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CILE PRACE

TEORETICKA CAST

Zpracovani literarni reSerSe na téma mitogen-aktivované proteinkinasy a editace
genomu pomoci programovatelnych emdonukleas, se zaméfenim zejména na
technologii Crispr/CAS9. Dale reSerSe tykajici se Arabidopsis thaliana jako

modelového organismu.
PRAKTICKA CAST

1. Selekce transformovanych semen A. thaliana generace T1 pfipravenych stabilni
transformaci.

2. Amplifikace mutované ¢asti genu mitogen-aktivované proteikinasy 3 (MPK3)
metodou PCR.

3. Ov¢feni ptitomnosti mutace v MPK3 genu prostfednictvim sekvencovani DNA.

4. Potvrzeni absence proteinu MPK3 v mutantnich rostlinach A. thaliana
ptipravenych technologii Crispr/CAS9.

5. Zkoumani vlivu solného stresu na riist homozygotnich mutantd mpk3-5.



1 UVOD

Signalni draha mitogen-aktivovanych proteinkinas (MAPKS) je vysoce konzervovany
komplex, ktery zprostiedkovava pfenos a amplifikaci extracelularniho signélu
do buiiky, kde dojde k pfislusné odpovédi. MAPK signadlni draha je zapojena
pii adaptivnim procesu vSech eukaryotnich organismi (Meng a Zhang, 2013). Soucasti
MAPK kaskad je mitogen-aktivovana protein kinasa 3 (MPK3), ktera je zapojena
v procesech, jako je bunécéna proliferace, diferenciace, apoptéoza a reakce na stres
z prostiedi nebo elicitory patogent (Plotnikov et al., 2011). Pro tuto praci byly pouzity
rostliny A.thaliana s nazvem mpk3-5, u nichz byl editovan pravé gen pro MPK3
metodou CRISPR/Cas9. Segmenty nahromadénych pravidelné rozlozenych kratkych
palindromickych sekvenci (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromid Repeat,
CRISPR) a jejich asociované proteiny (CRISPR-asociated proteins, CAS) piedstavuji
adaptivni imunitni systém bakterii a archaea. Tento systém umoziluje organismim
reagovat na invazni geneticky material a odstranit jej (Ishino et al., 1987). Vyuzitim
tohoto syst¢ému je mozné cilené editovat genom riznych organismi vytvorenim
dvojitych  zlomd v jejich DNA. Naslednym puasobenim bunécnych opravnych
mechanismu v misté dvojitého zlomu tak muze dojit ke vzniku mutace. Vysoka G¢innost
a nenaro¢nost CRISPR/Cas9 systétmu vedla k jeho Sirokému vyuziti napf.
v zeméd¢lstvi. Tento nastroj byl pouzit nejen k Upravé genomu modelovych rostlin,
jako je Arabidopsis thaliana nebo Nicotiana benthamiana (Song et. al., 2016), ale také
u zemé&d¢€lskych plodin (Lawrenson et al., 2015; Woo et al., 2015; Karkute et al., 2017).
Dalsimi uzivanymi pfistupy pro modifikaci genomu jsou endonukleasy zinkovych prsti
a typu TALEN. Tyto pfistupy jsou vSak drahé a ¢asov€ narocné, coz omezuje jejich

Siroké vyuziti pro mnohé studie.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Signalni drdha mitogen-aktivovanych proteinkinas

cey

Rostliny jsou organismy zijici pfisedlym zivotem. Nemohou tak zménit prostiedi,
aby se dostaly z nepfiznivych podminek. Ke svému pfeziti proto potiebuji sit’
rozsahlych a husté propojenych systému pro rychlé vnimani signalt, reakci a adaptaci
na okolni podminky. Signalni draha mitogen-aktivovanych proteinkinas (MAPKS)
je multienzymovy komplex, ktery nalezneme u eukaryotnich organismd. Hraje
dilezitou roli pti adaptivnim procesu rostlin (Colcombet a Hirt, 2008; Suarez-Rodriguez
et al., 2010) od reakci na stres az po bunéénou diferenciaci a vyvoj organi. MAPK
dréhy se navic podileji na vniméani enviromentalnich a fyziologickych zmén. N&které
MAPKSs se ucastni hned nékolika riznych signalizanich drah a mohou mit integracni

funkci pro reakci rostlin na jejich prostredi (Chardin et al., 2017).
2.1.1 Aktivace MAP kinas fosforyla¢ni kaskadou

Pfenos signalu probiha prostfednictvim MAPK moduld, diky kterym je zajiSténa
adaptace rostliny na dané podminky. MAPK modul bézné obsahuje tii typy kinas
kédovanych odlisnymi genovymi rodinami: mitogen-aktivované proteinkinasy (MAPK
nebo MPK), mitogen-aktivované proteinkinasy kinasy (MAPKK nebo MKK)
a mitogen-aktivované proteinkinasy kinasy kinasy (MAPKKK nebo MEKK) (Obr. 1).
Pfenos signdlu a jeho amplifikace je zprostfedkovan posttranslaéni modifikaci,
konkrétné reverzibilni fosforylaci, diky které dochazi k aktivaci jednotlivych
komponent MAPK modulu. K ptenosu signalu MAPK kaskadou dochazi po pfijeti
podnétu pomoci receptoru nebo kinasy podobné receptoru (Receptor-Like-Kinase,
RLK), kterou muize byt napfiklad mitogen-aktivovana proteinkinasa kinasa Kkinasa
kinasa (MAPKKKK). Zreceptoru je signal pienesen fosforylaci na MAPKKK,
ktera dale reverzibilné fosforyluje MAPKK, a ta poté fosforyluje MAPK (Xu a Zhang,
2015).

MAPKKKSs jsou serin/threoninové kinasy fosforylujici dvé aminokyseliny (serin
nebo threonin) v S/T - X3.5- S/T motivu aktivaéni smycky MAPKK. MAPKKs fadime
mezi dudln€ specifické kinasy, které aktivuji MAPKs pies dvojitou fosforylaci

threoninu a tyrosinu T-X-Y motivu aktivacni smycky. MAPKs nalezi do skupiny



serin/threoninovych kinas schopnych fosforylovat $iroky rozsah substrati, vcetné

dalsich kinas nebo transkrip¢nich faktorti (Colcombet a Hirt, 2008) (Obr. 1).

Obr. 1 Schématické zndzornéni MAPK kaskady. Z vnéjsiho prostiedi dojde k zachyceni signalu
prostiednictvim receptoru na plazmatické membraneé. Nasledné je tento signal pienesen
na MAPKKK fosforylaci serinového nebo threoninového residua a pokracuje aktivaci MAPKK
opét pomoci fosforylace serinového nebo threoninového residua. Posledni komponentou drahy
je MAPK, ktera je aktivovana dvojitou fosforylaci threoninu a tyrosinu. Signal je poté pienesen
na koncové substraty.



2.1.2 Klasifikace MAPKSs

2.1.2.1 Mitogen-aktivované proteinkinasy (MAPKS nebo MPKSs)

V kompletni sekvenci genomu Arabidopsis thaliana bylo identifikovano 20 gent
kodujicich MPKs. Tyto MPKs mtizeme rozdélit do ¢ty skupin (A-D). Porovnanim
sekvenci zachovaného motivu aminokyselin TxY Ize MPKs rozd¢lit na dvé podskupiny
podle obsahu kyseliny glutamové (TEY) nebo asparagové (TDY). TEY podskupina
muze byt dale klasifikovana do tii skupin A, B a C, zatimco TDY podskupina tvoii vice
odli$nou skupinu D (Ichimura et al., 2002).

MPKSs z podskupiny A se nejcastéji ucastni environmentalni a hormonalni odpovédi.
Radime zde velmi dobfe charakterizované MPK3 a MPK6. Napiiklad exprese genu
MPK3 je indukovana stresem z prostiedi (Mizoguchi et al., 1996) a protein MPK3
je aktivovan oxidativnim stresem (Kovtun et al., 2000; Shinozaki a Yamaguchi-
Shinozaki, 2000; Bowler a Fluhr, 2000).

2.1.2.2 Mitogen-aktivované proteinkinasy kinasy (MAPKKs nebo MKKSs)

V genomu Arabidopsis se vyskytuje jen 10 genu kodujicich MAPKKS. To znamena,
ze jedina MKK aktivuje hned nékolik MPKs a komunikace mezi jednotlivymi drahami,
které¢ prendSeji signal, mize byt koncentrovdna na této urovni rostlinnych MAPK
kaskad. Porovnanim sekvenci Ize rostlinné MAPKKSs rozdélit do ¢tyt skupin (A-D)
(Ichimuta et al., 2002).

