobného vysledku bylo dosazeno i v pfipadé piimé embryogeneze u melounu
(Kintzios et al., 2004).

2.6.1.7 Sira

Sira je soucasti aminokyselin, podili se na sekundarnich strukturach proteint, syntéze
lipidd a slouzi jako ligand v metaloproteinech a enzymech. Nepfimo se ucastni
detoxifikace reaktivnich forem kysliku jako soucast glutathionu (George et al., 1988).
Nedostatek siry muze zpomalovat rust v suspenznich kulturach
(Klapheck et al., 1982). Do rostliny se dostava spole¢né s dusikem (Reuveny et al., 1980)

a nuti rostlinu k exkreci hydroxylovych aniontd. Tim dochazi k alkalizaci média.
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2.6.1.8 Vapnik

Vapnik je jeden z hlavnich kationtt v rostlinnych buiikach, ktery je vSak imobilizovan na
membranach bunék a stfedni lamele bunééné stény. M4 strukturni a fyziologickou funkci
a zavisi na ném nékolik enzymi napt. syntasa celulosy, glukanu a enzymy hydrolyzujici
ATP. V nizkych koncentracich uvnitf buiiky slouzi jako druhy posel (Hepler a Wayne,
1985; Sanders et al.,, 1999). Hraje vyznamnou roli pii odpovédi rostliny na
gravitropismus, rostlinné hormony a tok cytoplasmy. Utastni se bund¢ného déleni,
sekrece z bunky i aktivace enzymi. (Ferguson a Drbak 1988; Poovaiah, 1988). Vapnik
se také podili na vyvojovych procesech zavislych na fytochromu (Shacklock et al., 1992).
Zvyseni cytosolického vapniku vede k osmoadaptaci (Taylor et al., 1996), termotoleranci
(Gong et al., 1998), indukci detoxifika¢nich ¢inidel pro kyslikové radikaly (Price et al.,
1994) a k syntéze fytoalexinu (Knight et al., 1991). Ma vliv na obsah a ¢innost cytokininu
(Tanimoto a Harada, 1986). Jako soucast kultiva¢nich médii muze zvySovat pocet
somatickych embryi (Jansen et al., 1990). Nedostatek vapniku vede k nekrézam a
hor$imu rastu rostliny. Casté je Zloutnuti listd, jejich opad a mensi vyvoj kofenového
systému (Wyn Jones a Hunt, 1967). Nekrotizujici vrcholy vykazovaly deficienci vapniku
(Debergh, 1988), avsak tento vliv zavisi na druhu rostliny a jejim genotypu (Sha et al.,
1985).

2.6.1.9 Chlor

Rains (1976) uvadi chlor mezi mikronutrienty, jelikoz se vyskytuje v rostliné v malém
mnozstvi. Tento prvek je vSak zapojen do mnoha velice dilezitych d€jii a mechanismi,
agkoliv ve vys§ich koncentracich miize byt letalng toxicky. Uastni se napt. osmoregulace
v privodnich bunkach praduchti (George et al., 1988) a je soucasti proteinového
komplexu fotosystému II generujiciho kyslik (Bov et al., 1963; Mengel a Kirby, 1982;
Shkolnik, 1984). Spolu s ostatnimi ionty udrzuje kapilarni tlak ve vodivych pletivech
(George et al., 1988). Nejsnadnéji se do rostliny dostava pii nizsim pH (Jacobson et al.,
1971).
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2.6.2 Mikronutrienty

Mezi mikronutrienty patii pfedev§im mangan, zinek, bor, méd’ molybden, kobalt, nikl a
kfemik. Rostliny je vyzaduji v malém mnozstvi a ¢asto nejsou esencialni pro zZivotni
cyklus. Maji spise zvyhodnujici charakter. Role mikronutrientii v normalnim rustu rostlin
byla objevena na zac¢atku minulého stoleti. Jako jeden z prvnich mikronutri¢nich prvka
bylo definovano zelezo. Deficit Zeleza zptisobuje snizeni mnozstvi chlorofylu a zhors$uje
fungovani chloroplasti (Sundqvist et al., 1980). O zapojeni zinku, manganu a boru do
rastu vyssich zelenych rostlin se zasadili védci Sommer a Lipman (1926). Pii svych
pokusech s jeémenem setym (Hordeum vulgare) a slune¢nici ro¢ni (Helianthus annuus)
zjistili, ze kontrolni rostliny s vyvazenou koncentraci zinku, manganu a boru jsou vyrazné

fenotypové vitalnéjsi nez ty rostouci v médiu bez obsahu téchto prvki.
2.6.2.1 Mangan

Mangan je soucasti metaloproteinii ucastnicich se pienosu elektronli pfi respiraénim
cyklu a fotosyntéze (Clarkson a Hanson, 1980). V nékterych enzymech nahrazuje
hofecnaté ionty (Hewitt, 1948). Ma vliv na zvySeni syntézy Kyseliny indol-3-octové
(IAA). Mangan je kofaktor IAA oxidas (Galston a Hillman, 1961). Pokud se vyskytuje
spole¢né s kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA), ma vliv na pfirodni TAA.
V porovnani s pfirozené se vyskytujici IAA, neni tento efekt sledovan u syntetickych
analogli auxinl, jako je napf. Kkyselina 1-naftyloctova (NAA) a Kkyselina
2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D). To potvrdili MacLachlan a Waygood v roce 1956.

2.6.2.2 Zinek

Zinek je stejné jako vySe uvedeny mangan soucasti mnoha metaloproteint. Je obsazen ve
struktufe  enzymu, napf. alkohol dehydrogenasy, superoxid dismutasy
a RNA-polymerasy (Clarkson a Hanson, 1980). Je zde piedpoklad, ze je zapojeny do
syntézy auxinu a rustu celé rostliny (Skoog, 1944; Tsui, 1948; Klein et al., 1962). Zinek

je soucasti proteinové struktury nazyvané zinkové prsty.

Tento protein hraje roli pfi vyvoji rostliny a pfi jejich odpovédi na bioticky a abioticky
stres. Slouzi jako regulator exprese deoxyribonukleové kyseliny (DNA) za stresovych
podminek (Cutler et al., 2011; Giri et al., 2011).
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2.6.2.3 Bor

Tento prvek se ucastni stavby a funkcnosti bunécné stény a cytoplasmatické membrany
(Pollard et al., 1977; Clarkson a Hanson, 1980). Je kofaktor nékterych enzymu dulezitych
pii syntéze nukleovych kyselin. Piedevsim se podili na syntéze ribonukleovych, ale i
deoxyribonukleovych kyselin Vv rostlinné bunce. Z tohoto divodu je esencialni (Mengel
a Kirby, 1982; Moore a Hirsch, 1981). Dale se uplatiiuje pii tvorbé ligninu a odpoveédi

rostliny na pozitivni a negativni gravitropismus (Tanada, 1978).
2.6.2.4 Méd’

Méd je jedna z esencialnich mikronutrientd. Je soucasti plastocyaninu, tim padem i
elektron transportniho fetézce. Ucastni se oxidace a hydroxylace kyseliny abscisové
(ABA) a dopaminu (Lerch, 1981). V urcité koncentraci mize zpisobovat velky rust. Ve

vysoké koncentraci je vSak toxicky.
2.6.2.5 Molybden

Je soucast enzymil nitrogenasy a nitrat reduktasy ucastnici se fixace dusiku. V médiich,
kde je ho nedostatek, dochazi k hromadéni nitratu z divodu nefunk¢ni redukce nitratu na
amoniovy iont (Sherameti et al., 2002; Hille et al., 2011). Pfiznaky nedostatku
molybdenu jsou Zloutnuti listl a jejich opad. V nékterych ptipadech mize byt nedostatek

molybdenu pro organismus letalni (Arnon a Stout, 1939).
2.6.2.6 Kobalt

Kobalt je esencialni komponenta mnoha uméle pfipravovanych typtu médii, ¢i smési
vitamind. Mtze mit vliv na regulaci morfogeneze (Miller, 1954; Salisbury, 1959).
Kobalamin (vitamin B12) se zapojuje v procesu syntézy nukleovych kyselin (Fries,

1962). lonty kobaltu Co?* mohou inhibovat syntézu ethylenu.
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2.6.2.7 Nikl

Nikelnaté ionty nejsou esencialni v normalnim vyvoji rostliny (Mishra a Kar, 1975).
Ugastni se konverze mo¢oviny na amoniovy iont, jeliko se vyskytuje v enzymu ureasa
(Dixon et al., 1975; Polacco, 1977a). Hromadéni mocoviny v rostlinach vede
k toxickému efektu a muze byt letalni. Je tak dileZitou komponentou médii bobovitych
rostlin a vSech rostlin fixujicich dusik, kam patii i vojtéska seta (M. sativa)
(Witte et al., 2002).

2.6.2.8 Kiemik

Po uhliku je kiemik druhy nejvice se vyskytujici prvek na Zemi. Je zapojen v procesech
odpovédi rostlin na abioticky a bioticky stres (Epstein, 1971). Na pokusech s okurkou
(Cucumis sativus) bylo prokazano, ze ma vliv na zvySeni Cerstvé hmoty a obsah
chlorofylu v listech (Adatia a Besford, 1986).

2.6.3 Chelataéni ¢inidla

Nejznaméj$im a nejpouzivangj§im Cinidlem vychytavajicim volné ionty je kyselina
ethylendiaminotetraoctova (EDTA). Ma efekt na rist rostliny podobny auxinu. Pusobi na
prodluzovani bunék koleoptyle, hypokotyll péstovanych ve tmé a inhibici ristu kofene
nékterych rostlin (Heath a Clark, 1956a.b; Weinstein et al., 1956; Burstrom, 1961, 1963).
Mezi dalsi chelata¢ni ¢inidla fadime také kyselinu etylenglykol-bis(2-aminoethylether)-
tetraoctovou (EGTA), kyselinu etylendiamin-di(o-hydroxyfenyl) octovou (EDDHA) a
kyselinu 1,3-diamino-2-hydroxypropan-tetraoctovou (DHPT).

2.6.4 Vitaminy

Vitaminy jsou organické slouceniny, které jsou velice dilezité pii normalnim vyvoji
rostliny. Slouzi jako katalyzatory v mnoha biochemickych reakcich. Rostliny je potiebuji
pro svuj rast a spravny vyvoj organt. Zprvu jim byly dodavany jako pfimési do médii
ve formé kokosového mléka, §tavy z ovocnych plodi nebo jako extrakt z kvasinek

(George et al., 2007).
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Vétsina vitamini dodavanych do médii jsou ze skupiny B. Thiamin (vitamin Bi),
niacin, pyridoxin (vitamin Bs) a myo-inositol jsou esencialni pro rist mnoha rostlin
(Bonner, 1940a; Gautheret, 1942; White, 1943b). Myo-inositol je fazen mezi

karbohydratové suplementy.

Tyto slouceniny jsou soucasti nejpouzivanéjsiho MS média dle Murashigeho a Skooga
z roku 1962. Néekteré studie na explantatech fapika rostlin Begonia x heimalis pokladaji
pouziti Nitsch a Nitsch (1965) jako zbytecné az inhibujici (Welander, 1977).

Thiamin je dileZitou souéasti pfi metabolismu karbohydrati, a to pfedevs§im ve formé
pyrofostatu. Je zapojen do syntézy nékolika aminokyselin. N&které rostliny si vystaci
s vitaminem Bi, ktery si sami syntetizuji. V pokusech s kukufici (Zea mays) bylo
potvrzeno, ze je nezbytny pro rust a musi byt obsazen v médiu (Polikarpochkina et al.,
1979). U so6ji lustinaté (Glycine max) bylo zjisténo, Ze zvySeni jeho koncentrace
Z ptivodnich 3 uM na 5 uM vedlo ke zvyseni frekvence vzniku zygotickych embryi z
33 % na 58 % (Barwale et al., 1986). Dale ptsobi na indukci embryogenniho kalusu
teplomilné japonské traviny (Zoysia japonica) a formaci adventivnich kofent tisu
cerveného (Taxus baccata) (Asano et al., 1996; Chée, 1995). Thiamin interaguje i

S ristovym hormonem cytokininem (Digby a Skoog, 1966).

Dalsimi vitaminy jsou napf. L-askorbova kyselina (vitamin C). Ma pozitivni vliv na
buné¢né déleni a prodluzovani bunék (de Pinto et al., 1999). Nakonec je tieba zminit i
vitaminy ze skupiny D a E. Vitamin E je rozpustny v tucich, ma antioxidacni u¢inky a

pomaha rostlin€ se vypotadat s reaktivnimi kyslikovymi radikaly.
2.6.5 Ztuzujici komponenty média

Ve vétsiné piipadi somatické embryogeneze se pouzivaji pevna média. Kultivace na
pevnych médiich skyta fadu vyhod, ale i nevyhod. Ke ztuzeni se pouziva tada latek,

v

z nichz nejznamé;jsi je agar, agarosa a gellan gum.
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2.6.5.1 Agar

Agar je ptirodni polysacharid slozeny z monomera galaktézy. Jeho hlavnimi soucastmi
Jsou agarosa a agaropektin v ur¢itém pomeéru. Pomér téchto slozek se 1isi a zavisi na misté
puvodu fasy (Adrian a Assoumani, 1983). Je izolovan z Cervenych fas rodu Floridae a
Gelidium. Ma bod tani pii 100 °C a tuhne pii 45 °C. Poté co ztuhne, je jiz stabilni.
Obsahuje dalsi mikro- a makronutrienty jako je vapnik, sodik a fosfor (Beruto et al., 1995;
Debergh, 1983; Scherer et al., 1988).

2.6.5.2 Agarosa

Agarosa je soucast agaru. Je to polymer skladajici se z B-D(1—3) galaktopyranosy a
3,6-anhydro-a-L(1 — 4) galaktopyranosy. Vyhodou oproti agaru je jeji schopnost vazat
na sebe toxické latky vznikajici pti kultivaci (George, Hall a Klerk, 2007). Pouziva se pro

kultivaci protoplasta (Tor et al., 1999) a kultur mikrospor (Bishnoi et al., 2000).
2.6.5.3 Gellan gum

Gellan gum je téz znam pod jménem Phytagel. Je to polysacharid slozeny ze dvou
molekul D-glukosy, jedné molekuly D-glukuronové kyseliny a L-rhamnosy. Navic
obsahuje fadu kationtd (K*, Ca?* a Mg?"), které pomahaji vytvaiet a-helixové struktury a
ztuzovat tak gel. Gel je Ciry a je jednodussi na ném detekovat mikrobidlni kontaminace
nez na gelu pfipraveném s agarem. PouZivd se na kalusové kultury, somatickou
embryogenezi a regeneraci mnoha rostlin. Jeho vyhody byly popsany na regeneraci
cukrové titiny (Saccharum officinarum) (Anders et al., 1988) a somatické embryogenezi

ryze seté (Oryza sativa) (Koetje et al, 1989).