Do skupiny A nélezi MKK1 a MKK2, které jsou regulujicim faktorem MPK4
(Huang et al., 2000). MKK1 je aktivovana fadou stresti, napt. H202 a bakterialnim
elicitorem flagelinem. MKK2 je aktivovana napf. chladem a solnym stresem (Teige
et al., 2004). Zajimavosti je, ze geny pro MAPKKs tazené do skupiny C a D neobsahuji
introny (Ichimura et al., 2002).

2.1.2.3 Mitogen-aktivované proteinkinasy kinasy kinasy

V porovnani s MPKs a MPKKs mé rodina MAPKKKs mnohem vice ¢lenil S vétsi

rozmanitosti v primarni struktufe a sloZzeni domény. MAPKKKSs lze rozd¢lit do tii

zakladnich skupin. V prvni skupiné MEKK-like MAPKKKs bylo identifikovano 10

gent, pro druhou skupinu RAF-like MAPKKKs bylo objeveno 48 geni a do tfeti

skupiny jsou fazeny ZIK-like MAPKKKSs (Colcombet a Hirt, 2008; Ichimura et al.,
4



2002). Skupina MEKK-like mize byt dale rozdélena do c¢tyf podskupin. Prvni
podskupina zahrnuje proteinkinasy AtMEKK1-4. Exprese AtMEKK1 je zvysena
Vv podminkach sucha, vysokého zasoleni a pii dotyku (Mizoguchi et al., 1996).
AtMEKK1 je soucasti signalni drahy MEKKI1-MKK1/MKK2-MPK4, ktera je

aktivovana pii biotickém stresu (Suarez-Rodriguez et al., 2007).
2.1.3 Scaffold proteiny

Scaffold proteiny maji zasadni roli pfi regulaci mnoha signalnich kaskad. Vazbou
nadvé a vice komponent signidlni drdhy mohou pomoci pii pienosu signalu
a pii lokalizaci signalnich molekul ve specifickych ¢astech bunky, jako je plasmaticka
membrana, jadro, Golgiho apardt, endosomy, piipadné mitochondrie. Dale mohou
ptispét ke zvyseni U€innosti signdlni drahy (Shaw a Filbert, 2009).

Scaffold proteiny mohou plnit nejméné ctyfi funkce. Mohou vytvaret oblasti,
na kterych se shlukuji signalni molekuly, lokalizovat signalni molekuly na specifickych
mistech bunky, koordinovat pozitivni a negativni signalni odpovéd kvilli zméné
signalni drahy a chranit aktivované signalni molekuly pfed inaktivaci (Nakanishi et al.,
1997).

Nejbéznéjsi funkci scaffold proteinit je shromazd’ovéani signalnich komponent
kaskady. Koncentraci signalnich komponent lze zvySit ucinnost signdlni kaskady,
a také zvysit specifitu signalu zabranénim faleSné interakci mezi signalnimi proteiny.
Je naptiklad znamo, Ze scaffold protein miize zvysit specifitu fosforylace vazbou
na proteinkinasu a jeji substrat (Levchenko et al., 2000; Ferrell, 2000).

Jako prvni scaffold protein, ktery vaZze kinasové komponenty MAPK kaskady, byl
identifikovan protein S. cerevisiae SteSp. Mutanti, u kterych se tento protein netvofil,
byli sterilni, jelikoz nedochazelo k ptenosu signdlu pres feromonem indukovanou drahu,
ktera je zasadni pro mnozeni kvasinek (Pearson et al., 2001). Je také znamo, Ze funkci
scaffold proteinii mohou plnit i n€které MAPKKKSs, tak jako jiz zminovanda MEKKI,
ktera se vaze na MKK1, MKK2 a MPK4 a usnadiiuje tak pfenos signalu na cilové
molekuly (Ichimuta et al., 1998).



2.1.4 Inaktivace mitogen-aktivovanych proteinkinas

Rozsah a doba trvani aktivace MAPK kaskady je rozhodujicim faktorem
pfi biologickém ucinku. Hlavni roli pfi negativni kontrole MAPK signalni drahy hraji
MAPK fosfatasy (MKPs) (Obr. 2). Pro aktivitu MAPK je nezbytna modifikace rezidui
threoninu a tyrosinu v aktivatnim motivu, defosforylace jednoho z téchto zbytki
enzymy deaktivuje (Obr. 2). RozliSujeme tfi druhy fosfatas, které inaktivuji MAPK.
Protein-tyrosin fosfatasy defosforylujici jen fosfotyrosinové zbytky, serin/threonin
specifické proteinfosfatasy defosforylujici fosfothreonin a nakonec dualné specifické
fosfatasy, které mohou odstranit fosfaty z obou aminokyselinovych zbytkd (Keyse,
2000; Saxena a Mustelin, 2000).

Obr. 2 Reverzibilni fosforylace MAPK. Fosforylaci katalyzuji kinasy, které ptenasi fosfatovou
skupinu za hydrolyzy ATP. Fosfatasy naopak katalyzuji hydrolyzu esterové vazaného fosfatu
a inaktivuji tak MAPK.



2.1.5 Mitogen-aktivované proteinkinasy a reakce na stres

Rostliny Ziji v neustale se ménicim prostiedi, které mize byt nepfiznivé pro jejich rist
a vyvoj. Tyto nepfiznivé podminky jsou zpusobeny jednak biotickym stresem, jako je
infekce rostliny patogenem nebo napadeni bylozravci, a také abiotickym stresem,
ktery mize byt zptisoben suchem, vysokou nebo nizkou teplotou, nedostatkem zivin,
nadbytkem soli nebo ptitomnosti toxickych kovu v pudé (Zhu, 2016).

Kazdy stresovy podnét mize byt vniman jinym zptisobem a spustit tak specifickou
odpovéd. Vystaveni rostlin biotickému nebo abiotickému stresu aktivuje specifické
iontové kanaly a kinasové kaskady (Fraire-Velazquez et al., 2011), dale vede
k akumulaci reaktivnich kyslikovych radikalt (Laloi et al., 2004) a fytohormont (Spoel
a Dong, 2008), jako je kyselina abscisova, kyselina salicylova, kyselina jasmonova
a cthylen. Nasledné reprogramovani genetickych mechanismi vede k pfiméfené
obranné reakci a ke zvyseni odolnosti rostliny (Fujita et al., 2006).

Stres vyvolany nizkou teplotou nebo vysokou koncentraci soli spousti signalni modul
MEKK1-MKK2-MPK4, zatimco pti suchu nebo poranéni je aktivovan modul MKK1-
MPK4. Pii odpovédi na oxidativni stres MKKS5 aktivuje MPK6 a MPK3 (Miles et al.,
2009; Xing et al., 2013). Dalsim signalnim proteinem, jehoz aktivita je spusSténa
oxidativnim stresem, je MAPK fosfatasa 2 (MKP2). MKP2 defosforyluje MPK3
a MPKG6, a tim podporuje toleranci viéi oxidativnimu stresu (Lee a Ellis, 2007).

MPKs jsou soucasti kaskady, ktera hraje zasadni roli v obranné signalizaci
proti patogennim latkam. Tato signalni draha je Spusténa vazbou bakterialniho elicitoru
flagelinu na receptor FLS2, ktery nasledné aktivuje MKK4 a MKKS. Tyto MPKKs
fosforyluji a aktivuji MPK3 a MPK6, coZ vede k expresi genit zodpovédnych za obranu
rostliny (Asai et al., 2002). Transkripce MPK3 genu a kinasova aktivita je aktivovana
také houbovym elicitorem chitinem (Wang et al., 2001; Schenk et al., 2003).



2.1.5.1 Zapojeni mitogen-aktivované proteinkinasy 3 pii abiotickém stresu

Mitogen—aktivovana proteinkinasa 3 (MPK3) je aktivovana riznymi faktory, naptiklad
kyselinou abscisovou (ABA), reaktivnimi kyslikovymi radikaly, elicitory patogent, dale
pfi mechanickém poskozeni, solném stresu nebo nizké teploté. Tato proteinkinasa
ma tedy vyznamnou signalni funkci v odpovédi na ruzné typy stresu v rostlinach
obecné. MPK3 je exprimovana ve svéracich bunikkach priiduchti a podili se na signalizaci
ABA a H20,, ¢imz je regulovano otevirani a zavirani pruducht (Gudesblat et al., 2007).