2.6.6 Riistové regulatory a rostlinné hormony

Rustové regulatory a rostlinné hormony jsou latky, které pisobi na vyvoj rostliny
v uréitych fazich a podminkach. Casto jsou rostlinou produkovany p¥irozené. Jsou aktivni
jiz pti malé koncentraci. Do kultiva¢nich médii se nejcastéji ptidavaji syntetické analogy
ptirozenych riistovych hormoni a rostlinou jsou pfijimany exogenni cestou nejcastéji pies

koteny.
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Ristové regulatory a hormony délime do sedmi zakladnich skupin. Jsou to auxiny,
cytokininy, gibereliny, ethylen, kyselina abscisova, brasinosteroidy a steroly. Kazda
z téchto latek ovliviiuje v rostling jiny proces. VétsSinou maji hned nékolik funkci (George
et al., 1988).

Auxin byva casto ptidavan do médii v kombinaci s cytokininem. Jsou dulezité pti
vyvoji kalusu, bunécnych suspenzi, déleni bun¢k a elongaci. Auxin zprostiedkovava
odpovéd’ na gravitropismus a fototropismus (Friml, 2003). Je hlavnim hormonem
urcujicim apikalni dominanci rostliny (Cline, 1994) a je dulezity pro polarni rast bun¢k
(Friml, 2003). Ovliviiuje i replikaci deoxyribonukleové kyseliny (DNA), zatimco
cytokininy ovliviiuji mitézu (Jouanneau, 1971). Pfirodni auxin je napft. kyselina indol-3-
octova (IAA). Endogenni formou je poté kyselina 4-chloro-indol-3octova (Engvild,
1985), kyselina indol-3-maselna (Ludwig-Miiller a Epstein, 1991) a dalsi. V komerénich
médiich se cCasto pouziva synteticka kyselina 2,4-dichlorofenoxyoctova (2,4-D) a
naftalen-octova kyselina (NAA). Pti somatické embryogenezi je stéZejni pomér auxint a
cytokinint.. Obecné je znamo, Ze vyS$§i mnozstvi auxinu podporuje vznik kofend (Aloni,
2004). Vyrovnana koncentrace auxinu a cytokininu dava vzniku kalusu a vétsi mnozstvi
cytokininu zase vznik stonkové ¢asti (Obr. 2). Oba, auxin i cytokinin, ovliviiuji MAPKS

kaskady Gcastnici se bunétného cyklu (John et al., 1993).

Cytokinin je spole¢n¢ s auxinem jeden z nejvyznamnéjsich rostlinnych hormonti. Je
zapojen Vv procesu bunééného déleni a formace nadzemni ¢asti pifi  piimé
i nepfimé embryogenezi. Tento poznatek byl potvrzen pti vyzkumu cukrové titiny
(Saccharum officinarum) (Konwar a Coutts, 1990). Bylo zjisténo, ze cytokinin ma vliv i
na kotfenovy systém nekterych jinych rostlin (Nemeth, 1979). V dnesni dob¢ jsou znamé
dvé formy, tj. ptirodni a synteticka. Z ptirodnich je to napf. trans-zeatin, cis-zeatin a N°
— A? iso-pentenyl adenin (iPA). Cis-zeatin je izolovan ve velké mife z mofiskych trav
(Stirk et al., 2003) a ma mensi aktivitu nez trans-zeatin (Van Staden a Drewes, 1991).
Ptirodni cytokininy se v laboratofich neuZzivaji diky jejich vysoké cené€. Proto bylo
zamé&feno usili na syntézu levnéjSich, uméle vytvofenych analogt. Jeden z nich je
benzyladenin (BA), ktery ma vliv na morfogenezi (Wilcox et al., 1978, 1981). V dnesni
dobé¢ se Vv pletivovych kulturach nejvice pouziva synteticky derivat purinu, benzylu a
aminu tj. 6-benzylaminopurin (BAP). Za zminku stoji také struktura cytokininu, ktera
byla syntetizovana v Ceské republice a je znama pod nazvem olomoucin (Havlicek et al.,
1997).
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Zakladni vliv koncentrace
auxinu a cytokininu

Auxin Cytokinin
Vysoka 1 Nizka
. Iniciace ristu
kofenové ¢asti
2
r Iniciace tvorby <
kalusu
3
. Iniciace ristu
stonkové Casti
AL Vysoka
Nizka

Obr. 2 Zakladni vliv koncentrace auxinu a cytokininu (Jifi Sojka, 2018). 1. Pokud je koncentrace
auxinu v médiu vyssi nez cytokininu, dochazi k indukci rustu kofenové ¢asti. 2. Pokud jsou
koncentrace téchto dvou rostlinnych hormoni vyrovnany, vznika kalusové pletivo. 3. V pfipadg,
Ze je koncentrace auxinu v médiu niz§i oproti koncentraci cytokininu, dochazi k iniciaci ristu
stonkové casti.

2.7 Western blot

Western blot je biochemicka metoda detekce proteinii migrujicich podle jejich
molekulové hmotnosti v elektrickém poli na gelu. Metoda je sloZena z péti krokd, které

shrnuli a popsali ve své praci Mahmood a Yang v roce 2012.

Prvnim krokem je ptiprava vzorkd proteint. Je velice dilezité zabranit denaturaci
proteintl. Prace s proteiny se provadi pii nizké teploté¢ a do extrakéni smési se pridavaji
inhibitory proteas. Proteasy jsou enzymy, které stépi polypeptidovy fetézec na urcitych
mistech. Timto degraduji vzorek proteinti (Neurath a Walsh, 1976). Pro extrakci proteint
ze vzorku se pouziva homogenizace nebo sonikace. V principu se jedna o mechanické

rozruSeni struktur vys$siho stupné.

Druhym krokem je gelova elektroforéza. Proteiny migruji v gelu na zaklad¢ svého
naboje a molekulové hmotnosti. Gel pro elektroforézu je slozen ze dvou ¢asti. Horni,
zaostfovaci gel, napomaha zaostfit a srovnat nanesené vzorky proteinli do jednoho
prouzku tak, aby jejich migrace probihala ve stejném case.

39



Spodni, separacni gel, napomaha k rozdé€leni proteini podle jejich molekulové
hmotnosti. Mensi proteiny se pohybuji v elektrickém poli rychleji a snaz nez ty s vétsi

molekulovou hmotnosti.

Treti krok je samotny pienos (blot) separovanych proteinti z gelu na membranu.
Nejcastéji se pouziva membrana z nitrocelulosy nebo polivinylidendifluoridu (PVDF)
(Timmons a Dunbar, 1990). Transfer probiha pomoci elektrického pole, které pisobi

kolmym smérem od katody k anodé (Obr. 3). To umoziuje pienos proteind z gelu na

membranu.

—» 1. WB houba

— 2. 2x filtracni papir

~—*3.Gel zSDS PAGE

P 4. PVDF membrana

Smér transferu

- ——* 5. 2x filtra¢ni papir

— 6. WB houba v

‘ B. Anoda

Obr. 3 Schéma "sandwiche" pro Western blot. (Jifi Sojka, 2018) 1.
Houba, 2. 2x filtra¢ni papir, 3. Gel z SDS PAGE, 4. PVDF
membrana, 5. 2x filtra¢ni papir, 6. Houba, A.—B. smér transferu

Po transferu z gelu na membranu nasleduje jeji blokace a inkubace s primarni a
sekundéarni protilatkou. Blokace je velmi dulezitd, jelikoz zamezuje nespecifickému
navazani primarni protilatky. K blokaci se pouziva napt. hovézi sérovy albumin (BSA),

odtu¢néné mléko v prasku ¢i zelatina.
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Volba primarni protilatky zavisi na typu proteinu, ktery chceme detekovat. Je
neznacenad, a tudiz nelze ptimo detekovat. K findlni detekci proteini naseho zajmu se
vyuziva sekundarni protilatky. Ta obsahuje enzym napfi. kienovou peroxidasu (HRP),

ktera pfeménuje substrat na barevny produkt, ktery se da zachytit a detekovat.

Poslednim krokem pii Western blotu je kvantifikace proteinti. Signal na membrang je
zachycen a kvantifikovan. Mizeme tedy zjistit dle sily signalu pfibliznou abundanci
vybranych proteind. Jeji pfesné stanoveni neni mozné, protoze metoda Western blot je

pouze semikvantitativni.

2.8 Kvantitativni PCR

Kvantitativni PCR, téZ znama jako qPCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction) nebo
RT PCR (Real-Time Polymerase Chain Reaction), je biochemicka metoda zalozena na
kvantifikaci amplifikované DNA a detekci jednoduchych polymorfisma (Deepak et al.,
2007). Nukleotidy maji fluorescen¢ni sondu. Kdyz je novy nukleotid pfic¢lenén k fetézci,
je vyzareno svétlo urcité vinové délky nélezejici danému nukleotidu. Timto zptisobem je
¢tena genetickd informace vybraného genu v redlném case Vv pribchu polymerazové

fetézové reakce (Stephenson, 2016).

Pouziti qPCR pii kvantifikaci rostlinné DNA nebo RNA je slozité a pro kazdy druh
rostliny se protokol lisi. Pii extrakci RNA z rostlinnych bunék je nutné zabranit degradaci
RNA enzymy (RNAsami), které ji $té€pi (Deepak et al., 2007). Toho je dosazeno piidanim
inhibitoru tohoto enzymu (Fairfax a Salimnina, 2010).
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3 EXPERIMETALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Bio-Rad

4x Laemmli Sample Buffer (USA), akrylamid/bis-akrylamid (USA), Clarity™ Western
ECL Substrate (USA), Precision Plus Protein TM Dual Xtra Standards (USA), TGX™
FastCast™ Acrylamide Solutions (USA)

Duchefa Biochemie

Gamborg‘s B5 basal salt mixture (Nizozemi), Gamborg’s B5 vitamin mixture
(Nizozemi), Murashige Skoog’s salt mixture (Nizozemi), Nitschand Nitsch vitamin
mixture (Nizozemi), 2-[4-(2-hydroxyethyl) piperazin-1-yl]ethansulfonova
kyselina (HEPES; Nizozemi)

GE Healthcare

Amersham™ Hybond™ P 0.45 PVDF BlottigMembrane (Némecko)

GenScript

Primérni krali¢i polyklonalni MMK3 protilatka (USA)

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific

10 mM dNTPs (Lotyssko), 6x DNA Loading Dye (USA), DNAse | (Lotyssko),
DreamTaq DNA polymerase (Loty3sko), DreamTaq 10x buffer (Loty3sko), GeneRuler™
1 kb Plus DNA Ladder (USA), Goatanti-rabbit1gG F(ab‘)2 sekundarni
protilatkaHRP (USA), ROX reference dye (USA)

Promega

M-MLYV reverse transcriptase (USA), M-MLV reverse transcriptase 5x buffer (USA),
RNasin® Ribonuclease Inhibitors (USA)

Roche

cOmplete™ EDTA free(USA), PhoSTOP™ (Svycarsko)

Serva

Bradfordovo ¢inidlo (Némecko)
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Sigma

Adenin (Cina), dithiotreitol (DTT; Kanada), dodecylsiran sodny (SDS; USA), dusi¢nan
draselny (KNOg; Japonsko), ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)tetraoctova
kyselina (EGTA, USA), ethanol 96% (Némecko), ethanol 70% (Némecko), fluorid sodny
(NaF; USA), glutamin  (USA), glycerol (USA), hovézi sérovy  albumin
(Bovine serum albumin, BSA, USA), hydroxid sodny (NaOH; Svycarsko), hypochlorid
sodny (Némecko), chlorid hotecnaty (MgClz; Némecko), chlorid sodny (NaCl;
Dansko), L-glutation (Japonsko), L-prolin (Francie), 2-propanol (C3H7OH), L-serin
(Cina), methanol (Francie), sacharosa (Némecko), N,N,N’,N'-tetramethylethylendiamin
(TEMED), Tris (USA), Tween 20 (USA), 2-merkaptoethanol (C2HsSO; Némecko),
persiran amonny (APS), sacharosa (Ci12H22011), Ponceau S, kyselina octova
(CH3COOH), peroxid vodiku (H20>), Tris-base, fenol, chloroformisoamylalkohol:fenol,

chloroformisoamylalkohol

Ostatni: Midori Green (Nippon Genetics, Japonsko), 2x ImmoMix (Bioline, Velka

Britanie)
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3.1.2 Pristroje a zarizeni

Analytické vahy (XA 110/2X, Radwag, Polsko)

Aparatura pro elektroforézu Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
Aparatura pro elektroforézu nukleovych kyselin Sub-Cell® GT Cell (Bio-Rad, USA)
Aparatura pro transfer proteintt Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad, USA)
Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Binokularni mikroskop (Leica, Némecko)

Dokumenta¢ni zatfizeni ChemiDoc™ MP Imaging system (Bio-Rad, USA)
Dokumentaéni zatizeni ChemiDoc™ EZ Imager (Bio-Rad, USA)
Chlazena centrifuga (Beckman, USA)

Inkubator IN55 (Memmert, Némecko)

Kultiva¢ni mistnost (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie)

Kyvacka Mr-12 Rocker-Shaker (Biosan, Lotys$sko)

Laboratorni digestot M 1200 (Merci, Brno)

Laminarni box (Merci, Brno)

Magnetick4d michacka (MSH-420, Boeco, Némecko)

pH metr PC 2700 (Eutech Instruments, USA)

Predvazky S1502 (BEL Engineering, Italie)

Spektrofotometr DU® 730 UV/VIS (BeckmanCoulter, USA)

Teplotni sterilizator (Schuett-biotec.de solaris, Némecko)

Termoblok ThermoCell Cooling & Heating Block (Bioer, Cina)
Termocycler StepOnePlus Real Time PCR systém (Applied Biosystems™, USA)
Termocycler T100™ Thermal cycler (Bio-Rad, USA)

Ttepacka (Labnet, USA)

Vortex-Genie 1 (Scientific Industries, USA)