H20- aktivuje specifickou MAPKKK zvanou ANP1 (Arabidopsis NPK1-like protein
kinase), ktera spousti fosforylacni kaskadu zahrnujici MPK3 a MPK6. Tato MAPK
kaskada ma dvoji funkci pfi regulaci genové exprese. Jednak aktivuje expresi gend,
které chrani rostlinu pted stresem z prostiedi, a dale blokuje aktivitu auxinu, dilezitého
rostlinného hormonu (Kovtun et al., 2000). Auxin je nezbytny pro konrolovany rtst
rostlin a jejich vyvoj. Potlacenim jeho aktivity dochazi k inhibici rastu kotfene
anaruSeni vyvojovych procest. Interakce mezi ROS a auxinem poskytuje rostling
optimalizaci rustu pfi neptiznivych podminkach (Blomster et al., 2011).

MPK3 a MPKG6 jsou dale zapojeny v odpovédi na stres indukovanym tézkymi kovy,
konkrétné kadmiem, a to prostfednictvim akumulace ROS v Arabidopsis (Liu et al.,
2010). Kadmium ma negativni vliv na normalni rust a vyvoj rostlin. Zptusobuje inhibici
rastu kofene, chlorézu lista (Wojcik a Tukendorf, 1999; Nocito et al., 2002),
dale inhibuje otevirani praducht a také fotosyntézu (Nyitrai et al., 2003).



2.1.6 Solny a osmoticky stres

wewvr

Nedostatek vody je jednou z nejzavaznéjSich hrozeb pro preziti rostlin v piirod¢. Sucho
a snim spojeny solny a osmoticky stres rostlinam vyrazné ztézuji zisk vody z pudy.
Rostliny se s nedostatkem vody vyrovnavaji v kratkodobé nebo dlouhodobé odpovédi.
Pti kratkodobé odpovédi dochazi k zavirani priducht, ¢imz se snizi ztrata vody,
ale také dojde k inhibici pfijmu CO2. Proto tato odpovéd’ funguje jako kompromis
mezi zachovanim obsahu vody a pribéhem fotosyntézy. Jako dlouhodobou odpoveéd
rostliny produkuji rizné latky (napi. ionty soli, cukry), které délaji cytoplasmaticky
osmoticky potencial vice negativni, chrani tak buniku a potlacuji rust rostliny. Obecné
plati, Ze pfi nedostatku vody dochdzi ke zna¢né redukci rlistu nadzemni ¢asti rostliny
V porovnani s kofenovou ¢asti (Sharp a Davies, 1989).

Rostliny si vyvinuly systém pro redukci svého ristu pfi rizném stresu, aby tak
usnadnily své preziti. Jednd se tedy o aktivni proces. V piipadé solného stresu
je potlaceni ristu ¢aste¢né zprosttedkovano modulaci represorovych proteini (Achard
et al., 2006).

Do signalizace pfi osmotickém stresu jsou zapojeny mnohé ze sekundarnich
prenaseci, jako jsou Ca®' ionty, ROS, ale také kalcium-dependentni proteinkinasy
a mitogen-aktivované proteinkinasy (Deinlein et al., 2014; Golldack et al., 2014).
V rostlinach Arabidopsis zptsobuje osmoticky stres aktivaci MKKK20. Mutanti
mkkk20 jsou sensitivni na vysoké koncentrace soli a vykazuji vys$i ztraty vody
za podminek sucha ve srovnani s kontrolnimi rostlinami. Potlaceni piepisu tohoto genu
ma rovnéZ za nasledek vyS$8i akumulaci superoxidii. Naopak pii nadexpresi genu
MPKKK20 vykazuji transgenni rostliny odolnost vi¢i solnému stresu. Transkripce
MKKK20 byla zvySena po oSetieni NaCl, mannitolem, sorbitolem a také pii nizkych
teplotach. MKKK20 je zapojena v odpovédi na abioticky stres, zejména na osmoticky
stres prostfednictvim regulace aktivity MPK6 (Kim et al., 2012).

2.1.6.1 Zapojeni MPK3 pii1 osmotickém stresu

Osmoticky stres aktivuje né€kolik mitogen-aktivovanych proteinkinas, které mohou
zprostiedkovat osmotickou homeostdzu a odpovéd’ na detoxifikaci (Zhu, 2002).
Jako dulezity mediator odpovedi rostliny na osmoticky stres byl identifikovan protein
MKK4. Mutanti mkk4 jsou citlivéjsi k vysokym koncentracim soli nez kontrolni rostliny

a vykazuji vétsi ztraty vody pii jejim nedostatku. U téchto mutanti navic dochazi
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k akumulaci ROS. Naproti tomu transgenni rostliny MKK4, u kterych dochazi
k nadexpresi tohoto proteinu, jsou tolerantni k vysokym koncentracim soli a dochazi
unich knizsi ztrat¢ vody (Kim et al., 2011). MKK4 reguluje aktivitu MPK3
v piitomnosti NaCl. Po oSetieni mutanti mkk4 roztokem NaCl doslo ke snizeni aktivity
MPK3 v porovnani s rostlinami divokého typu. U rostlin nadexprimujicich gen MKK4
byla naopak pozorovana zvysena aktivita MPK3. Z toho vyplyva, ze MKK4 je zapojena
vV odpovédi na osmoticky stres prostfednictvim regulace aktivity MPK3 (Kim et al.,
2011).

Pfi vyvoji listu se protodermalni bunky mohou diferencovat na epidermalni bunky
nebo na meristemoidni matefské buiky (MMCs). MMCs jsou definované jako buiiky,
které podstupuji asymetrické bunééné déleni pro vytvotfeni malé trojuhelnikové bunky
zvané meristemoid a velké sesterské buniky. Oba druhy bun¢k mohou projit dalSim
kolem asymetrického bunééného déleni za vzniku svéracich bunék priduchd
a epidermalnich bun¢k (Nadeau a Sack, 2002) (Obr. 3).

Vyvoj priduchil a jejich umisténi je regulovdno geneticky a pomoci signala vnéjsiho
prostfedi. Hlavni roli pfi odpovédi na vnéj$i podminky sehravaji MPK3 a MPKG6
ajejich nadrazené MAPK kinasy MKK4 a MKKS. Ztrata funkce MKK4/MKK5
nebo MPK3/MPK6 narusuje koordinovany vyvoj bun€k v procesu tvorby pruduchu.
Mezi jednotlivymi priduchy se nevytvaii epidermalni bufika. Priduchy tedy nejsou
oddéleny a dochazi k jejich shlukovani. Naopak aktivace kaskady MKK4/MKKS5-
MPK3/MPK6 zpisobuje potladeni asymetrického déleni bunc¢k a specificky vyvoj
priduchti. To vede Kk nedostatecné diferenciaci praduchta. Modul MKK4/MKKS5-
MPK3/MPK6 je regulovan proteinkinasou YODA (YDA), ktera nalezi do tiidy
MAPKKK (Wang et al., 2007). Exprese genu YDA reguluje zakladni vyvoj bunék
v epidermis Arabidopsis. Pokud dojde k potlaceni exprese tohoto genu, buriky vstupuji
do vyvojové drahy tvorby priduchi a vznikaji tak priduchové klastry. Naopak pokud
je gen YDA exprimovan neustale, vSechny buiky se vyviji jako epidermalni a praduchy
nejsou na listech viibec pfitomny. Normalni exprese tohoto genu je tak nutna k udrzeni
rovnovahy mezi proliferaci a diferenciaci meristemoidt (Bergmann et al., 2004).

Modul MKK4/MKK5-MPK3/MPK6 ma dualni funkci. Kromé zapojeni pii vyvoji
praduchii se rovnéz ucastni odpovedi na bioticky i abioticky stres. Jelikoz tento signalni
modul zajistuje optimalni pomér mezi priduchy a epidermalnimi bunkami, coz

je dulezité pro spravny vyvoj rostlinného organizmu, jeho aktivace je velmi dulezita
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pro odolnost rostliny na oba druhy stresu (Tena et al., 2001; Zhang a Klessig, 2001;
Nakagami et al., 2005; Pedley a Martin, 2005).

Hlavnim pozitivnim regulatorem putisobicim pii vyvoji pruducht je transkripéni
faktor SPEECHLESS (SPCH), ktery je jako substrat fosforylovan vySe zminovanou
drahou YDA-MKK4/5-MPK3/6 (MacAlister et al., 2007; Pillitteri et al., 2007; Pillitteri
a Torii, 2012; Pillitteri a Dong, 2013). Rostliny Arabidopsis v odpovédi na osmoticky
stres post-transkripéné snizuji hladinu proteinu SPCH, ¢imz dochazi k redukci pocétu
praduchii, misto kterych vznikaji epiderméalni buiiky (Obr. 3). Rostlina je tak chranéna
pfed nechténym ubytkem vody, ale zaroven dochézi k inhibici jejiho ristu pravé vlivem

stresu (Kumari et al., 2014).

Sesterska bunka
Meristemoid

o
\9&60
" P

Sesterska ~ 4 /

Protodermalnl / MMC bunka Epndermalm bunka l/

burnka o |
Ztréta fuknce SPCH Svéraci bufiky (GC)

Epndormalnu buiika
Epidermalni buiika

Obr. 3 Popis geneticky naprogramované drahy epidermalniho vyvoje listu. Meristemoidni
matefské buiiky (MMCs) odvozené z protodermalnich buné€k jsou prekurzory svéracich bunck
praduchii (GC). Pro vyvoj priduchi je nezbytna aktivace transkripéniho faktoru SPEECHLESS
(SPCH). U spch mutantd se vSechny protodermalnich butiky diferencuji v epidermalni buiiky
a nedochazi tak k vyvoji praducht (ptevzato z Kumari et al., 2014).
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2.2 Nastroje pro upravu genomu eukaryotickych organismi

Pro vyzkumné ucely je vyuzivan pristup tzv. editace genomu, ktery muZzeme nalézt
ve studiich zaméfenych na funkéni genomiku, transgenni organismy a genovou terapii.
Editace genomu je zalozena na navrzenych, programovatelnych a vysoce specifickych
nukleasach. Tyto nukleasy mohou zpusobit lokalni zmény v genomu organismu
pfes DNA domény, jez se specificky vazi na sekvenci DNA, a pfes DNA domény,
které nespecificky stépi DNA. Tyto chimérni nukleasy umozniuji piesné a ucinné
genetické zmény vytvorenim cilenych dvouvlaknovych zlomt (double-strand breaks,
DSBs), které stimuluji bunééné opravné mechanismy DNA vedouci k reparaci zlomi.
Dochazi tak k vytvoifeni inzerce, delece nebo substituce na pozadovaném misté (Zhang
et. al, 2014).

Existuji dva obecné zpuisoby opravy DSBs, mezi které patii nehomologni spojovani
volnych konc (non-homologous end joining, NHEJ) a homologni rekombinace
(homologous recombination, HR) (Wyman a Kannar, 2006). Pii NHEJ opravné draze
DSBs dochazi ke spojeni dvou zlomenych koncti dohromady. Neni tak vyuZzivan
homologni templat, a tak typicky dochazi k zavedeni malé inzerce nebo delece v misté
zlomu. Takové zmény Casto vedou k posunuti ¢teciho ramce a k naslednému vytazeni
funkce genu. Naopak HR je opravna cesta zavisla na templatu. Pfidanim donorového
homologniho templatu pomoci specifické nukleasy nasledné dochazi Kk vlozeni
donorové molekuly DNA do cilového mista a k jeho opravé. Tento pfistup umoznuje
inzerci jednoho nebo vice transgenti, jakoz i substituci jednoho nukleotidu (Gaj et. al,

2013).
2.2.1 Indukce DSBs umélymi nukleasami

Vznik DSBs v cilovém genu vyzaduje navrzeni nukleas, které mohou zpusobit zlomy
na vybraném misté v genomu (Puchta a Fauser, 2014; Voytas, 2013). Pro tyto Gcely
byly navrzeny Ctyfi typy nukleas. Do prvni tfidy fadime modifikované meganukleasy
odvozené od navadéjicich endonuklas, jako je I-Scel (Colleaux et al., 1986). Dalsim
typem jsou nukleasy zinkovych prsti (Zinc Finger Nucleases, ZFNs), coz jsou prvni
programovatelné nukleasy odvozené od transkripcnich faktori s motivem zinkovych
prstd (Kim et al., 1996). Tretim typem nukleas jsou efektorové nukleasy typu TALEN
(Transcription Activator-like Effector Nucleases) odvozené od patogenni bakterie rodu

Xanthomonas, ktera poskytuje vice moznosti pii vybirani cilové sekvence nez ZFNs
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(Boch et al., 2009; Moscou a Bogdanove, 2009). Nedavno se stal dostupny také Ctvrty
typ navrzenych nukleas, a to CRISPR/Cas systém (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromid Repeat/CRISPR Associated System). Je odvozen od adaptivniho
imunitniho systému bakterii a archae, ktery degraduje invazni cizorody plasmid nebo

viralni DNA (Wiedenheft et al., 2012).
2.2.1.1 Meganukleasy

Zakladni mechanismy opravy DSBS V rostlinném genomu byly objasnény pouzitim
fizenych endonukleas I-Scel. Tyto meganukleasy byly objeveny v mitochondriich
kvasinek (Jacquier a Dujon, 1985) a jejich pouzitelnost pro opravu DSBs byla
demonstrovana in vivo vyuzitim molekul plasmidu v protoplastu modelové rostliny
Nicotiana (Puchta et al., 1993).

I-Scel je monomerni meganukleasa, ktera po navazani odstfihne rozpoznavaci misto
o velikosti 18 nukleotidi (Obr. 4). Mezi dal$si meganukleasy fadime I-Crel. Jedna
se 0 dimer, ktery rozpoznava vazebné misto o velikosti 21 nukleotida (Obr. 4).
Pro rozpoznani uméle vytvofenych cili vSak musela byt DNA vazebnd doména
meganukleasy I-Crel modifikovana (Puchta a Fauser, 2014).

Enzymy I-Crel byly uspésné pouzity pro mutagenezi zprosttedkované pomoci NHEJ
v kukutici (Gao et al., 2010), dale pro vystépeni transgenni sekvence v Arabidopsis
(Antunes et al., 2012) a také pro skladani gent v baviniku (D’Halluin et al., 2013).

18nt 21 nt

Obr. 4 Piirozené¢ se vyskytujici meganukleasy I-Scel a I-Crel. 1-Scel je monomerni
meganukleasa, kterd se vaze na rozpoznavaci misto o velikosti 18 nt, kde dochazi k sestfihu
DNA. I-Crel je dimerni meganukleasa rozpoznavajici 21 nt vazebné misto (pievzato z Puchta
a Fauser, 2014).

13



2.2.1.2 Nukleasy zinkovych prsti (ZFNs)

Nukleasy s motivem zinkovych prstt byly vyvinuty jako G¢inny nastroj pro manipulaci
genomu. Pomoci ZFNs bylo provedeno mnoho experimentt, které prokazaly obrovsky
potencial umélych nukleas obecné. Tyto nukleasy byly plivodné vyvinuty skupinou
Srinivasana Chandrasegarana (Kim et al,.1996) a Dana Carrolla (Smith et al., 2000)

ZFNs jsou enzymy skladajici se ze dvou nezavislych casti: endonukleasové domény
restrik¢niho enzymu FoKI pochazejiciho z Flavobacterium okeanokoites a vazebné casti
zinkového prstu, kterd se vyskytuje u transkripénich faktorti (Kim et al., 1996; Smith
et al., 2000). DNA vazebna doména ZFNs je obvykle slozena ze tii az ¢tyf vazebnych
oblasti, které rozpoznavaji tfi nukleotidy jdouci po sobé. Na monomer proteinu miize
byt celkové rozpoznano 9-12 nukleotidi sekvence DNA. Aby se enzym stal aktivni,
musi dojit k dimerizaci dvou domén endonukleasy Fokl. Teprve potom muze dojit
k sestfihu dvojvlakna DNA (Puchta a Fauser, 2014) (Obr. 5).