Zdroj napéti PowerPac™ HC High-Current Power Supply (Bio-Rad, USA)
Zdroj napéti PowerPac™ Basic (Bio-Rad, USA)
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3.1.3 Roztoky a média

Extrak¢ni pufr E
1,19¢ HEPES (pH 7,5)
0,439 NaCl
0,038 ¢ EGTA
100 ul MgCl; (1 mol-17?)
0,004 g NaF
10 ml glycerol
89,9 ml dH20

0,5 mol-1* Tris-HCI (pH 6,8)

6,059 Tris-base
100 ml dH20
pH 6,8 (HCI)

1,5 mol 1! Tris-HCI (pH 8,8)

18,16 g Tris-base
100 ml dH20
pH 8,8 (HCI)

10% rozdélovaci gel

6,250 ml 40% Akrylamid
6,250 ml 1,5 mol-I Tris-HCI (pH 8,8)
12,125ml  dH20

0,250 ml 10% SDS

0,0125 ml TEMED
0,125 ml Ammonium persulfat (c= 4 mg/ 40 pl)

45



10% zaostiovaci gel

2,5 ml 40% Akrylamid

6,3 mi 0,5 mol-1? Tris-HCI (pH 6,8)

15,9 ml dH20

0,250 ml 10% SDS

0,025 mi TEMED

0,125 ml Ammonium persulfat (c= 4 mg/ 40 pl)

10x elektroforeticky pufr (zasobni roztok)

3090 Tris-base
144 ¢ Glycin
10 ml 10% SDS
990 ml dH20

pH 8,3

1x Elektroforeticky pufr

100 ml 10x elektroforeticky pufr
900 ml dH20

10x transferovy pufr (zasobni roztok)

3040 Tris-base
144 ¢ Glycin
200 ml Methanol
800 ml dH20

pH 8,3

1x transferovy pufr

100 ml 10x transfer pufr
50 ml Methanol
850 ml dH20
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TBS (zasobni roztok)

2,42 g Tris-base
8,78 g NaCl
1000 mi dH20
pH 7,4
TBS-T
100 ml TBS
900 ml dH20
1ml Tween 20
Ponceau S
0,59 Ponceau S
25 ml Kyselina octova
475 ml dH20

0,5 mol-1-1NaOH

209 NaOH
1000 ml dH20

0,015 mol-1"t H202
153,2 ul H202 (30%)

99,85 ml dH20

Roztok aminokyselin (zasobni)

6,659 Glutamin
0,839 Serin

0,004 g Adenin
0,083 ¢ L-glutathion
250 ml dH20
Ulozeno 4°C
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Roztok 2,4-D (zasobni)

0,01g 2,4-D

50 ul Ethanol

800 pl dH20

150 ul NaOH (1M)
9mi dH.0

UlozZeno -20°C

Roztok kinetinu (zasobni)

0,001 ¢ Kinetin
20 ul NaOH (1M)
9,980 ml dH20

UlozZeno -20°C

Gamborg B5 basal salt mixture

0,001 ¢ Kinetin
20 pl NaOH (1M)
9,980 ml dH20

UlozZeno -20°C

MS basal salt mix

0,001 ¢ Kinetin
20 ul NaOH (1M)
9,980 ml dH20

Ulozeno -20°C

1000X Gamborg vitaminy
0,001 g Kinetin
20 ul NaOH (1M)
9,980 ml dH20

Ulozeno -20°C
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1000X Nitsch a Nitsch vitaminy

0,001 ¢ Kinetin
20 ul NaOH (1M)
9,980 ml dH20

UloZeno -20°C

Steriliza¢ni roztok na

listy

1. 30ml 70% ethanol
2. 2ml  10% Hypochlorid sodny

18 ml dH20

0,1 ml Tween 20

Médium BSH
31g
1ml
0549
0,259
0549
3049
4549
1000 ml
pH 5.7 (1 M KOH)
30 mi
1mi

1 ml

Gamborg B5 basal salt mixture
1000X Gamborg vitaminy
KNO3

MgSQOs . 7 H20

Prolin

Sacharosa

Gellam Gum

dH-0

(autoklav, zchlazeni na 55 °C)
Roztoku aminokyselin
Roztoku 2,4-D

Roztoku Kinetinu
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Médium B50
3149
1ml
059
0,259
0549
3049
459
1000 ml
pH 5.7 (1M KOH)
30 mi

Médium MMS
43¢

1mi

0,1g

3049

4549

1000 ml

pH 5.7 (1M KOH)

Médium MS
439
3049
45¢g
1000 ml
pH 5.7 (1M KOH)

Gamborg B5 basal salt mixture
1000X Gamborg vitaminy
KNOs3

MgSOs . 7 H20

Prolin

Sacharosa

Gellam Gum

dH-0

(autoklav, zchlazeni na 55 °C)

Roztoku aminokyselin

MS basal salt mix

1000X Nitsch a Nitsch vitaminy
Myo-inositol

Sacharosa

Gellam Gum

dH.0

(autoklav, zchlazeni na 55 °C)

MS basal salt mixture
Sacharosa

Gellam Gum Pouder
dH-0

(autoklév,zchlazeni na 55 °C)
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50x TAE pufr
121 g
28,55 ml
50 ml
421,45 ml
pH 8

1x TAE pufr
10 ml
490 ml

1% Agarosovy gel

0,759
75 ml
3,75 ul

2x SybrGreen
1000 p
50 ul
3,2 ul
946,8 pl

Tris

Kyselina octova

EDTA
dH-»0

50x TAE pufr
dH20

Agarosa
1x TAE pufr

Midori green

2x ImmoMix

ROX reference

100x SybrGreen

PCR H20
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3.1.4 Rostlinny material

Jako rostlinny material byly v experimentalni ¢asti prace pouzity kontrolni i transgenni
rostliny vojtésky seté (Medicago sativa), kultivaru Regen SY (RSY). Pivodni matetské
rostliny Medicago sativa ur¢ené pro propagaci prostiednictvim somatické embryogeneze
byly péstovany jak v in vitro, tak v in vivo podminkach. In vitro podminky byly navozeny
Vv kultiva¢ni mistnosti H220 (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie) s neustale konstantnimi
hodnotami teploty, fotoperiody a vlhkosti (21 °C, 16/8, 70 %). Rostliny zin vivo
podminek byly péstovany v sitovniku na poli, kde se kultivacni podminky neustale
meénily v zavislosti na pocasi. Z téchto rostlin byly odebrany stfedn¢ staré, neposkozené
a patogeny nenapadené listy a byly pouzity jako explantaty pro nasledné rozmnozeni
somatickou embryogenezi. Pro Western blot i qPCR analyzu byly nasledné pouzity jiz

pln¢ vyvinuté 3—4 tydny staré rostliny.

Jako transgenni rostlinny materidl byla pouzita linie se snizenou expresi SIMKK genu

oznacena jako SIMKK RNAI 2A/2, jejiz ptiprava nebyla soucasti predkladané prace.

3.2 Metody

3.2.1 Priibéh somatické embryogeneze

Pro ptipravu kontrolniho i transgenniho rostlinného materialu Medicago sativa
somatickou embryogenezi byl vyuzit protokol popsany podle Samac a Austin-Phillips
(2006). Veskera prace v prubéhu somatické embryogeneze probihala v aseptickych

podminkach v laminarnim boxu (Merci, Brno).

Veskeré nastroje byly v prabéhu prace opétovné sterilizovany 96% etanolem
a teplotnim sterilizatorem (Schuett-biotec.de solaris, Némecko). Kultivace kontrolnich
1 transgennich explantatd, kalust, embryi i nové vzniklych rostlin probihala v kultivaéni
mistnosti H220 (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie) za konstantnich podminek (21 °C,
fotoperioda 16/8, vihkost 70 %, intensita svétla 60 - 80 uE.m?2.s™).
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3.2.1.1 Sterilizace rostlinného materialu Medicago sativa z in vitro
podminek kultivace

Listy ze 3-4 tydenich kontrolnich i transgennich rostlin vojtésky seté (M. sativa) byly
odebrany a sterilizovany v roztoku 10% hyperchloridu sodného s pfidavkem Tween 20
(0,05% w/v) po dobu 2,5 min a 3x promyty ve sterilni dH20. Transgenni linie pouzita
z in vitro kultiva¢nich podminek byla oznacena jako SIMKK RNAIi 2A/2 ¢. 4.

3.2.1.2 Sterilizace rostlinného materialu Medicago sativa z in vivo
podminek kultivace

Listy ze 3-4 tydenich kontrolnich i transgennich rostlin vojtésky seté (M. sativa) byly
odebrany a sterilizovany nejprve v 70% ethanolu po dobu 5 s. Poté byly promyty
v roztoku 10% hyperchloridu sodného s pifidavkem Tween 20 (0,05% w/v) po dobu 2,5
min a nakonec 3x promyty ve sterilni dH2O. Transgenni linie pouzitd zin Vvivo

kultiva¢nich podminek byla ozna¢ena jako SIMKK RNAi 2A/2 ¢. 21.

Nasledné kultivace na jednotlivych médiich probihaly jiz shodn¢ jak pro rostlinny

material z in vitro, tak pro rostliny z in vivo podminek.
3.2.1.3 Kultivace M. sativa na BSH médiu

Dediferenciaéni B5H kultiva¢ni médium bylo pfipraveno dle navodu v protokolu (Samac
a Austin-Phillips, 2006). Médium obsahuje zejména rustové regulatory, auxiny
a cytokininy, které iniciuji tvorbu kalusu. JiZ sterilni listy kontrolnich i transgennich
rostlin M. sativa byly pomoci sterilniho skalpele rozptileny a ptelozeny na Petriho misku
s dediferencia¢nim B5H kultivacnim médiem tak, aby byly celou svou plochou ve styku
s médiem. Misky s rostlinnym materiadlem byly popsany (a sterilné zaizolovany paskou
k zabranéni kontaminace. Jejich kultivace probihala po dobu 22 dni az do tplné
dediferenciace rostlinnych bun¢k a vzniku kalusu v dusledku vyssi koncentrace 2,4-D

(auxin) nez kinetinu (cytokinin).
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3.2.1.4 Kultivace M. sativa na B50 médiu

Médium B50, podporujici vznik somatickych embryi bylo piipraveno dle navodu v
protokolu (Samac a Austin-Phillips, 2006). Vzniklé kalusy byly pieclozeny na B50
médium za ucelem tvorby somatickych embryi, ktera se zacala formovat po 2—3 tydnech

kultivace.
3.2.1.5 Kultivace M. sativa na MMS médiu

MMS médium indukujici rGst kofenového systému ze somatickych embryi bylo
ptipraveno dle protokolu (Samac a Austin-Phillips, 2006). Vznikla somaticka embrya

byla jednotlivé pfenesena a zanofena do MMS média cca ze 2/3 jejich délky.

V MMS médiu byla somatickd embrya v dusledku zacinajiciho ¢ernani kultivovana
5 dni (v ptipadé embryi ziskanych z rostlinného materialu z in vitro podminek) a 6 dni

(v ptipad€ embryi ziskanych z rostlinného materialu z in vivo podminek).
3.2.1.6 Kultivace M. sativa na MS médiu

MS médium, vhodné pro naslednou kultivaci nové vzniklych rostlin, bylo pfipraveno dle
protokolu (Samac a Austin-Phillips, 2006). Dle velikosti byly nové vzniklé kontrolni
i transgenni rostliny M. sativa postupné umistovany do c¢tvercovych boxu po
4-9 rostlinach, poté jednotlivé do plastovych kbelikli. Po 3—4 tydnech kultivace byly

pfipraveny k planovanym experimentiim.

3.2.2 Western blot analyza

3.2.2.1 Oxidativni stres

Sledovani vlivu oxidativniho stresu na kontrolni i transgenni rostliny M. sativa bylo
docileno aplikaci 15 mM H;O: v roztoku tekutého 2 MS média na kofeny 3—4 tydny
starych rostlin propagovanych somatickou embryogenezi. Pro tento experiment byly
pouzity kontrolni a transgenni rostliny z in vitro podminek (linie SIMKK RNAi 2A/2
¢. 21). Koteny byly odebrany v ¢ase 30 min. Kromé ,,suché¢ kontroly* odebrané ihned po

odfezdni kotfenti od zbytku rostliny byla odebrana také ,mokrd kontrola®.
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Kofeny kontrolnich i transgennich rostlin M. sativa byly inkubovany v tekutém MS
médiu opét po dobu 30 min. Vzdy po odebrani byly kofeny ihned vloZzeny do

predchlazenych tiecich misek a ihned zmrazeny tekutym dusikem.

Poté byly koteny zhomogenizovany na prasek za neustdlého udrzovéani v tekutém
dusiku tak, aby neroztily. Nakonec byly vzorky pfeneseny do ptedchlazenych 2 ml

zkumavek a uchovany v mrazicim boxu pii -80 °C.

3.2.2.2 Extrakce proteint z kontrolnich i transgennich korenti M.
sativa

Pro extrakci proteind z kontrolnich i transgennich kofent vojtésky seté byl pouzit pufr E
skladovany pii -20 °C. Po jeho rozmrazeni a tésn¢ pted jeho pouzitim do n¢ho byly
ptidany inhibitory proteas cOmplete Tablets EDTA-free, fosfatas — PhosSTOP
a redukéniéinidlo 1 mol-I DTT (1 pl/1 ml). Takto pfipraveny extrakéni pufr E byl pfidan
ke kazdému pfedem zhomogenizovanému vzorku, ktery byl pfemistén z mraziciho boxu na
led. Objem piidaného extrak¢éniho pufru E byl pfiblizné 1 ml na 1 g vzorku. Nasledné
byly vzorky intenzivné zvortexovany na vortexu Genie 1 (Scientific Industries, USA)
a inkubovany na ledu po dobu 30 min. Poté byly vzorky zcentrifugovany v pfedem
predchlazené centrifuze (Beckman; 8000 g, 20 min, 4 °C) Vznikly supernatant, ktery
obsahoval vyizolované proteiny byl pienesen do novych zkumavek a skladovan

V mrazicim boxu pii -80 °C.