Rozhodujicim prilomem pro editaci gent V rostlinnych butikdch bylo prokézani,
7e ZFNs lze pouzit pro tzv. cileni gent (gene targeting, GT). Pomoci obnoveni funkce
defektniho markerového genu pro B-glukuronidasu (GUS) v protoplastech tabaku bylo
demonstrovano, ze frekvence GT lze zvysit pomoci ZFNSs Vv porovnani s nahodnou
integraci (Wright et al., 2005). Dale bylo prokazano, ze ZFNs lze pouzit k pfeméné
uméle zavedeného restrik¢niho mista v genomu Arabidopsis za pouziti NHEJ (Lloyd
etal., 2005). V tabaku byly ZFNs pouzity ke zprostfedkovani GT na endogenni
rostlinné geny, konkrétné geny pro acetohydroxykyselinové syntasy (SURA a SuRB).
Specifickou mutaci téchto genii se rostlina muze stit rezistentni na imidazolové
a sulfonylmocovinové herbicidy (Townsend et al., 2009). Dalsim piikladem je vyuziti
ZFNs pro GT genu IPK1 kukufice, ktery koduje inositol-1, 3, 4, 5, 6 -pentakisfosfat-2-
kinasu. Jedna se o enzym katalyzujici kone¢ny krok pii biosyntéze fytatu v semenech
kukutice (Sun, Y. et al., 2007). Mutace tohoto genu je dilezita pro redukei fytatu, ktery
prispiva ke zneciSténi Zivotniho prostiedi a sniZzuje vyuZitelnost dilezitych Zivin
(Raboy, 2015; Stevenson-Paulik et al., 2005).

I kdyz se ZFNs staly u¢innym nastrojem pro editaci rostlinného genomu, byly
vyvinuty novéj$i a mnohem dostupnéjsi nastroje pro indukci DSBS na specifickych
mistech. Uméle navrZzené nukleasy se obecné€ potykaji s problémem, ze mohou prerusit

dalsi oblasti v genomu, které jsou podobné, ale ne identické s cilovym mistem.
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Nasledkem mohou byt mutace, které by vedly knevyzddanym vedlejsim efektim
(Voytas, 2013).

Dalsi nevyhodou je vétsi ¢asova naro¢nost konstrukce ZFN nez u systémt TALEN
nebo CRISPR/Cas. Rovnéz se jedna o méné univerzalni systém, jelikoz navrh konkrétni

ZFN je casto omezen nevhodnosti cilové sekvence (Puchta a Fauser, 2014).

~9nt ~9nt

Obr. 5 Nukleasy zinkovych prsta (ZFNs) funguji pouze ve formé dimert. Tyto enzymy se
skladaji ze dvou nezavisle navrzenych podjednotek. Kazda podjednotka je rozdélena na DNA-
vazebnou doménu a nukleasovou doménu. Nejcastéji se jako endonukleasa pouziva
heterodimerni verze enzymu Fokl. Rada tif aZ étyt zinkovych prsti je spojena s DNA-vazebnou
doménou a kazdy zinkovy prst rozpoznava 3 nt. DNA rozpoznavaci misto tak muze byt
charakterizovano 9-12 nukleotidy (pfevzato z Puchta a Fauser, 2014).
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2.2.1.3 Endonukleasy typu TALEN

TALEN (Transcription Activator-like Effector Nucleases) systém je spojen s bakterii
rodu Xanthomonas. Tato patogenni bakterie napada plodiny jako je ryze, paprika
nebo rajce a zpusobuje tak znacné ztraty v zemédelstvi. Bylo zjisténo, Zze pii napadeni
rostliny bakterie vylucuji efektorové proteiny (TALEs) do cytoplasmy rostlinnych
bunék. To ma za nasledek ovlivnéni probihajicich bunéénych procesti a zvySeni
nachylnosti rostliny k patogenu. Efektorové proteiny jsou schopny vazat se na DNA
a aktivovat tak expresi cilovych gend podobné jako transkripéni faktory Vv
eukaryotickych bunkach (Nemudryi et al., 2014).

TALE proteiny jsou sloZzeny z centrdlni domény odpovédné za vazbu na DNA
a domény, ktera aktivuje transkripci cilového genu (Schomack et al, 2006). DNA-
vazebna doména obsahuje vysoce konzervovanou sekvenci slozenou z 33-35
opakujicich se aminokyselin, z nichz kazda 12. a 13. aminokyselina je variabilni, a je
tak zodpovédna za rozpoznani jednotlivého nukleotidového péaru. Tim je zajiSténa
specifita §tépeni. Variabilni aminokyselinova residua se mohou vazat na nékolik
nukleotidi s riznou ucinnosti (Lamb et al., 2013). Soucasti TALE nukleas je
katalytickd doména, ktera je odvozena od endonukleasy FokI a $tépi DNA pouze
jako dimer stejné jako v ptipadé ZFNs (Li et al., 2011) (Obr. 6).

Nukleasy typu TALEN nasly vyuziti zejména pii editaci genomu u rostlin. Pomoci
téchto nukleas byla naptiklad zavedena mutace v promotoru genu OSSWEET14 z ryze.
Tento gen koduje jeden ze SWEET transportéri zajistujici vyluCovani sacharosy a je
zodpové€dny za sensitivitu v0i¢i houbové plisni. Mutaci vazebného motivu
pro transkripéni faktor patogenu byla zvySena odolnost ryze vaci bakterialnimu
onemocnéni (Li et al., 2012). Dale byla tato metoda pouzita pro cilené vyfazeni
nékolika gent v Brachypodium (Shan et al., 2013), a také pro zavedeni mutaci

v genomu je¢mene (Wendt et al., 2013).
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Obr. 6 Schéma endonukleas typu TALEN. Jedna se o dimerni enzymy, které jsou strukturné
velmi podobné nukleasam zinkovych prsti. Jako nukleasova doména je pouzita opét
endonukleasa Fokl. DNA-vazebna doména se sklada z aminokyselinovych repetic specifickych
vzdy pro ur¢ité nukleotidy (pfevzato z Puchta a Fauser, 2014).

2.2.1.4 CRISPR/Cas systém

Segmenty nahromadénych pravidelné rozlozenych kratkych palindromickych repetic
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromid Repeat, CRISPR) a jejich
asociované proteiny (CRISPR-asociated proteins, Cas) ptedstavuji adaptivni imunitni
systém bakterii a archaea. Tento systém umoziiuje organismim reagovat na invazni
geneticky material a odstranit jej. V roce 1980 byly tyto repetice objeveny v E. coli
(Ishino et al., 1987), nicméné jejich funkce nebyla dlouho potvrzena. Az v roce 2007
se podafilo prokazat, Ze Streptococcus thermophilus je schopen ziskat rezistenci vuci
bakteriofdgu integraci genomového fragmentu infekéniho viru do CRISPR lokusu

(Barrangou et al., 2007).

Klasifikace CRISPR/Cas systému

CRISPR/Cas systém lze rozdélit do dvou hlavnich tfid, které jsou dale klasifikovany
na Sest typi a né€kolik podtypi. Toto rozdéleni je zaloZzeno na vyskytu efektorovych Cas
proteind, které S$tépi cizorodou DNA. V 1. tfid¢ obsahujici typ I, Il a IV se efektorovy
modul sklada z multiproteinovych komplext, zatimco 2. tfida obsahujici typ I, V a VI
vyuziva jediny efektorovy protein (Makarova et al., 2015).

Nejvice pozornosti je vénovano pravé Cas nukleasam typu Il. V tomto systému
dochazi ke §tépeni invazni virové DNA nebo plasmidii na kratké fragmenty, které jsou

vmezefeny do CRISPR lokusii uprostied fady kratkych repetic (okolo 20 bp). Mista jsou
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transkribovana a transkript je poté dale zpracovan pro vytvoreni tzv. crRNA (CRISPR
RNA), ktera slouzi k navadéni efektorovych Cas endonukleas. Ty se poté mohou vazat

na invazni DNA na zakladé komplementarity bazi (Jinek et al, 2012).
Molekularni mechanismus CRISPR/Cas9

Objasnénim molekularniho mechanismu typu II CRISPR/Cas systému pochézejiciho
z bakterie Streptococcus pyogenes doslo k odhaleni jednoduchého tfislozkového
systému. Protein Cas9 je nukleasa schopna s§tépit dvojvlakno DNA a sklada se ze dvou
specifita je fizena crRNA, ktera se vaze piimo na sekvenci cilové DNA o velikosti 20 nt
nazyvanou protospacer (Obr. 7). Pro vazbu a nasledné Stépeni nukleasou Cas9 je
potiebny dalsi 3-nukleotidovy prvek oznacovan jako motiv piilehly k protospaceru
(protospacer-adjacent motif, PAM) s dinukleotidem guaninu (NGG) za cilovou
sekvenci. Znamena to, Ze nukleasa Cas9 muze byt cilena na kazdou sekvenci piesahujici
23 nukleotidl a kon¢ici dvéma guaniny. Transaktiva¢ni CrRNA (tracrRNA) interaguje
s crRNA a dochazi tak K jejich fizi za vzniku chimérni single-guide RNA (sgRNA),
ktera slouzi k navedeni Cas9 kcilové sekvenci, kde dojde ke Stépeni DNA a

naslednému vzniku DSBs (Jinek et al, 2012) (Obr. 7).