3.2.2.3 Stanoveni koncentrace vyizolovanych proteint

Vysledna absorbance vyizolovanych proteinti z kontrolnich i transgennich kotent
M. sativa byla méfena pomoci ,,micro-assay metody. Do kazdé jamky v mikrodesti¢ce
uréené k méfeni absorbance byl napipetovan 1 pl vzorku, 239 pl dH2O a 60 pl
Bradfordova ¢inidla. V referen¢nim vzorku (blanku) byl vzorek jednotlivych
vyizolovanych proteint nahrazen 1 pl extrakéniho pufru E. Vzorky byly propipetovany
a inkubovany po dobu 10 min pfi laboratorni teploté. Mikrodesticka se vzorky byla poté
vlozena do spektrofotometru DU® 730 UV/VIS (BeckmanCoulter, USA). Vysledn4

absorbance byla zméfena pfti vinové délce A = 595 nm.
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Zaroven byla sestavena kalibracni kfivka, ktera byla zhotovena na zakladé méfeni
absorbanci roztoki albuminu (BSA) o znamych koncentracich (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5;
3,0; 3,5; 4,0; 4,5, 50ug.ul?). Podle rovnice grafu byla poté vypoétena vysledna

koncentrace vyizolovanych proteind.
3.2.2.4 SDS elektroforéza

Ke vzorktim extrahovanych proteinti z kofent kontrolnich i transgennich rostlin vojtésky
seté¢ (M. sativa) 0 celkovém obsahu proteinti 20 pg/1l jamka bylo pfidano ¢inidlo 4x

Laemmli Sample Buffer (BioRad, USA) v poméru 3:1 (vzorek proteinu: 4x Laemmli).

Nasledné byl ke vzorkiim s 4x Laemmli pufrem ptidan 2-merkaptoethanol tak, aby
jeho finalni koncentrace byla 5 %. Takto pfipravené vzorky byly zahtaty v termobloku
CHB-202 (Bioer, Cina) na 95 °C po dobu 5 min, aby probéhla denaturace obsaZzenych
proteinii. Mezitim byla sestavena aparatura pro elektroforézu Mini-PROTEAN® Tetra
Cell (Bio-Rad, USA) na polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsulfatu sodného
(SDS PAGE). Do elektroforetické vany byly umistény pfedem piipravené gely a vana
byla doplnéna 1x elektroforetickym pufrem po rysku. Do prvni jamky v gelu bylo
napipetovano 5 ul standardu Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards, do ostatnich
jamek potom jednotlivé vzorky proteinii. Aparatura byla napojena na zdroj napéti
PowerPac™ HC High-Current Power Supply (Bio-Rad, USA). Separace proteint
probihala pifi konstantnim proudu (10 mA/1 gel) po dobu 3-4 h a pii teploté
4 °C.

3.2.2.5 Western blot

Poté co byly proteiny rozd€leny na zaklad¢ své molekulové hmotnosti byl gel pfenesen

a promyt po dobu 10 min v 1x transferovém pufru (bez methanolu).

Polyvinylidendiflouoridovd (PVDF) membrana Amersham™  HybondTM-P
(GE Healthcare, Némecko) 0 velikosti 6 x 9 cm byla nejdiive aktivovana v methanolu po
dobu 30 s a poté také vlozena a promyta po dobu 10 min v 1x transferovém pufru
(s methanolem). Byl sestaven ,,sandwich® (Obr. 3), v prib&hu jehoz skladani byly pomoci
valecku vytlacovany vzduchové bubliny a jehoz jednotlivé komponenty byly vzdy
pfedem vlh¢eny v 1x transferovém pufru (s methanolem). Seskladany ,,sandwich* byl
poté vloZen do blotovaci aparatury Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad, USA) napojené na

zdroj napéti PowerPac™ HC High-Current Power Supply (Bio-Rad, USA).
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Transfer proteinti z gelu na PVDF membranu probihal pii konstantnim napéti 100 V
po dobu 90 min pii teplot¢ 4°C. Po ukonceni transferu byla membrana obarvena
pomoci Ponceau S (1 min) a vyfocena pro zjisténi uspéSnosti pfenosu proteint z gelu na

membranu.

Barvivo bylo z membrany dikladné¢ vymyto dH.O a TBS-T. Pro dvoji kontrolu
naneseni proteind byly pouzity 10% polyakrylamidové Stain free gely TGX™ FastCast™
Acrylamide Solutions (Bio-Rad, USA).

Po transferu byla membrana dana do bloka¢ni smési. Tento proces je nutny v piipadé
detekce jakéhokoliv proteinu na membrané k zabranéni nespecifické vazby protilatek. Na
blokovani jedné membrany bylo zapotiebi ptipravit 10 ml blokovaciho roztoku, ktery se
skladal z 5 % BSA a 5 % suSeného odtu¢néného mléka rozpusténého v TBS-T v ptipadé
pouziti MMK3 a MPK6 primarni protilatky. Pro fosfospecifickou pERK protilatku bylo
pro blokaci membrany pouzito 5% BSA v TBS-T. Blokovani ve vSech piipadech trvalo

2 h pfi laboratorni teploté.

Po blokaci nespecifickych vazeb byla membrana 3x promyta v TBS-T pufru po dobu
2 min. Poté byly membrany inkubovany s primarnimi protilatkami. V této bakalafské
praci byly pouzity celkem 3 primarni protilatky: primarni specificka polyklonalni krali¢i
protilatka MMK3 (Medicago MAPK 3) fedéna 1:5000 v 3% suseném odtuc¢néném mléku,
primarni krali¢i protilatka anti AtMPKG6 fedéna 1:15000 v 4 % BSA a fosfospecificka
krali¢ci pERK protilatka fedéna 1:1000 v 5 % BSA. Membrany byly s primarnimi

protilatkami inkubovany po dobu 2 h pfi laboratorni teploté.

Po inkubaci membran s primarnimi protilaitkami byly membrany 3X promyty

v TBS-T vzdy po dobu 10 min a poté byly inkubovany s protilatkou sekundarni.

V  mém pfipadé byla pouzita vzdy stejna sekundarni protilatka
goat anti-rabbit IgG F(ab”) s fizovanou kienovou peroxidasou (HRP) fedéna v poméru
1:5000 v 1 % BSA. Po inkubaci trvajici 1,5 h pfi laboratorni teplot¢ byly membrany
5x promyty v TBS-T vzdy po dobu 10 min.

Pro detekci proteindi byl na membranu aplikovan detekéni roztok Clarity™ Western
ECL Substrate (Bio-Rad, USA) v poméru 1:1 pro aktivaci signalu. Po 2 min inkubace byl
roztok odstranén a membrana byla vlozena do dokumentaéniho zatizeni ChemiDoc™

MP Imaging System (Bio-Rad, USA), kde byl luminiscenéni produkt reakce substratu
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s kfenovou peroxidasou detekovan a vyuzit tak i pro detekci hledanych proteint. Pro
nasledné zpracovani a méfeni intenzity abundance proteinti byl pouzit program Image

Lab™ Software (Bio-Rad, USA).

3.2.3 Kvantitativni polymerazova retézova reakce

3.2.3.1 Rostlinny material a priprava vzorku

Pro ziskéani genetické informace pro kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci byly
pouzity kofeny rostlin vojtésky seté (M. sativa). Jako kontrola byly pouzity regeneranty
kontrolni rostliny RSY linie kultivovanych v in vitro i in vivo podminkach. . Dale byly
otestovany rostliny M. sativa se snizenou expresi genu SIMKK oznaceny jako SIMKK
RNAI 2A/2 linie ¢.4 (regeneranty z in vitro) a SIMKK RNAi 2A/2 linie ¢.21 (regeneranty

z in vivo)

Rostliny pfipravené somatickou embryogenezi byly kultivovany v kultiva¢ni mistnosti
H220 (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie) pii konstantnich podminkach (70 %, 16/8,
21 °C) na MS médiu. Den pted izolaci rostlinného materidlu byly kotfeny za sterilnich
podminek vytazeny z MS média k zamezeni exprese gent a aktivace proteinli zapojenych
v signalizaci stresu. Po 24 hodin byly skalpelem odiezany kofeny rostlin pro ,,suchou
kontrolu®, poté byly vloZeny do piedchlazené tieci misky a ihned zality tekutym dusikem.
Nasledné byly vzorky zhomogenizovany tlouckem na jemny prasek a dany do 2 ml
uzaviratelnych vychlazenych zkumavek. Takto ptipravené vzorky byly skladovany pfi-
80 °C v mrazicim boxu. Timto zpisobem byly homogenizovany a skladovany i dalsi
vzorky. Dalsi ¢ast kofenli pro ,,mokrou kontrolu®“ z kontrolnich RSY i transgennich
SIMKK RNAIi 2A/2 byla vlozena do nadoby s tekutym 2 MS médiem na 30 minut.
Nasledné byly kotfeny z téchto rostlin odiiznuty skalpelem a zhomogenizovany vyse
popsanym zpusobem. Posledni ¢ast kofenti opét RSY a SIMKK RNAi 2A/2 bylo umisténo
do nadoby s tekutym 2 MS médiem s 15 mM H202 na 30 min. Nasledné byly koteny
Z téchto rostlin odfiznuty skalpelem a zhomogenizovany. Vzorky byly uloZeny na -80 °C

do mraziciho boxu.
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3.2.3.2 Méreni koncentrace

Pro zméieni koncentrace nukleovych kyselin ve vzorcich byl pouzit p¥istroj NanoDrop ™
spectrophotometr Lite (Thermo Scientific, USA). Z extrahovanych vzorku nukleovych
kyselin byl pomoci automatické pipety odebran 1,5 ul a nanesen na misto kudy prochazi
paprsek. Pfistroj byl nastaven zprvu na program DNA pii méfeni celkového obsahu
nukleovych kyselin ve vzorcich. Pfi nasledném méfeni koncentrace RNA byl pfistroj
nastaven na pfislusny program. Nukleové kyseliny obsorbuji v oblasti vinové délky
260 nm. NanoDrop™ spectrophotometr Lite (Thermo Scientific, USA) byl schopen
Z poméru A 260/280 urcit Cistotu vzorku, kterd by méla dosahovat hodnot 1,80. Pokud je
¢islo ddno pomérem mensi je zde velké riziko kontaminace proteiny nebo fenolem

pouzivanym pfi izolaci, které maji absorb¢éni maximum pii 280 nm.

3.2.3.3 Izolace nukleovych kyselin

Po odebrani rostlinného materialu byla extrahovana geneticka informace v podobé DNA
a RNA. Do piedem popsané sady uzaviratelnych sterilnich zkumavek s 500 ul RNA
extrakéniho pufru a 500 pl fenolu bylo pfeneseno 0,5 g zhomogenizovaného vzorku.
Zkumavky se vzorky byly poté tadné protiepany a vlozeny do piednastavené
(10 min, 8000 g, 21 °C) centrifugy (Beckman, USA).

Supernatant byl nasledné pfenesen pomoci automatické pipety se sterilni Spickou do
druhé sady uzaviratelnych zkumavek s 500 plroztoku chloroformisoamylalkohol:
fenolu. Vzorky byly s roztokem fadné smiseny a vlozeny do centrifugy (Beckman, USA)
na 8 minut pii stejnych parametrech. Supernatant byl nasledné ptenesen do tieti sady
zkumavek s 500 pl roztoku chloroformisoamylalkoholu pro odstranéni fenolu, fadné
smisen protiepanim a zcentrifugovan (Beckman, USA) na 6 min, 8000 g, 21 °C. Tento
krok byl opakovan jesté jednou pro preciznéjsi odstranéni fenolu ze vzorku. Vzorky byly
staceny za stejnych parametrti jen dobu 5 min. Nasledné byl supernatant pfenesen do
novych predchlazenych zkumavek s 1 ml absolutniho ethanolu a48 pl 3M octanu
sodného (pH 4,8). Nukleové kyseliny ze vzorka byly precipitovany ve zkumavkach pres

noc na -80 °C v mrazicim boxu.

V dal§im kroku byly vzorky ve zkumavkach s ethanolem a 48 ul 3M octanu sodného
(pH 4,8) centrifugovany (40 min, 8000 g, 4 °C). Poté byl supernatant slit a zbytky roztoku

odsaty automatickou pipetou.
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Zkumavky s pelety byly inkubovany 40 min  pifi  teploté
4 °C pro odpateni roztoku ethanolu a octanu sodného. Ke vzorktim bylo ptidano 50 pl
sterilni destilované vody bez obsahu enzymu Stépicich RNA (voda bez RNAS)
a zkumavky s pelety byly zvortexovany do uplného rozpusténi peletu. Nasledné byly
nukleové kyseliny ve vzorcich pfipraveny pro agarosovou elektroforézu. K 1 pl vzorku
byl ptidan 1 ul LD 6X a 4 ul vody bez RNAs. Vzorky byly naneseny do 1% agarosového
gelu (0,75 g agarosy, 75 ml 1X TAE pufru, 3,75 pl Midori green). Aparatura pro
elektroforézu Sub-Cell® GT Cell (Bio-Rad, USA) byla pied praci vycisténa 96%
ethanolem. Elektroforéza byla nastavena na 2x 20 minut pii 120 V, proudu 400 mA (zdroj
napéti PowerPac™ Basic, Bio-Rad, USA) v elektroforetické vané, 1x TAE pufr byl dolit
po rysku. Nasledné byl pofizen snimek na dokumenta¢nim zafizeni ChemiDoc™ EZ
Imager (Bio-Rad, USA) a to v ¢asech 20 a 40 min pro lepsi detekci separace nukleovych
kyselin.

K 50 pl vzorku s nukleovymi kyselinami bylo ptidano 50 pl roztoku pro degradaci
DNA (slozeni roztoku: 560 pl vody bez RNAs, 200 ul pufru 10x, 20 pul DNAs I, 20 ul
RNasin® Ribonuclease Inhibitors). Vzorky byly inkubovany 60 min pii 37 °C
Vv inkubatoru. Pro kontrolu toho, zda byla DNA odstranéna uspé$né byly piipraveny
vzorky pro elektroforézu (1 ul vzorku, 1 ul LD 6X, 4 ul vody bez RNAS).

Elektroforéza byla nastavena na 2x 20 min pii 120 V, proudu 400 mA
v elektroforetické aparature Sub-Cell® GT Cell (Bio-Rad, USA) s 1x TAE pufrem.
Nacez byly pofizeny snimky na dokumentacnim zafizeni ChemiDoc™ EZ Imager

(Bio-Rad, USA) v ¢asech 20 a 40 min.

Pro zajisténi Cistoty RNA ve vzorcich pro naslednou PCR bylo nutné provést
fenolchloroformovou extrakci. Ke 48 pl vzorki s RNA bylo ptidano 452 pul vody bez
RNAs a 500 pl fenolu.

Zkumavky se vzorkem a fenolem byly fadné protfepany a vlozeny do centrifugy
(Beckman, USA) na 10 min, 8000 g, pii 21 °C. Dale byl supernatant pfenesen do druhé
sady zkumavek s roztokem chloroformisoamylalkohol:fenolu, opét fadné protiepan
a vlozen do centrifugy (Beckman, USA) pii stejnych parametrech na 8 min. Supernatant
byl ptenesen do treti sady zkumavek s chloroformisoamylalkoholem, fadné protiepan

a vlozen do centrifugy (Beckman, USA) na 5 min pfi stejnych podminkach.
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Supernatant byl opét pienesen do -80 °C ptedchlazeného roztoku 1 ml absolutniho
ethanolu s 48 pl 3M octanu sodného (pH 4.8) a ponechany pies noc K precipitaci pii

-80 °C v mrazicim boxu.

Dalsi den byly vzorky stoceny ve vychlazené centrifuze (Beckman, USA) na
40 min, 8000 g, 4 °C. Supernatant byl odstranén a pelet vysusen pii 4 °C. Nasledné bylo
k peletim piidano 20 pl vody bez RNAse, poté byly fadné promichany. Na zavér byla
zméiena koncentrace RNA na NanoDrop™ spectrophotometr Lite (Thermo Scientific,
USA) dle vyse popsaného postupu. Soubézné byly ptipraveny vzorky pro elektroforézu
(1 pl vzorku, 1 pl LD 6X, 4 ul vody bez RNAs) na 1% agarosovém gelu. Elektroforéza
byla pfipravena na 2x 20 min p#i 120 V, proudu 400 mA v elektroforetické aparatuie Sub-
Cell® GT Cell (Bio-Rad, USA) naplnéné 1x TAE pufrem. Poté byly pofizeny snimky
gelu na dokumentac¢nim zafizeni ChemiDoc™ EZ Imager (Bio-Rad, USA) po 20 a 40

min prabéhu elektroforézy.

3.2.3.4 Prepis vzorku mRNA do cDNA

Vzorky mRNA byly nafedény vodou urenou pro PCR tak, aby jejich vysledna
koncentrace odpovidala 500 ng v 11 pl vody. Nasledné bylo ptidano 2 ul 10 mM
dinukleotid (ANTPs) a 1 ul 100 pM OligoDT slouZzicich jako primery tak, aby vysledny

objem reak¢ni smési ¢inil 14 ul. Vzorky pfi praci byly neustale chlazeny na ledu.

Poté byly vloZeny do termocycleru TL00™ Thermal cycler (Bio-Rad, USA) na 5 min
pti 65 °C pro denaturaci mRNA. Po denaturaci byla ptidana ke 14 pl zdenaturované
MRNA druha smés pro reverzni transkripci skladajici se pro jednu reakci z 4 ul M-MLV
Reverse transcriptase 5x pufru, 1 pl rekombinantniho RNAsinu a 1 ul M-MLV reverzni
transkriptasy. Vysledny objem reakce Cinil 20 pl. Vzorky byly opét vlozeny do
termocycleru na 50 min pii 42 °C pro piepis mRNA do cDNA. Pro deaktivaci reverzni
transkriptasy byly nakonec zahtaty na 70 °C na 10 min. Nakonec bylo piidano 60 ul PCR
vody.

3.2.3.5 Semikvantitativni PCR

Pro ziskani vétsiho mnozstvi genii naSeho zajmu byla pouzita semikvantitativni PCR
reakce s primery pro SIMK, MMK3. Pro kontrolu, ze reakce probéhla v potadku byly
pouzity primery pro gen ACT2 (Tab. 1).
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Naésledné byla k 1 pl vzorkti cDNA z kofeni pfidana v potadi tfeti smés o objemu
49 ul do kazdé reakce. Smés byla slozena pro jednu reakci z 37,5 ul PCR vody, 5 pl
TagDream 10x pufru, 1 pl dinukleotidi, 2,5 pl prislusného forward primeru (10 uM),
2,5 pl reverse primeru (10 uM) a 0,25 ul DreamTaq polymerasy. Reak¢ni objem ¢inil
celkem 50 pl. Pro validaci byla pouzita reakce s ¢istou vodou jako negativni kontrola, jiz
diive potvrzend cDNA jako pozitivni kontrola a genomicka DNA vzdy o objemu 1 pl.
Vzorky ¢cDNA byly pii pribéhu prace neustale chlazeny na ledu, se vzorky se
manipulovalo se sterilnimi nastroji pfi podminkach blizkych aseptickym. Poté byly
vzorky vlozeny do termocycleru T100™ Thermal cycler (Bio-Rad, USA) s nastavenym

teplotnim programem (Tab. 2) na 40 cykli polymerazové reakce.

Tab. 1 Sekvence primert pro geny detekované v qPCR

Primer Sekvence

gACT?2 (forward) 5> GGATAAGAGGTGAGATCGGAGGG 3’
gACT?2 (reverse) 5" GCAACCAACCTACAGACATCCAG &
gSIMK (forward) 5> AATGGACACCGACCTTCACCA 3
qSIMK (reverse) 5> CAGTGCTCCTCCGATAGTGCT 3
gMMKS3 (forward) 5" GGCTTGCCAGAACAACCTCT 3’
gMMKS (reverse) 5" TCAAAATGCAACCAACCGACC 3
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Tab. 2 Teplotni program pii PCR

Cislo kroku Teplota (°C) Cas (min) Reakce
1 95°C 3 Iniciace denaturace
2 95 °C 0,5 Dokoncéeni denaturace
3 60 °C 0,5 Nasednuti primert
4 72 °C 1 Polymerace
5 72 °C 15 Dokonceni polymerace
6 8°C 5 Zchlazeni

Po skonceni polymerazové fetézové reakce byly vzorky pfipraveny na elektroforézu
ve 2% agarosovém gelu (2g agarosy, 5 pl Midori green, 100 ml 1x TAE pufru). K 10 pl
vzorku bylo pfidano 2 pl LD 6X. Elektroforéza probihala v aparatuie Sub-Cell® GT Cell
(Bio-Rad, USA) se zdrojem konstantniho napéti 90 V PowerPac™ Basic (Bio-Rad, USA)
20, 30 a 40 minut. V kazdém casovém useku byl gel se vzorky nasniman na

dokumenta¢nim zatizeni ChemiDoc™ EZ Imager (Bio-Rad, USA).

3.2.3.5 Kvantitativni PCR

Pro kvantifikaci obsahu geni SIMK a MMK3 byla pouzita kvantitativni PCR. Jako
referencni gen byl vybran gen pro aktin ACT2. Nejprve byly pfipraveny reakéni smési
pro kazdy hodnoceny gen zvIast. Reakéni smés byla slozena z 66 pl vody pro PCR, 165
ul 2x SybrGreen, 16,5 pl piisluSného pocatecniho a koncového primeru. Tato reakéni
smés byla pienesena automatickou pipetou do desticky pro kvantitativni PCR tak, aby
objem reak¢ni smési V jedné jamce Cinil 8 pl. Nasledné byly ptidany 2 pl vzorku cDNA
pomoci automatické pipety na okraj jamky, a to vzdy za sebou ve tfech opakovanich. Poté
byla desticka s reak¢ni smési a vzorky cDNA sto¢ena v centrifuze. Nasledné byla vlozena
do ptednastaveného Termocycler StepOnePlus Real Time PCR system (Applied
Biosystems™, USA) na 40 cykli reakce. Jako pozitivni kontrola reakce byl pouzit vzorek
s cDNA, ktera vysla v piedeslé semikvantitativni PCR jako nejvice koncentrovana. Jako

negativni kontrola byla pouZita ¢istd voda pro PCR s pfislusnymi primery.
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Prace byla provadéna za stalého chlazeni na ledu, se vzorky se manipulovalo se
sterilnimi nastroji pfi podminkach blizkych aseptickym. Bylo také udrzovano co nejéistsi
prostiedi z duvodu pfipadné kontaminace. Pro statistické zhodnoceni byl cely experiment
zopakovan ttikrat. Primery, které byly pouzity pro kvantitativni PCR se nelisily od téch

Z semikvantitativni PCR.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledky ziskané v prubéhu bakalaiské prace jsou Clenény na tii ¢asti. Prvni Cast je
zamétena na vysledky ze somatické embryogeneze pouzité pro ptipravu rostlinného
materialu z vybranych matetskych transgennich rostlin linie SIMKK RNAi 2A/2 a rostlin
kultivaru RSY pouzitych jako kontrola z in vivo a in vitro podminek rstu. Druha ¢ast je
vénovana zjiSténi aktivity a abundance vybranych MAPKSs pii stresovych i kontrolnich
podminkach pomoci proteomické metody Western blot s protilatkami vici zjiStovanym
enzymim a vyhodnoceni pomoci bioinformatickych néstrojli, ptfedev§im programu
Imagelab. Tieti ¢ast obsahuje vysledky z qPCR analyzy ke zjisténi mnozstvi CDNA

kodujici hledané MAPKSs ve vzorcich z kotene rostlin.

4.1 Somaticka embryogeneze

Rostlinny material byl propagovan pomoci somatické embryogeneze z kultivaru RSY
slouziciho jako kontrola a SIMKK RNAi 2A/2 transgennich linii se snizenou expresi genu
SIMKK (Obr. 4). Ocekavalo se, ze rostliny budou geneticky identické Vv porovnani
s rodicovskymi rostlinami. V disledku mozné somaklonalni variability, ktera muze
nastat v prubéhu regenerace v celistvou rostlinu ze somatickych embryi, l1ze vzniklé

rostliny brat jako samostatné nové linie péstované in vitro.

Exprese urcitych gent a nasledné i proteinti mize u téchto rostlin probihat v jiné mife
oproti rodiCovskym rostlindm. Regenerované rostliny vykazovaly rtzné fenotypové
anomalie. V priibéhu jejich ristu v kultivaénich médiich byl pozorovan u nékterych
rostlin maly nardst kofenového systému (Obr. 5). Fenotypové odliSnosti byly patrné
u kontrolnich 1 transgennich rostlin. Variabilita se vyskytovala nejen v porovnani rostlin

riznych linii, ale 1 v rdmci jedné linie dochdzelo k morfologickym rozli¢nostem.
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Obr. 4 Kultivace rostlinného materialu (M. sativa) na ristovych médiich 1. BSH — dediferenciace
somatickych bungk listu a tvorba kalusu; 2. B50 - rediferenciace a tvorba somatickych embryi;
3. MMS - zakofenéni somatickych embryi; 4. MS - regenerace somatickych embryi v celou
rostlinu

Rozdily pii regeneraci rostlin transgenni SIMKK RNAIi 2A/2 linie a rostlin kultivaru
RSY pouzitych jako kontrola nejsou v prubéhu dediferenciace a rediferenciace natolik
patrné. Embrya jsou anatomicky témét shodna. Ke zménam dochazi az pii kultivaci na
MS médiu, kdy nékteré rostliny vytvati kofenovy systém vice vyvinuty a daleko rychleji
nez ostatni rostliny stejné linie (Obr. 4). Embrya, ktera jsou nejvice viabilni, jsou pouzita

pro nasledné analyzy.
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Obr. 5 Fenotypy in vitro regenerovanych rostlin. 1. regenerant z in vivo kultivované matefské
rostliny SIMKK RNAI 2A/2 linie; 2. regenerant z in vivo kultivované matetské rostliny (RSY)
slouzici jako kontrola; 3. regenerant z in vitro kultivované matetské rostliny SIMKK RNAi 2A/2
linie; 4. regenerant z in vitro kultivované mateiské rostliny (RSY) slouzici jako kontrola

Transgenni regenerované rostliny SIMKK RNAi 2A/2 linie vypadaji celkové méné
viabilni nez rostliny kultivaru RSY slouzici jako kontrola. Je patrné, ze v téchto
transgennich rostlinach dochazi ke snizeni obsahu chlorofylu v listech, a také k mensimu
vyvinu kofenového systému oproti kontrolnim rostlinam, ackoliv byly kultivovany od
pocatku ve stejnych podminkdch nastavenych v kultivaéni mistnosti. Kontrolni
i transgenni rostliny regenerované z in vitro kultivované mateiské rostliny vytvarely

kofenovy systém lépe nez porovnatelné rostliny z in vivo kultivované matefské rostliny.
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4.2 Western blot analyza

4.2.1 Abundance SIMK v korenech M. sativa

Vysledky z méteni abundance SIMK v kofenech transgennich SIMKK RNAI 2A/2 liniich

a kontrolniho kultivaru RSY regenerovanych rostlin slouzici jako kontrola z ptislusnych

ey ee

zjisténé asociaci MAPKs SIMKK a SIMK. Uroveii exprese SIMKK v buiice ovliviiuje

aktivitu a mnozstvi v kaskad¢ podrazené SIMK.

RSY/SIMKK RNAi 24/2 RSY SIMKK RNAi 24/2
in vitro in vivo in vivo

50 kDa
46 kDa

37 kDa

Obr. 6 Protein SIMK detekovan protilatkou anti-AtMPK6 (homolog k SIMK), typické pasy se
nachazi v oblasti 46 kDa, coz je molekulova hmotnost SIMK. Ve sloupci 1 je vzorek proteint
z kontrolniho kofene (RSY) pfipraven jako suchd kontrola (regenerant z matefské rostliny
péstované in vitro). Ve sloupci 2 odpovidajici SIMKK RNAi 2A/2 linie pfipravena jako sucha
kontrola (regenerant z matefské rostliny péstované in vitro). Ve sloupcich 3, 4 a 5 je opét RSY
linie (regenerant z matef'ské rostliny péstované in vivo). V piipadé¢ sloupce 3 se jedna o suchou
kontrolu, 4 mokra kontrola, kdy byly kofeny pied extrakci inkubovany 30 min v tekutém %2 MS
médiuu a v 5 sloupci byly kofeny pted extrakei inkubovany 30 min v %2 MS médiu s H.0; 0
koncentraci 15 mM. Ve sloupcich 6,7 a 8 jsou vzorky proteinil z kofenu SIMKK RNAi 2A/2
(regenerat z matetské rostliny péstované in vivo). Ve sloupci 6 sucha kontrola, ve sloupci 7 mokra
kontrola, kdy byly kofeny rostliny pfed extrakci inkubovany 30 min v tekutém %2 MS médiu. Ve
sloupci 8 byly naneseny proteiny, kdy byly koteny pted extrakci proteinti inkubovany 30 min v %
MS médiu s H20; 0 koncentraci 15 mM. M — je marker molekulovych hmotnosti.
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RSY/SIMKK RNAi 24/2 RSY SIMKK RNAi 24/2
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Obr. 7 Kontrola naneseni proteint na gel (Stain free gel TGX™ FastCast™ Acrylamide
Solutions) odpovidajici membrané Obr. 6 pro detekci SIMK proteinu.