PAM motiv
NGG

Cas9

-3
sgRNA

-

20 nt
(+ PAM motiv)

Obr. 7 Schéma CRISPR/Cas systému. Nukleasa Cas9 tvoii komplex s chimérni sgRNA (single-
guide RNA), kterd je zodpoveédna pravé za specifitu nukleasy Cas9. V tomto systému je
rozpoznavaci misto definovano tzv. protospacerem o velikosti 20 nt koncici motivem NGG,
ktery je oznacovan jako tzv. PAM motiv. sgRNA navadi Cas9 nukleasu na protospacer
na zékladé komplementarity bazi (pfevzato z Puchta a Fauser, 2014).
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Vyuziti CRISPR/Cas systému

Vysoka tuéinnost a nenarocnost CRISPR/Cas9 systému vedla k jeho Sirokému vyuziti
napf. v zemédé€lstvi. Tento nastroj byl pouzit nejen k Upravé genomu modelovych
rostlin jako je Arabidopsis thaliana nebo Nicotiana benthamiana (Song et al., 2016),
ale také u plodin jako je ryze, pSenice, rajée, hlavkovy salat nebo brukev (Lawrenson
et al., 2015; Woo et al., 2015; Karkute et al., 2017).

Naptiklad u rajcete bylo nezéavisle na sob& upraveno 18 rtiznych genti. Jednim z gent
je ARGONAUTETY (SIAGQY7), ktery je zapojen ve vyvoji listu. Ztrata funkce tohoto genu
se projevila tim, ze listy vypadaly jako jehlice nebo byly zvrasnélé (Brooks et al.,
2014).

Systém CRISPR/Cas9 byl také pouzit pro zlepSeni vlastnosti zeleninovych plodin.
Vyuzitim systému CRISPR/Cas9 byl identifikovan gen zodpovédny za partenokarpii
neboli bezsemennost. Mutace genu SIAGAMOUS-LIKE 6 (SIAGL6) umoziuje rajéeti
produkovat plody pfi tepelném stresu. Tato mutace ma za néasledek fakultativni
partenokarpii projevujici se tvorbou bezsemennych plodi (Klap et al., 2017).
CRISPR/Cas syst¢ém byl také vyuzit pro zlepSeni kvality brambor. Kvalita Skrobu
obsazené¢ho v bramborach je dilezitym faktorem pro vybér potravin i pro technické
vyuziti (Klosgen et al., 1986). Skrob je zasobni polysacharid slozeny ze dvou riiznych
polysacharidii amylosy a amylopektinu. Upravenim poméru téchto dvou slozek dojde
ke zmén¢ vlastnosti $krobu (Zeeman et al., 2010). Za syntézu amylosy je zodpovédny
enzym GBSS (granule-bound starch synthase), ktery je v bramborech a vétSing
ostatnich rostlin kddovan jednim lokusem (GBSSI) majici ¢tyfi alely. Uml¢enim funkce
genu GBSSI tak bylo dosazeno produkce brambor s vysokym obsahem amylopektinu.
(Andersson et al., 2017).

CRISPR/Cas9 je rovnéz dllezitym nastrojem pro navozeni rezistence viici virovym
onemocnénim. V genomu rostlin se nachazi geny dilezité pro odolnost rostlin
vuci onemocnéni, ale i1 geny, které jsou vi¢i nemocem sensitivni. Vyfazenim
ptislusného sensitivniho genu se rostlina stava rezistentni vici ur€ité chorobé. Tohoto
bylo dosazeno v rajéeti vyfazenim genu Mildew resistant locus o 1 (SIMlol) z ¢innosti,
ktery rostliné udé€luje vnimavost vuci houbé Oidium neolycopersici zptisobujici
plisiovou chorobu. (Nekrasov et al., 2017). Mutaci genu SIMIol ve dvou mistech

pomoci dvou sgRNA doSlo k vytvofeni rajete rezistentniho vici této chorobé
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(Nekrasov et al., 2017). Podobny pfistup byl pouzit ke vzniku rezistence vici plisiové
chorobé u psenice (Wang et al., 2014).
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2.3 Modelovy organismus Arabidopsis thaliana

Jiz po desetileti je rostlina Arabidopsis thaliana pouzivana jako modelovy organismus
pro biologicky a geneticky vyzkum. Tato jednoduchd krytosemennd rostlina je
vhodnym modelem nejen pro rostlinnou biologii, ale také pro feSeni zésadnich otazek
biologické struktury a funkce spolecné vSem vysSim rostlinam (Meyerowitz a
Somerville, 1994). A.thaliana byla poprvé vybrana jako modelovy geneticky
organismus Friedrichem Laibachem v Evropé a pozdé&ji detailnéji studovana Redéiem
ve Spojenych statech (Laibach, 1943; Rédei, 1970). Posun smérem k Arabidopsis ziskal
dynamiku na zacatku 80. let po vydani podrobné genetické mapy (Koornneef et al.,
1983) a publikace, ktera popisuje hodnotu Arabidopsis pro studium rostlinné fyziologie,
biochemie a vyvoje (Meike a Sussex, 1979; Koornneef, 1980; Somerville a Ogren,
1979). Toto bylo doprovdzeno dvéma vyznamnymi pokroky, a to navrzenim
transformacéniho protokolu (An et al., 1986; Lloyd et al., 1986; Feldmann a Marks,
1987) a demonstraci malého genomu Arabidopsis pfistupného pro podrobné
molekularni analyzy (Meyerowitz a Pruitt, 1985).

Diky své stresové toleranci a prizpusobivosti lze tuto rostlinu nalézt v riznych
klimatickych oblastech a stanovistich. Jeji populace se vyskytuji v Evropé, Asii a
Africe. Nalezena byla i v Severni Americe a Australii, kam se pravdépodobné dostala
z Evropy (Meyerowitz a Somerville, 1994).

Jako modelovy organismus byla Arabidopsis vybrana také kvili snadné kultivaci
v podminkach in vitro i v podminkach in vivo. Cely Zivotni cyklus této rostliny je
dokoncen za 6 az 8 tydnu (Obr. 8). Kratky genera¢ni cyklus nam tak umoziuje ziskat 6—
8 generaci do jednoho roku. A. thaliana je samosprasna, jedind rostlina tak mize
produkovat stovky az tisice semen. V dalsi generaci je tedy mozné dosdhnout stejného
poétu potomku, coZz se vyuziva v genetické analyze (Meike et al., 1989). Hlavni
vyhodou je vSak velikost a struktura genomu této rostliny. V jadfe se nachazi 5 part
chromozoml a haploidni genom obsahuje 125x10° paru bazi. V porovnani s ostatnimi
modelovymi organismy je genom Arabidopsis thaliana 25krat vEétsi neZz genom
Escherichia coli, 10krat vétsi nez genom kvasinky Saccharomyces cerevisiae, je
srovnatelny s genomem zivo¢isného modelového organismu Drosophila melanogaster a

pfiblizng 26krat mensi nez lidsky genom (Repkova, 2007).
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Obr. 8 Zivotni cyklus Arabidopsis thaliana. (A) A. thaliana v rtiznych stadiich svého Zivotniho
cyklu, od semene (dole vlevo) pies semenacek (staéi 11 dni), rostlinu ve vegetativnim obdobi
(stafi 39 dnit), az po rostlinu v reprodukénim obdobi (staii 45 dni). (B) Kvét. (C) Pylové zrno.
(D) Zralé sesule (ptevzato z Kramer, 2015).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materidly
3.1.1 Pouzité pfistroje

Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG)

Automatické pipety (Eppendorf)

Dokumentaéni zafizeni Geldoc™ EZ systém (Bio-Rad)
Fytotron (Weiss Gallenkamp)

Horizontalni agarosova elektroforéza (Bio-Rad)

Chemidoc™ MP systém (Bio-Rad)