V SIMKK RNAI 2A/2 liniich, at’ uz se jedna o regeneranty z in vitro nebo in vivo
podminek, je patrné, ze doslo ke snizeni abundance proteinu SIMK v kofenech
v disledku utlumeni jeji nadiazené MAPKK (SIMKK) u ptivodnich rostlin (Obr. 6). U
kontrolnich rostlin Ize vidét, ze dochazi ke zvySeni mnozstvi SIMK v koteni pii ptisobeni
stresovych podminek. Oproti suché kontrole, kterd nebyla vystavena plisobeni stresu se
zvySuje jeji mnozstvi v podminkach putsobeni 2 MS média po dobu 30 min
(Obr. 6, sloupec 4). Ktomu dochazi diky pfitomnosti sacharosy v médiu, ktera mutize
zpusobovat osmoticky stres. ZvySenou abundanci mtizeme také zaznamenat po plisobeni
oxidativniho stresu navozenym > MS médiem s H202 o vysledné koncentraci 15 mM pfi
dobé¢ pisobeni 30 min. Pfi porovnani kofenovych bunék rostlin kontrolnich RSY linii
regenerovanych z rostlin rostoucich v in vitro a in vivo podminkach, na které nebyl
aplikovan stresovy stimul je vidét, ze dochazi k mirnému zvySeni mnozstvi SIMK u in
vitro rostlin (Obr. 6). Specificky signal odpovidajici SIMK je patry jen v téchto liniich,
ackoliv protein odpovidajici této molekulové hmotnosti je dle kontroly naneseni patrny

ve vSech sloupcich (Obr. 7). Jedna se nejspisSe o jiné proteiny.
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Obr. 8 Relativni mnozstvi proteinu SIMK ve vzorcich kofent rostlin kultivaru RSY ptvodné
z matefskych rostlin péstovanych v in vivo a in vitro podminkach pouzitych jako kontrola a
regenerantl transgenni SIMKK RNAIi 2A/2 linie piivodné z mateiské rostliny z in vitro a in vivo
podminek. Relativni mnozstvi proteinu je srovnano s kontrolnim vzorkem (vzorek 1). Vzorek 1
odpovida regenerantu kontrolni rostliny kultivaru RSY ptivodné péstované v in vitro podminkach
(sucha kontrola), vzorek 2 SIMKK RNAi 2A/2 puivodem z mateiské rostliny kultivované v in vitro
podminkéch (sucha kontrola), vzorky 3, 4 a 5 jsou kontrolni rostliny kultivaru RSY pivodem
z matefské rostliny kultivované v in vivo podminkach (vzorek 3 — sucha kontrola, 4 —30 min v %;
tekutém MS médiu, 5 =30 min v % tekutém MS médiu s H20; o vysledné koncentraci 15 mM).
Vzorky 6, 7 a 8 odpovidaji regenerantim SIMKK RNAIi 2A/2 linie z matetské rostliny kultivované
Vv in vivo podminkach (vzorek 6 — sucha kontrola, 7 =30 min v % tekutém MS médiu, 8 —30 min
Vv % tekutém MS médiu s H202 o vysledné koncentraci 15 mM). (* -vysledek s p > 0,05)

Z grafu, ktery byl vyhotoven z dat sbiranych ze tii biologickych replik je patrné, ze
dochazi ke zvySeni abundance SIMK vV kofenech vojtésky seté (M. sativa) pfi
podminkach mokré kontroly a podminkéach stresu navozeném 15 mM H20; u kotenti
rostlin ~ kultivaru ~ RSY  slouzici  jako  kontrola  regenerovanych  z
in vivo kultivované matetskeé rostliny oproti suché kontrole. U regenerantt rostlin SIMKK
RNAI 2A/2 linie dochazi ke sniZzeni abundance SIMK. V pfipad¢ in vivo regenerantt, kdy
nebyl detekovan téméf zadny signal, je mozné vidét téméf uplné vytazeni proteinu SIMK

na proteomické urovni.

Oproti kontrolni rostling¢ kultivaru RSY z matetské in vitro kultivované rostliny
v podminkach suché kontroly je v kofenech rostliny SIMKK RNAI 2A/2 transgenni linie

snizena abundance proteinu SIMK pfiblizné o 90 %.
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Umlceni genu SIMKK Vv transgennich liniich vede ke snizeni abundance v kaskadé
podiazeného proteinu SIMK v porovnani s kontrolnimi rostlinami (Obr. 8). Z vysledkt
je mozné usuzovat, ze se mnozstvi proteinu zvySuje v podminkach mokré kontroly
navozenymi tekutym 2 MS médiem pti 30 min trvani, které mize zptisobovat osmoticky
stres, nez pii pusobeni 2 MS média s H202 o vysledné koncentraci 15 mM zplisobujici
oxidativni stres. Tento vysledek vSak neni diky statistické odchylce zcela signifikantni a

byla by tieba provést opakovana méteni.
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4.2.2 Abundance MMKS3 v korenech M. sativa

SIMKK, jak je znamo, aktivuje v MAPK kaskad¢ podiazenou MAPK MMK3. Pti
podminkach stresu by se mnozstvi nadfazené SIMKK a nasledn¢ 1 MMK3 m¢élo zvySovat.
Vysledky pro potvrzeni této skute¢nosti vSak neodpovidaji ocekavani. V experimentech
jsou porovnavany regenerantni kontrolni rostliny RSY linie z mateiské rostliny
kultivované v in vitro i in vivo podminkach s transgennimi rostlinami SIMKK RNAIi 2A/2

linie, taktéz pfipravenych z matetskych in vitro a in vivo kultivovanych rostlin.

RSY/SIMKK RNAi 24/2 RSY SIMKK RNAi 24/2
in vitro invivo invivo
) ) \
[ Vo I |
M 1 2 3 4 5 6 7 8
50 kDa—» o MMK3
44 kDa—» - — —

37 kDa—»>

Obr. 9 Protein MMKS detekovany protilatkou anti-MMKS3, typické pasy se nachazi v oblasti 44
kDa, coz je molekulova hmotnost MMK3. Ve sloupci 1 je vzorek proteinti Z kontrolniho kotene
(RSY) pfipraven jako sucha kontrola (regenerant z mateiské rostliny péstované in vitro). Ve
sloupci 2 odpovidajici SIMKK RNAi 2A/2 linie pfipravena jako sucha kontrola (regenerant
Z matefské rostliny péstované in vitro). Ve sloupcich 3, 4 a 5 je opét kontrolni RSY linie
(regenerant z matei'ské rostliny péstované in vivo). V piipadé sloupce 3 se jedna o suchou
kontrolu, 4 mokra kontrola, kdy byly kofeny pred extrakci inkubovany na 30 min v tekutém %2
MS médiuu a v 5 sloupci byly koteny pted extrakci inkubovany 30 min v %2 MS médiu s H.O. 0
koncentraci 15 mM. Ve sloupcich 6,7 a 8 jsou vzorky proteint z kofeni SIMKK RNAi 2A/2
(regenerat z matetské rostliny péstované in vivo). Ve sloupci 6 sucha kontrola, ve sloupci7 mokra
kontrola, kdy byly kofeny rostliny pied extrakci inkubovany 30 min v tekuté 2 MS médiu. Ve
sloupci 8 byly naneseny proteiny, kdy byly kofeny pfed extrakei proteint inkubovany 30 min v 'z
MS médiu s H,O; 0 koncentraci 15 mM. M — je marker molekulovych hmotnosti.
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RSY/SIMKK RNAi 24/2 RSY SIMKK RNAi 24/2

invitro invivo invivo
(_Xﬁ \ )
( [ \
M 1 2 3 4 5 6 7 8

S0kDa—» s
44 kDa—>

37 kDaH

Obr. 10 Kontrola naneseni proteinti na gel (Stain free gel TGX™ FastCast™ Acrylamide
Solutions) odpovidajici membrané Obr. 9 pro detekci MMKS3 proteinu.

Z vysledku proteomické Western blot analyzy s anti-MMK3 primarni protilatkou
(Obr. 9) je patrné, ze doslo v kofenovych buiikach regenerantt rostlin SIMKK RNAi 2A/2
linie z matefské in vitro kultivované rostliny ke zvySeni mnoztvi proteinu MMK3
vV podminkach suché kontroly v porovnani s rostlinami kultivaru RSY slouzicich jako
kontrola ve stejnych podminkach. Stejny trend miiZzeme pozorovat i u transgenni linie
Vv piipad¢ regeneranti z in vivo rostliny v suché kontrole, kdy je zastoupeni MMK3
nejvyssi. Z grafu je patrné, Zze mnozstvi MMK3 v transgenni linii je az 2,5x vySSi
vV porovnani s odpovidajici kontrolni rostlinou (Obr. 11). U regenerantd kontrolnich
rostlin kultivaru RSY z in vivo kultivované mateiské rostliny dochazi v porovnani s in
vitro kontrolni rostlinou k mirnému zvySeni abundance MMK3 pii podminkach suché
kontroly, coz vSak neni zcela signifikantni diky statistické odchylce tohoto méteni. Pti
pusobeni tekutého 2 MS média dochazi u kontrolnich rostlin kK moznému vzristu
mnozstvi MMK3. To vSak neni ze ziskanych dat zcela signifikantni, bylo by tieba tento
experiment zopakovat ve vice vyhotovenich. Pfi plisobeni oxidativniho stresu miiZzeme
pozorovat az dvojndsobné sniZzeni v porovnani se suchou kontrolou. K tomuto sniZeni

mohlo dojit v disledku dlouhého piisobeni H2O».
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U regeneranti SIMKK RNAI 2A/2 zin vivo péstované matetské rostliny dochazi
k velkému poklesu mnozstvi MMK3 v podminkach mokré kontroly (Obr. 9, sloupec 7) a
jesté vice pii pasobeni stresu (Obr. 9, sloupec 8). Tento vysledek tak koreluje s trendem
patrnym u kontrolnich rostlin Kultivaru RSY regenerovanych z mateiské rostliny

péstované v in vivo podminkach (Obr. 9, sloupec 3, 4 a 5).

Z Western blot analyzy (Obr. 9) je vSak patrné, Ze primarni protilatka anti-MMKS3 se
vaze 1 nespecificky na jiné proteiny na PVDF membrané. V prubéhu experimentt bylo
zjisténo, ze protilatka ztraci postupem casu svoji aktivitu. Na zacatku experimentil se
vazala na proteiny ukotvené na membrané¢ bez problémi, ale postupem casu se jeji
vazebna schopnost snizila. Snizeni vazebné schopnosti této protilatky se projevilo tim, Ze
pfi pofizeni snimku v dokumenta¢nim zafizeni se jevila membrana Cista, bez proteinil
Vv typické oblasti molekulové hmotnosti 44 kDa, ktera odpovida MMK3, a to i pfesto, ze
protein nanesen byl v pfiblizné stejném mnozstvi (Obr. 10). | z tohoto divodu byl

navrhnut experiment kvantitativni PCR zji$t'ujici mnozstvi transkriptu genu MMKS.
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Proteinu MMK3

Relativni mnozstvi

Obr. 11 Relativni mnozstvi proteinu MMK3 ve vzorcich kotent rostlin kultivaru RSY ptvodné
z matefskych rostlin péstovanych v in vivo a in vitro podminkach pouzitych jako kontrola a
kotfent transgenni SIMKK RNAIi 2A/2 linie ptivodné z matetské rostliny z in vitro a in vivo
podminek. Relativni mnozstvi proteinu je srovnano s kontrolnim vzorkem (vzorek 1). Vzorek 1
odpovida regenerantu kontrolni rostliny kultivaru RSY ptivodné péstované v in vitro podminkach
(sucha kontrola), vzorek 2 SIMKK RNAI 2A/2 ptivodem z matetské rostliny kultivované v in vitro
podminkach (sucha kontrola), vzorky 3, 4 a 5 jsou kontrolni rostliny kultivaru RSY puvodem
Z mateftské rostliny kultivované v in vivo podminkach (vzorek 3 — sucha kontrola, 4 —-30 min v %
tekutém MS médiu, 5 —30 min v % tekutém MS médiu s H20; o vysledné koncentraci 15 mM).
Vzorky 6, 7 a 8 odpovidaji regenerantim SIMKK RNAIi 2A/2 linie z matefské rostliny kultivované
Vv in vivo podminkach (vzorek 6 — sucha kontrola, 7 =30 min v % tekutém MS médiu, 8 —30 min
v % tekutém MS médiu s HO, o vysledné koncentraci 15 mM). (* - vysledek s p > 0,05;
** _ yysledek s p > 0,005)
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4.2.3 Aktivita MMKS3 a SIMK v korenech M. sativa

Celkova aktivita MAPKs SIMK a MMK3 méfend dle abundance fosforylovanych forem
téchto proteinti v kofenovych bunikach rostlin pomoci fosfospecifické primarni Phospho-
p44/42 MAPK (Erk1/2) protilatky vykazuje odliSnosti oproti oc¢ekavanym vysledkim.
Mira aktivity se projevuje zvySenym ¢i snizenym vyskytem fosforylovanych forem téchto
MAPKS. Zvyseni fosforylace zde méfenych SIMK a MMK3 u kultivaru RSY
pouzivaného jako kontrolni rostlina by se mélo, dle diive vyhotovenych praci

zabyvajicich se touto tématikou, projevit ve stresovych podminkach.

Celkova abundance fosforylovanych forem SIMK a MMK3 by mé¢la byt tedy pii
oxidativnim stresu vyssi oproti rostlinam v podminkach suché kontroly (Bekesova et al.,
2015). Mirné zvySeni abundance fosforylované formy MAPKs bylo ofekavéano 1 pfi
mokré kontrole oproti suché kontrole. Nejvétsi aktivita vSak byla o¢ekavana pii pisobeni
oxidativniho stresu. U transgennich linii, které maji snizenou expresi nadfazené SIMKK
mélo dochéazet zhruba k polovi¢ni aktivaci SIMK a MMK3 v porovnéni s piislusSnymi

kontrolnimi rostlinami kultivaru RSY.
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4.2.3.1 Aktivita SIMK v korenech M. sativa

Meéfeni aktivity proteini SIMK ve vzorcich z kotenil regeneranti pomoci fosfospecifické
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) primarni protilatky (Obr. 12) naznauje, Ze nejvyssi
zastoupeni fosforylované formy této MAPK je detekovana v kofenech rostlin kultivaru
RSY, zde pouzittho jako kontrola, pifi podminkdch mokré kontroly, a to
1 ve srovnani se stresovymi podminkami navozenymi tekutym 2 MS médiem s H20:

o vysledné koncentraci 15 mM po dobu 30 min.

RSY/SIMKK RNAi 24/2 RSY SIMKK RNAi 24/2
in vitro in vivo invivo
) ) )
[ | [ \
M 1 2 3 4 5 6 7 8
-
—
-
pSIMK n
46 kDa —> -
44 kDa —» —
37 kDa—>
pPMMK3

Obr. 12 Proteiny pSIMK a pMMK3 detekovany fosfospecifickou protilatkou Phospho p44/p42
MAPK (Erk1/2), typické pasy pSIMK se nachazi v oblasti 46 kDa, coz je pfiblizna molekulova
hmotnost pSIMK. Typické pasy pro pMMK3 se nachazi v oblasti 44 kDa, coz odpovida
molekulové hmotnosti pMMK3. Ve sloupci 1 je vzorek proteind z kofene kontrolni rostliny
(RSY) pripraven jako sucha kontrola (regenerant z matefské rostliny péstované in vitro). Ve
sloupci 2 odpovidajici SIMKK RNAi 2A/2 linie pfipravena jako sucha kontrola (regenerant
Z matefské rostliny péstované in vitro). Ve sloupcich 3, 4 a 5 je opét kontrolni RSY linie
(regenerant z matei'ské rostliny péstované in vivo). V pfipadé sloupce 3 se jedna o suchou
kontrolu, 4 mokra kontrola, kdy byly kofeny pted extrakci inkubovany 30 min v tekutém %2 MS
médiuu a v 5 sloupci byly kofeny pted extrakci inkubovany 30 min v %2 MS médiu s H20; 0
koncentraci 15 mM. Ve sloupcich 6,7 a 8 jsou proteiny z kofeni SIMKK RNAIi 2A/2 (regenerat
z matefské rostliny péstované in vivo). Ve sloupci 6 sucha kontrola, ve sloupci7 mokra kontrola,
kdy byly koteny rostliny pted extrakci inkubovany 30 min v tekuté 2 MS médiu. Ve sloupci 8
byly naneseny proteiny, kdy byly kofeny pied extrakci proteinii inkubovany 30 min v %2 MS
médiu s H.0, 0 koncentraci 15 mM. M — je marker molekulovych hmotnosti.
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Tento vysledek je mozna zptisobeny dlouhym ¢asovym intervalem ptsobeni stresu. Po
30 min pasobeni stresu muze dochazet ke zpétné defosforylaci MAPKSs. Pii podminkéch
suché kontroly u regenerantti z matefské rostliny péstované v in vivo podminkach
kultivaru RSY je signal minimalni, coz znaéi, ze SIMK nebyla natolik fosforylovana v
kontrolnich podminkach. Jeji mnozstvi bylo pfiblizné stejné jako u ekvivaletni rostliny
kultivaru RSY regenerované z matei'ské rostliny péstované in vitro podminkach (Obr. 8;

Obr. 14). Mnozstvi naneseného proteinu bylo téméf stejné (Obr. 13).

RSY/SIMKK RNAi 24/2 RSY SIMKK RNAi 24/2
invitro invivo invivo

50 kDa—» S
46 kDa—»
44 kDa—*

37 kDa—>

Obr. 13 Kontrola naneseni proteini na gel (Stain free gel TGX™ FastCast™ Acrylamide
Solutions) odpovidajici membrané Obr. 12 pro detekci fosforylovanych forem SIMK a MMK3
pomoci Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) fosfospecifické primarni protilatky

U transgennich rostlin SIMKK RNAi 2A/2 linii pfipravenych z matefské rostliny
péstované vin Vvivo podminkach mizeme vidét snizené mnozstvi pSIMK v
kotenech suché kontroly zhruba o polovinu oproti kofenim suché kontrole rostlin RSY
regenerovanych z rostliny péstované v in vitro podminkach. Kofeny transgenni linie
vykazovaly niZz§i mnoZzstvi pSIMK 1 pfi podminkach mokré kontroly a oxidativnim stresu

Vv porovnani se suchou kontrolou SIMKK RNAIi 2A/2 linii (Obr. 14).
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Dochézi také k ocekdvanému snizeni mnozstvi pSIMK v buiikach kotfene regenerantii
transgenni linie z in Vvitro péstované matetské rostliny, kdy byly vzorky kofenti odebrany
Vv podminkach suché kontroly, vii¢i odpovidajici kontrolni rostliné regenerované také
z mateiské rostliny kultivaru RSY péstované v in vitro podminkach. To je zptsobené

i celkovou nizsi abundanci SIMK v kotenech transgennich rostlin.
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Obr. 14 Relativni mnozstvi fosforylovaného proteinu pSIMK ve vzorcich kofend rostlin kultivaru
RSY ptivodné z matefskych rostlin péstovanych v in vivo a in vitro podminkach pouzitych jako
kontrola a kotent transgenni SIMKK RNAi 2A/2 linie ptivodné z matetské rostliny z in vitro a in
vivo podminek. Relativni mnozstvi proteinu je srovnano s kontrolnim vzorkem (vzorek 1.).
Vzorek 1 odpovida regenerantu kontrolni rostliny kultivaru RSY pivodné péstované v in vitro
podminkach (sucha kontrola), vzorek 2 SIMKK RNAi 2A/2 pivodem z mateiské rostliny
kultivované v in vitro podminkach (sucha kontrola), vzorky 3, 4 a 5 jsou kontrolni rostliny
kultivaru RSY puivodem z matetské rostliny kultivované v in vivo podminkach (vzorek 3 — sucha
kontrola, 4 — pted extrakci 30 min v % tekutém MS médiu, 5 —30 min v ' tekutém MS médiu
s H202 o vysledné koncentraci 15 mM). Vzorky 6, 7 a 8 odpovidaji regenerantim SIMKK RNAI
2A/2 linie z matetské rostliny kultivované v in vivo podminkach (vzorek 6 — sucha kontrola, 7 —
30 min v ¥ tekutém MS médiu, 8 —30 min v % tekutém MS médiu s H2O; o vysledné koncentraci
15 mM). (* - vysledek s p > 0,05; ** - vysledek s p > 0,005)
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4.2.3.2 Aktivita MMK3 v korenech M. sativa

Abundance fosforylované aktivni formy pMMK3 byla nejvyssi v kofenech SIMKK RNAI
2A/2 linie regenerované zin vivo kultivované matetské rostliny v suché kontrole.
Mnozstvi pMMK3 bylo az 3x vys$§i Vv porovnani se suchou kontrolou rostliny
kultivaru RSY regenerovanou z matetské rostliny péstované v in vitro podminkach (Obr.
15, sloupec 1). Poté v podminkach mokré kontroly a oxidativniho stresu, ktery byl
aplikovan na rostliny po dobu 30 min, mnozstvi pMMK3 u téchto transgennich linii z in

Vvivo matetské rostliny signifikantné vyrazné klesa.

Kofeny transgennich rostlin regenerovanych z matefské rostliny péstované v in vitro
podminkach v suché kontrole vykazuji jen mirné sniZzenou abundanci pMMK3
v porovnani s ekvivalentni suchou kontrolou kultivaru RSY.Toto snizeni vSak neni

statisticky signifikantni.

Na prvni pohled lze vidét, ze dochazi ke snizenému mnozstvi pMMKS3 v
kotfenech kontrolni rostliny Kultivaru RSY regenerované z in vivo péstované mateiské
rostliny. S nejvétsi pravdépodobnosti vlivem piisobeni H202 po dobu 30 min, coz ma za
nasledek opétovné navraceni abundance aktivované MMK3 na bazalni hladinu. Koteny
kultivaru RSY regenerované z mateiské rostliny péstované v in vivo podminkach ve
vzorku odpovidajicimu mokré kontrole vykazuje zvysenou abundanci pMMKS3 oproti

suché kontrole i oxidativnimu stresu.

Zvyseni kvantity pMMKS3 je také patrné v suché kontrole transgennich rostlin (Obr.15,
sloupec 6). Rostlinna bufika si timto nejspiSe kompenzuje mensi mnozstvi transkriptu
genu MMK3 (Obr. 16). Protein v aktivni podobé neni odbouravan, aby byla zajisténa
urcita hladina signaliza¢nich MAPKs. Tato hypotéza by mohla slouzit jako nadmét pro

dalsi studie.

Pro zachyceni, kdy je abundance pSIMK i1 pMMK3 nejvyssi, by bylo vhodnéjsi
odebirat material v Casovych intervalech 0, 10, 20 a 30 min. V dusledku nedostastku
pouzitelného rostlinného materialu vSak k experimentim s ¢asovymi intervaly ptsobeni

stresu nemohlo dojit.
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Obr. 15 Relativni mnozstvi fosforylovaného proteinu pMMK3 ve vzorcich kofend rostlin
kultivaru RSY ptvodné z mateiskych rostlin péstovanych v in vivo a in vitro podminkach
pouzitych jako kontrolni rostliny a kofent transgenni SIMKK RNAIi 2A/2 linie ptivodné z mateiské
rostliny z in vitro a in vivo podminek. Relativni mnozstvi proteinu je srovnano s kontrolnim
vzorkem (vzorek 1). Vzorek 1 odpovida regenerantu rostliny kultivaru RSY ptvodné péstované
V in vitro podminkach (sucha kontrola), vzorek 2 SIMKK RNAi 2A/2 ptivodem z matefské rosltiny
kultivované v in vitro podminkach (sucha kontrola), vzorky 3, 4 a 5 jsou kontrolni rostliny
kultivaru RSY ptvodem z mateiské rostliny kultivované v in vivo podminkach (vzorek 3 — sucha
kontrola, 4 — pied extrakci 30 min v % tekutém MS médiu, 5 —30 min v % tekutém MS médiu
s H20; o vysledné koncentraci 15 mM). Vzorky 6, 7 a 8 odpovidaji regenerantim SIMKK RNAI
2A/2 linie z matefské rostliny kultivované v in vivo podminkach (vzorek 6 — sucha kontrola, 7 —
30 min v % tekutém MS médiu, 8 =30 min v % tekutém MS médiu s H.O: o vysledné koncentraci
15 mM). (* - vysledek s p > 0,05; ** - vysledek s p > 0,005)
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4.3 Kvantitativni PCR reakce

Experiment kvantitativni PCR reakce byl vyhotoven pro podlozeni vysledkii z
proteomické analyzy na urovni transkriptu gent pro proteiny SIMK a MMK3. Vysledky
jsou fazeny a porovnavany ve stejném duchu jako pii Western blot analyze. Jako
referen¢ni gen byl pouzit ACT2 kodujici v rostlinnych buiikach aktin. Jeho pouziti je
opodstatnéné, jelikoz by méla byt jeho exprese v rozli¢nych podminkach konstantni. Pro
spravny pribéh reakei qPCR byly ptichozi primery testovany na efektivitu. Vysledky z

této zkousky vSak nejsou soucasti této prace.
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Obr. 16 Kvantifikace transkriptu genu MMKS3 ve vzorcich kofent Kkultivaru RSY pavodné
Z mateftské rostliny péstované v in vivo a in vitro podminkach pouzitych jako kontrola a kofent
transgenni SIMKK RNAIi 2A/2 linie puvodné z mateiské rostliny péstované v in vitro a in vivo
podminkach. Relativni mnozstvi transkriptu je srovnano s kontrolnim vzorkem (vzorek 1).VVzorek
1 odpovida regenerantu kontrolni rostliny kultivaru RSY ptvodné péstované vin vitro
podminkach (sucha kontrola), vzorek 2 SIMKK RNAi 2A/2 pivodem z mateiské rostliny
kultivované v in vitro podminkach (sucha kontrola), vzorky 3, 4 a 5 jsou kontrolni rostliny
kultivaru RSY pivodem z matefské rostliny kultivované v in vivo podminkach (vzorek 3 — sucha
kontrola, 4 -30 min v % tekutém MS médiu, 5 —30 min v ¥ tekutém MS médiu s H20- o vysledné
koncentraci 15 mM). Vzorky 6, 7 a 8 odpovidaji regenerantim SIMKK RNAi 2A/2 linie z matetské
rostliny kultivované v in vivo podminkach (vzorek 6 — sucha kontrola, 7 =30 min v ' tekutém
MS médiu, 8 —30 min v % tekutém MS médiu s H,O; o vysledné koncentraci 15 mM). (* -
vysledek s p > 0,05; ** - vysledek s p > 0,005)
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Vysledky z kvantitativni PCR genu MMKS3 jsou porovnavany k suché kontrole
kultivaru RSY, zde slouzici jako kontrolni rostliny stejné tak jako u Western blot analyzy.
U transgenni SIMKK RNAI 2A/2 linie (in vitro) doslo ke snizeni exprese mRNA zhruba o
polovinu v porovnani s kontrolou (Obr. 16). Podobné hodnoty muizeme vidét i u
transgennich rostlin s pivodem matefské rostliny z in vivo podminek. Tyto dva vzorky
naopak vykazuji pfi proteomické analyze vyssi abundanci proteinu MMK3, coz je
suché kontroly RSY linie (in vivo) dochazi ke snizeni exprese mRNA oproti stejné
rostliné ptivodem z in vitro podminek. V ptipadé mokré kontroly u RSY linie (in vivo) je
exprese Vv porovnani se suchou kontrolou pfiblizné stejnd a zvySuje se pii pusobeni
oxidativniho stresu, ale potfad je niZ8i nez u kontrolniho vzorku. Statisticky potvrzené je
vice jak polovi¢ni snizeni urovné exprese MMK3 u transgenni SIMKK RNAIi 2A/2 linie
oproti kontrole z in vivo matefskych rostlin. V ptipadé mokré kontroly u transgennich in
vivo linii dochazi k vyssi expresi nez u rostlin vystavenych oxidativnimu stresu, coz vSak
neni z dostupnych meéfeni zcela signifikantni. Mozné vysvétleni tohoto snizeni je

negativni ovlivnéni exprese pii del§im plisobeni stresu.