Chlazena centrifuga (Beckman)

Laboratorni digestot (M 1200, MERCI)

Magneticka michacka (MSH-420, BOECO)

NanoDrop™ Lite spektrofotometr (Thermo Fisher Scientific)
pH metr (PC 2700, Eutech Instruments)

Predvazky (S1502, BEL Eingeneering)

Termoblok (CHB-202, Bioer)

Thermocycler (MyCycler™ Personal Thermal Cycler Bio-Rad)
Ttepacka (Labnet)

UV/Vis Spektrofotometr (DU 700, Beckman Coulter)
Vertikalni elektroforéza denaturovanych proteini SDS-PAGE (Bio-Rad)

3.1.2 Software pro zpracovani vysledkt

ApE
ImagelLab
EPSONSscan

3.1.3 Enzymy a chemikalie

Standardy pro elektroforézu

e GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad, USA)
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Protilatky pouzité pro Western blot

Primarni protilatka proti MPK3 produkovana v kralikovi (rabbit anti-MPK3)
(Sigma, USA)
Sekundarni protilatka proti kralici primarni protilatce produkovana v koze (goat

anti-rabbit) znacena kienovou peroxidasou (HRP) (Novex™, USA)

Pouzité kity

PCR Purification Kit (250) (QIAGEN, Némecko)
Phire Plant Direct PCR kit (Thermo Fisher Scientific, USA)

Dalsi pouzité chemikalie

4x vzorkovaci Laemmli pufr, 5Xx M-MVL RT pufr (Promega, USA), M-MLV
reverzni transkriptasa (Promega), 6x Gel Loading Dye (Thermo Fisher
Scientific), 10x Dream Taq pufr (Thermo Fisher Scientific), agarosa (Sigma),
BCP (Sigma), Bradfordovo ¢inidlo (Serva, Némecko), Dream Taq polymerasa,
EDTA (Sigma), ClarityTM Western ELC Substrat (Bio-Rad), 96% etanol
(Sigma), 70% etanol (Sigma), fluorid sodny (Sigma), fosfinotricin (Duchefa,
Nizozemi), guma gellan (Sigma), glycerol (Sigma), HEPES (Duchefa),
hydroxid draselny (Sigma), chlorid hote¢naty (Sigma), chlorid sodny (Sigma),
inhibitory proteas a fosfatas - Complete™, DTT (Roche, Svycarsko), Pefablock
(Roche, Svycarsko), PhoStop™ (Roche), isopropanol (Sigma), kyselina octova
(Sigma), B-merkaptoetanol (Sigma), MES (Sigma), Midori green DNA Staining
Solution, metanol, Murashige-Skoog médium bez vitamind (Duchefa), inhibitor
RNas RNasin® (Promega, USA), sacharosa (Sigma), SDS (Sigma), TRI
Reagent® Solution (Sigma), Tris (Sigma), Tween20 (Sigma).
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3.1.4 Slozeni médii a roztokl
2 Murashige & Skoog médium (72 MS) bez vitamint (1 1)

e 2,2 g Murashige-Skoog média bez vitamint
e 10 g sacharozy

e 1gMES

e 0,6% gumy gellan

Roztok byl doplnén dH20 na kone¢ny objem 1 | a pH bylo upraveno na 5,8 pomoci
1 M KOH. Poté byl roztok nalit do lahvi obsahujicich gumu gellan a sterilizovan

autoklavovanim.
50x TAE pufr pro agarosovou elektroforézu (1 1)

o 242gTris
e 57,1 ml ledové kyseliny octové

e 100ml0,5M EDTA (pH 8,0)
Extrakéni pufr E (100 ml)

e 1,19 g HEPES, pH 7,5 (NaOH)
e 0,43 g NaCl

e 0,038gEGTA

e 100 ul 1M MgCl,

e 0,004 g NaF

e 10 ml glycerolu

Ptipraveny extrakcni pufr E byl sterilizovan pomoci filtru s velikosti port 22 um.
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Pted pouzitim byl extrakéni pufr E doplnén inhibitory proteas a fosfatas. Na 1 ml pufru

bylo ptidano:

e 1ulIMDTT

e 20 pl Pefablock

e 20 ul Complete™
e 100 ul PhoStop™

10x elektrodovy pufr (1 1)

e 30gTris
e 144 gglycinu
e 109gSDS

Transferovy pufr (1 1)

o 242q9Tris
e 112,6 gglycinu

10x TBS pufr (1 1)

o 249 Tris/HCI, pH 7,4-7,6
e 80g NaCl

1Xx TBS-T pufr (1 1)

e 100 ml 10x TBS

e 1 ml Tween 20
Ponceau S (100 ml)

e 0,001 g Ponceau S rozpustén v 5% kyselin€ octové
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3.1.5 Rostlinny material

Arabidopis thaliana, ekotyp Columbia (Col-0)

Arabidopsis thaliana — mutant mpk3-4/2 s T-DNA inzerci v promotorové oblasti genu
MPKS3 (SAIL_873_G05, Sessions et al., 2002)

Arabidopsis thaliana — mutant mpk3-1 s T-DNA inzerci v koédujici sekvenci genu
MPK3 (SALK_151594, Alonso et al., 2003)

Arabidopsis thaliana — heterozygotni mutant mpk3-5, linie 1/14, generace T2

ptipraveny metodou CRISPR/Cas9 s mutaci v prvnim exonu genu MPK3

Arabidopsis thaliana — heterozygotni mutant mpk3-5, linie 1/17, generace T2

ptipraveny metodou CRISPR/Cas9 s mutaci v prvnim exonu genu MPK3
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3.2 Metody

3.2.1 Povrchova sterilizace semen Arabidopsis thaliana

Semena A. thaliana byla sterilizovana v laminarnim boxu. 100 ul semen bylo odsypano
do zkumavky o objemu 1,5 ml a pomoci pipety byl pfidan 1 ml 70% etanolu. Suspenze
byla inkubovana po dobu 5 min za neustalého tfepani. Po uplynuti inkubac¢ni doby byl
etanol ze zkumavky odpipetovan a nasledné byl ptidan 1 ml 96% etanolu. Suspenze
byla protfepavana po dobu 1 min. Po usazeni semen na dné zkumavky byl etanol
odpipetovan. Nasledovalo promyvani sterilni destilovanou vodou. Semena byla
promyvana dvakrat v 1 ml dH20 vzdy po dobu 5 min. Nakonec byla semena s vodou
pomoci Spicky se sestfihnutym koncem pfepipetovana na sterilni filtraéni papir
umistény v Petriho misce. Po uschnuti filtra¢niho papiru byla Petriho miska uzaviena

parafilmem a skladovana v lednici.
3.2.2 Seti semen Arabidopsis thaliana

Semana A. thaliana byla vysévana na ctvercové Petriho misky s 2 MS médiem
V laminarnim boxu. Petriho misky byly nasledné uzavieny prodysnou lepici paskou
a uchovany v lednici pti 4 °C ptes noc. Uchovani semen pii nizké teploté se provadi
kvili procesu stratifikace. Poté¢ byly misky pfemistény do fytotronu a kultivovany

pii teploté 23 °C a fotoperiodé 16 hod svétlo/8 hod tma.
3.2.3. Selekce mutantnich rostlin A. thaliana mpk3-5 v T2 generaci

Ze ¢trnactidennich semenacku A. thaliana rostoucich na kontrolnim 2 MS médiu byl
asepticky odstiithnut list a pfenesen na selekéni 2 MS médium s pfidavkem 50 uM
fosfinotricinu. Selekce probihala ve fytotronu pii vy$e uvedenych podminkach po dobu

sedmi dnti. Vysledky selekce byly zdokumentovany na fotoaparat.
3.2.4 Extrakce genomové DNA (gDNA)

Do 0,6 ml mikrozkumavky bylo napipetovano 20 ul dilu¢niho pufru. Z vyselektovanych
mutantnich rostlin byl odebran list, pfenesen do mikrozkumavky s pufrem a rozdrcen
Spickou. Mikrozkumavky byly ponechany na ledu po dobu 1 hod. Extrahovana gDNA
byla nasledné pouzita jako templat pro PCR.
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3.2.5 Polymerasova fetézova reakce (PCR)

Pro amplifikaci sekvence genu MPK3 byla pfipravena reakéni smés obsahujici 25 ul 2x
Phire Plant PCR pufru s ptidavkem nukleotidt (dNTPs), 0,5 uM forward primeru (FP),
0,5 uM reverse primeru (RP) a templatu 3 pl gDNA. Reak¢ni smés byla doplnéna
na celkovy objem 50 ul deionizovanou vodou pro PCR. Nakonec byl pfidan 1 ul DNA
polymerasy Phire Il. Sekvence pouzitych primerti je uvedena v Tab. 1. Podminky
pro PCR byly nastaveny podle Tab. 2.