Pti porovnani vysledkii z proteomické analyzy MMK3 (Obr. 11) a gPCR (Obr. 16)
transkriptu genu MMK3 je mozné vidét ur€ity vzor chovani buiiky. Pokud dojde ke
sniZzeni exprese na urovni transkripce, protein je v kofenech zvySen€ abundantni a
nedochazi ziejmé k jeho degradaci (Obr. 11, sloupec 2; Obr. 16, vzorek 2). Pokud vsak
nastane zvySeni relativni urovné transkriptu, dochazi ke sniZzeni abundance proteinu (Obr.
11, sloupec 5; Obr.16, vzorek 5). Tato sledovani vSak nemusi byt zcela ve shodé
v disledku Spatné funkc¢nosti protilatky anti-MMK3 a jejimu nespecifickému vazani

Vv proteomické analyze. Proto mizeme brat data z qPCR jako vice validni a informativni.

82



1,2

1

k%
0,4
’ ¥ *%
% * %
. || . i H
4 5 6 7 8

1 2

=
oo

Relativni kvantita transkriptu SIMK
(=)
[=)]

o
[ ]

)

Vzorek

Obr. 17 Kvantifikace transkriptu genu SIMK ve vzorcich kofend kultivaru RSY plvodné
z mateiské rostliny péstované v in vivo a in vitro podminkach, pouzitych jako kontrola a kofent
transgenni SIMKK RNAIi 2A/2 linie puvodné z mateiské rostliny péstované v in vitro a in vivo
podminkach. Relativni mnozstvi transkriptu je srovnano s kontrolnim vzorkem (vzorek 1).VVzorek
1 odpovida regenerantu kontrolni rostliny Kkultivaru RSY pivodné péstované vin vitro
podminkach (sucha kontrola), vzorek 2 SIMKK RNAi 2A/2 plivodem z mateiské rostliny
kultivované v in vitro podminkach (sucha kontrola), vzorky 3, 4 a 5 jsou kontrolni rostliny
kultivaru RSY pivodem z matefské rostliny kultivované v in vivo podminkach (vzorek 3 — sucha
kontrola, 4 — 30 min v % tekutém MS médiu, 5 — 30 min v % tekutém MS médiu s H20; o vysledné
koncentraci 15 mM). VVzorky 6, 7 a 8 odpovidaji regenerantim SIMKK RNAI 2A/2 linie z matetské
rostliny kultivované v in vivo podminkach (vzorek 6 — sucha kontrola, 7 — 30 min v % tekutém
MS médiu, 8 — 30 min v % tekutém MS médiu s H.O; o vysledné koncentraci 15 mM). (* -
vysledek s p > 0,05; ** - vysledek s p > 0,005)

Relativni exprese genu SIMK v kofenech rostlin jak kontrolnich RSY liniich, tak
i transgennich SIMKK RNAI 2A2 liniich je znazornén v grafu (Obr 17). V piipad¢ rostlin
kultivaru RSY regenerovanych z matefskych rostlin péstovanych v in vitro i in vivo
podminkach pfipravenych jako suché kontroly, maji pfiblizné stejnou miru exprese
SIMK. V ptipad¢é mokré kontroly u rostlin kultivaru RSY doslo k mirnému snizeni oproti
suché kontrole. Pfi podminkach oxidativniho stresu vykazovaly bunky kotene kultivaru
RSY rostlin nariast mnozstvi SIMK oproti mokré kontrole a piiblizné stejnou expresi jako

V suché kontrole.
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Priblizné stejného mnozstvi transkriptu SIMK dosahuji v porovnani mezi sebou i
transgenni SIMKK RNAI 2A/2 linie ptipravené jako sucha kontrola. U transgennich rostlin
regenerovanych z mateiské rostliny kultivované v in vivo podminkach doslo k mirnému
zvySeni exprese SIMK v koteni oSetieném tekutym 2 MS médiem oproti suché kontrole
stejné transgenni linie. Buiky kofend vystavené oxidativnimu stresu vykazuji zvysSeni
hodnot oproti suché kontrole U transgennich rostlin. Zaroven vykazovaly pfiblizné stejné
mnozstvi SIMK v kofenech pripravenych jako mokra kontrola. Celkové je patrné, ze
snizeni SIMKK v transgennich rostlinach vojtésky seté (M. sativa) vede i ke snizeni
exprese SIMK z ¢ehoz miizeme usuzovat, ze exprese SIMK zévisi také na mnoZzstvi
SIMKK. Tyto dvé MAPK uzce spolupracuji pfi signalizaci exogennich stresovych

podminek.

Pti porovnani s proteomickou analyzou lze spatfit jistd shoda v mnozstvi proteinu
SIMK a transkriptu SIMK ve vzorcich. V ptipadé kontrolnich rostlin kultivaru RSY,
regenerovanych z mateiské rostliny péstované v in vivo podminkach, je patrné podobné
mnozstvi SIMK a proteinu SIMK v podminkach suché kontroly (Obr. 8, sloupec 4; Obr.
17, vzorek 4). Pii podminkach mokré kontroly je patrné vys§i mnozstvi proteinu oproti
transkriptu, a tak i v porovnani mnozstvi proteinu a transkriptu u kofenll vystavenych
stresu (Obr. 8, sloupec 5; Obr. 17, vzorek 5). To muze byt zpusobené tim, Ze
u téchto rostlin doslo k situaci, kdy dostatek proteinu vedl ke zpétné reakci a snizeni
urovné transkripce. Tento proces by mohl probihat 1 opaénym smérem, tedy zvySeni
mnozstvi transkriptu by blokovalo proteosyntézu. U transgennich rostlin SIMKK RNAI
2A/2 linie regenerovanych z matefské rostliny péstované v in vivo podminkach je trend
stejny jak u proteomické, tak i transkriptomické analyzy (Obr. 8, sloupce 6, 7, 8;
Obr. 17, vzorky 6, 7, 8). Dochazi ke snizeni mnozstvi transkriptu v kofenovych bunikach
a tim padem i proteinu oproti kofenovym bunikam kultivaru rostlin RSY, které v této praci
slouzi jako kontroly. Regeneranti z in vitro matefskych rostlin vykazuji opét shodu
v nékolikanasobném snizeni abundance SIMK resp. SIMK u transgennich linii i u

kontrolnich RSY rostlin (Obr. 8, sloupce 1, 2; Obr. 17, vzorky 1, 2).
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5 ZAVER

V tvodni kapitole experimentalni casti byla provedena propagace kontrolniho i
transgenniho rostlinného materialu Medicago sativa pomoci somatické embryogeneze.
Tento material byl pozdéji vyuzit k proteomickym a transkriptomickym studiim.
Transgenni SIMKK RNAi 2A/2 linie vykazovaly oproti kontrolnim RSY liniim
fenotypové rozdily. M¢ly snizené mnozstvi chlorofylu v listech a snizenou schopnost

tvofit kofenovou ¢ast.

Nasledujici ¢ast byla vénovana zejména sledovani aktivity a abundance vybranych
proteini — MMK3 a SIMK. U transgennich rostlin SIMKK RNAIi 2A/2 linie doslo ke
sniZzeni relativniho mnozstvi proteinu SIMK a to o vice jak 95 % v porovnani
s kontrolnimi rostlinami kultivaru RSY kultivovanych ve stejnych podminkach. Snizeni
bylo potvrzeno i pomoci qPCR na tirovni transkriptu, kde v§ak bylo zaznamenano snizeni
oproti kontrolnim rostlindm o méné nez 90 %. Z toho lze usuzovat, ze ackoliv dochazi
k piepisu DNA do mRNA, translaci bylo ur¢itymi mechanismy v buiice branéno nebo byl

protein rychle odbouravan. Potvrdila se diivéjsi pozorovani, kdy snizend exprese

v kaskadé nadtazené SIMKK ovliviiuje i expresi podiazené SIMK.

Abundance pSIMK meéfena pomoci detekce fosforylované formy byla u transgenni
linie nizsi, a to z divodu celkové mensi abundance SIMK. V pfipadé kontrolnich rostlin
kultivaru RSY dochazelo k nejvyssi mife fosforylace v mokré kontrole oproti tomu, kdy
rostliny téhoz kultivaru nebyly stresu vystaveny viibec. Obsah sacharosy v médiu mize
navozovat osmoticky stres piisobici po delsi casovy interval bez znamek snizeni mnoZstvi
pSIMK. Kdezto v ptipadé pusobeni oxidativniho stresu z H2O2> mohlo dojit po ¢asovém
intervalu 30 min ke zpétnému snizeni mnozstvi pSIMK. Tyto procesy sniZeni aktivity
a zpétné negativni regulace byly zaznamendny 1 u zivociSnych MAPKs

(Davis et al., 2000).

MMK3 by méla byt stejné jako SIMK aktivovana a ovliviiovana SIMKK. Bylo
zjisténo, ze MMK3 je silné exprimovana v transgennich rostlinach SIMKK RNAI 2A/2
linie v suché kontrole a nasledn¢ v mokré¢ kontrole u téchto transgennich rostlin dochazi
kK vyraznému snizeni mnozstvi MMK3. Jest¢ mensi mnozstvi bylo zdetekovano pfi
pusobeni oxidativniho stresu navozenym H2O> 0 koncentraci 15 mM. Je mozné, ze

pusobenim oxidativniho stresu muze dochazet k degradaci tohoto proteinu.
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Stejny ptipad byl zaznamenan i u kontrolni rostliny kultivaru RSY kdy oproti
podminkam suché kontroly a mokré kontroly, které vykazovaly ptiblizné€ stejné mnozstvi
proteinu, doslo ke snizeni abundance MMK3 vlivem ptisobeni oxidativniho stresu zhruba

o0 polovinu.

V posledni ¢asti vénované kvantitativni PCR bylo zjisténo, Ze v kofenech transgennich
SIMKK RNAI 2A/2 linii rostlin dochazi ke snizeni transkriptu oproti kontrolnim rostlinam

kultivaru RSY zhruba o polovinu v ptipad¢ nestresovych podminek suché kontroly.

Mnozstvi transkriptu MMK3 u transgenni linie vzrostlo v mokré kontrole i
v podminkach oxidativniho stresu, vyvolanym H2O> o koncentraci 15 mM, oproti
podminkam suché kontroly bez stresu ekvivalentni transgenni rostliny. Z pozorovani
abundance MMK3 a kvantity MMKS3 bylo zjisténo, ze tam kde dochazi ke zvySené
abundanci MMKA3 je v burikach celkové méné transkriptu MMK3 a naopak. CoZ by mohlo
nasvédcovat tomu, Ze pokud je v buiice mensi mnozsti transkriptu MMKS nedochazi
K rychlému odbourani MMK3 proteinu a ten je v buiikach hromadén. Opacné, kdyz je
dostatek transkriptu MMK3 ptipraveného na proteosyntézu, neni v uréity okamzik tieba
velkého mnozstvi proteinu MMK3 a je tak degradovan. Tento poznatek shledavam velice
zajimavym a stal by za dal$i prozkoumani tohoto mozného propojeni transkriptomické a

proteomické urovné regulace této MAPK.

Aktivita méfena pomoci abundance pMMK3 byla snizena v transgenni SIMKK RNAI
2A/2 linii v mokré kontrole a oxidativniho stresu. U kontrolni linie v§ak podminky mokré
kontroly mély vliv na zvySenou aktivitu a v prostifedi oxidativniho stresu dochazelo ke
snizeni aktivity. Jak uz bylo vySe zminéno, delsi ptisobeni stresu mohlo mit vliv na
zpétnou defosforylaci MAPKSs. Na tento jev mohlo mit pravdépodobné vliv i mnozstvi a
druh stresu. Pro potvrzeni této skutec¢nosti by vSak chtélo provést dalsi vyzkum. Nejvyssi
aktivitu MMK3 vykazuje transgenni rostlina v ptipadé¢ suché kontroly bez pusobeni
stresovych podminek u regenerantd in vivo péstované matefské rostliny i oproti
ekvivalentni transgenni rostliné z in vitro kultivované matei'ské rosltiny v podminkach
bez pisobeni stresu. K tomu v§ak mohlo dojit v disledku nespecifického navazani jedné

Z protilatek.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2,4-D
A
ABA
AMV
BA
BAP
BBM
BSA
BWMK
CM
DHPT
DTT
EDDHA
EDTA
EGTA
EMK
GA
HEPES
HRP
IAA
IAA30

iPA

kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctova

absorbance

kyselina abscisova

virus mozaiky vojtésky

benzyladenin

6-benzylaminopurin

,,baby boom*

hovézi sérovy albumin

poranénim indukovana MAP kinasa
cytoplasmatickd membrana

kyselina 1,3-diamino-2-hydroxypropan-tetraoctova
dithiotreitol

kyselina etylendiamin-di(o-hydroxyfenyl) octova
kyselina ethylendiamintetraoctovou

kyselina ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)tetraoctova
»embryomaker*

kyselina giberelinova

2-[4-(2-hydroxyethyl) piperazin-1-yl]ethanesulfonova kyselina
kfenova peroxidasa

kyselina indol-3-octova

indol-3-octovou kyselinou indukovatelny gen 30

N® — A? iso-pentenyl adenin
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LEC ,»leafy cotyledon*

MAPK mitogen-aktivované protein kinasy
MAPKK mitogen-aktivované protein kinasy kinasy
MAPKKK mitogen-aktivované protein kinasy kinasy kinasy
MMK Medicago MAP kinasa

MPK MAP kinasa

MS médium Murashige & Skoog médium

NAA kyselina 1-naftyloctova

NTF jaderny transportni faktor

PAGE polyakrylamidova gelova elektroforéza
PCR polymeréazova fetézova reakce

PEM proembryogenni masa bunck

PKL ,»pickle*

PRC2 polykombni represivni komplex 2

PRKK patogen-responzivni MAP kinasa kinasa
PVDF polivinylidendifluorid

gPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce
RB elektroforeticky pufr

RCF relativni centrifugacni sila

RT PCR polymerazova fetézova reakce v redlném case
SAMK stresem aktivovand MAP kinasa

SDS dodecylsulfat sodny

SIMK stresem indukovand MAP kinasa

SIMKK stresem indukovana MAP kinasa kinasa
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TAE

B

TBS

TBS-T

TEMED

WOX

ZFP

Pufr s Tris-bazi, octovou kyselinou a EDTA
transferovy pufr

Tris-HCl solny pufr

Tris-HCI solny pufr s piidavkem Tween 20
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin
,,WUSCHEL related homeobox*

protein zinkovych prst
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