Tab. 1 Sekvence primert pouzitych pii PCR

FP 5¢-GGC TCT AAT CTC AAC CAC ACG A-3¢

RP 5°-CTC AGA GAA GGA AAC ATA CCA AAC G-3¢

Tab. 2 Nastaveni cykld PCR reakce

Krok cyklu | Faze Teplota Cas Pocet cykla
1 Pocate¢ni denaturace | 98 °C 5 min 1

2 Denaturace 98 °C 5s

3 Annealing primert 60 °C 5s 36

4 Elongace 72°C 20s

5 Finalni elogance 72 °C 1 min 1
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3.2.6. Agarosova elektroforéza

Amplifikace genu MPK3 byla ovéfena elektroforézou Vv 1% agarosovém gelu.
Z celkového objemu PCR reakce bylo odebrano 5 ul a ke kazdému vzorku byl pridan
1 ul 6x DNA Gel Loading Dye. Pro vizualizaci DNA bylo do 75 ml agarosového gelu
ptidano 3,75 pl barviva Midori Green DNA Staining Solution. Elektroforeticka vana
s gelem byla naplnéna 1x TAE pufrem a elektroforéza probihala po dobu 40 min
pii konstantnim napéti 100 V. Vysledek byl vyhodnocen pomoci dokumentacniho

zatizeni Geldoc™ EZ systému za pouziti softwaru ImageLab (Bio-rad).

3.2.7 Purifikace DNA

Pro pieisténi PCR produktu byl pouzit PCR Purification Kit (250). Do 2 ml
mikrozkumavek byl napipetovan PB pufr o objemu Snasobku PCR reakce a cely objem
PCR reakce. Objem mikrozkumavky byl pfepipetovan do kolonek a centrifugovan
podobu 1 min pfi 13 000 rpm. Nasledné byl supernatant odlit a do kolonky bylo
ptidano 750 pl PE pufru. Zkumavky byly opét centrifugovany 1 min pii 13 000 rpm.
Supernatant byl znovu odlit a zkumavky byly jesté jednou centrifugovany, aby doslo
K odstranéni zbytkt PE pufru z kolonky. Poté byla kolonka ptemisténa do 1,5 ml
zkumavek. Pro eluci DNA zachycené v kolonce bylo do stiedu kolonky napipetovano
30 pl deionizované vody pro PCR a po 1 min byly mikrozkumavky s kolonkami
centrifugovany opét 1 min pii 13 000 rpm. Na zavér byla métena koncentrace a Cistota

DNA spektrofotometricky pomoci pistroje NanoDrop™ Lite.
3.2.8 Ptiprava vzorkll na sekvencovani

Vzorky pro sekvencovani obsahovaly 50 ng ptrecistétné DNA, 25 pmol primeru FP
(Tab. 1) a deionizovanou vodu pro PCR do celkového objemu 10 pl. Vysledky

sekvencovani byly vyhodnoceny v programu ApE.
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3.2.9 Polymerasova fetézova reakce spojena s reverzni transkripci (RT-

PCR)

Pro izolaci celkové RNA byla pouzita nadzemni ¢ast semenacka Col-0, mpk3-1 a mpk3-
5, linie 1/14 a 1/17. Rostlinny material byl homogenizovan v tekutém dusiku na jemny
prasek. Nasledné bylo ptidano 800 ul Trireagent Solution, vzorky byly zvortexovany
a inkubovany 5 min pfi pokojové teploté. Nasledovala centrifugace pti 12 000x g, 10
min, 4 °C. Poté byly vzorky umistény na led a supernatant byl piepipetovan do Cistych
mikrozkumavek. Ke kazdému vzorky bylo pfidano 80 ul BCP, vzorky byly nasledné
intenzivné protfepavany 15 s, poté zvortexovany a inkubovany 10 min pfi pokojové
teploté. Po uplynuti inkuba¢ni doby byly vzorky centrifugovany pii 12 000x g, 15 min,
4 °C. Centrifugaci do$lo k rozdéleni vzorku na vodnou fazi obsahujcici nukleové
kyseliny a fenolovou fazi obsahujici proteiny. Vodna faze byla odebrdna do cistych
mikrozkumavek a byl k ni pfidan isopropanol v mnozstvi 70 % objemu vodné faze.
Vzorky byly promichany a inkubovany 5 min pii pokojové teploté. Nasledovala
centrifugace pii 12 000x g, 8 min, 4 °C. Vznikly pelet RNA byl promyt v 1 ml 75%
etanolu po dobu 30 min pi#i pokojové teploté. Poté byly vzorky stoceny pii 7 500x g,
5 min, 4 °C. Supernatant byl odpipetovan a pelet byl ponechan uschnout. Pelet RNA byl
rozpustén ve 30 ul vody bez obsahu RNas a DNas. Na zavér byla zmétena koncentrace
a Cistota izolované RNA.

DNA pfitomnd ve vzorku RNA byla degradovdna pomoci enzymu DNasa I. Reak¢i
smés pro Stépeni obsahovala 2 ul DNasa | pufru, 2 pl DNasy I, 2 pg RNA
a deionizovanou vodu pro PCR na celkovy objem 20 pul. Inkubace probihala pii 37 °C
po dobu 40 min. Dal$im krokem byla inaktivace DNasy | ptfidanim 2 ul 50 mM EDTA.
Po pfidani EDTA byly vzorky promichany, kratce stoceny a inkubovany pii 70 °C
po dobu 10 min.

Pro ptepis RNA do ¢cDNA byla pfipravena reakéni smés obsahujici 5 ul RNA
osetiené¢ DNasou I, 0,5 ul oligo dT primeru a PCR vody v celkovém objemu 10 pl.
Smés byla inkubovéna pti1 70 °C po dobu 10 min. Néasledné byly do smési piidany 4 pl
5x M-MLYV pufru, 1 pl dNTPs (10 mM), 0,4 pl inhibitoru RNas — Rnazin, 0,4 pl M-
MLV reverzni transkriptasy a PCR voda do konecného objemu 20 pl. Reverzni
transkripce probihala pii 42 °C po dobu 3 hod. Inaktivace reverzni transkriptasy byla

provedena zvySenim teploty na 70 °C a naslednou inkubaci 10 min.
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Nésledné¢ byla provedena PCR reakce S pfipravenym templatem cDNA
pro amplifikaci transkriptu genu MPK3 a transkriptu referen¢niho genu pro elongaéni
faktor la (EF1-a), ktery byl pouzit jako endogenni kontrola. Pro tyto reakce byly
pfipraveny dvé reakéni smési. Reak¢éni smés pro amplifikaci transkriptu MPK3
obsahovala 0,25 pl dream Tag polymerasy, 1,5 pl 10x Dream Taq pufru, 0,3 pl
nukleotidi (10 mM), 0,5 uM forward primeru (FP), 0,5 uM reverse primeru (RP), 3 pul
cDNA templatu (4x zifedény) a doplnéna vodou na objem 15 ul. Pro amplifikaci
referen¢niho genu byla pouzita stejnd reakéni smés liSici se v pouzitych primerech.
Sekvence pouzitych primert jsou uvedeny v Tab. 3. Podminky pro PCR byly nastaveny
podle Tab. 4.

Tab. 3 Sekvence primert pro RT-PCR

MPK3_F 5‘-GGTGGAAACTCACGGAGGAC-3¢

MPK3_R 5‘-AATACCAGGCATTCACGGGG-3¢

EFla F 5-GATGCCACCACCCCCAAATA-3¢

EFlo R 5¢-TTGGGTCCTTCTTGTCCACG-3¢

Tab. 4 Nastaveni cyklad RT-PCR

Krok Faze Teplot Cas Pocet cykli
cyklu a

1 Pocatecni denaturace 95°C 3 min 1

2 Denaturace 95°C 30s

3 Annealing primert 50 °C 30s 40

4 Elongace 72°C 1 min

5 Finalni elogance 72 °C 15 min 1
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3.2.10 Izolace proteini z rostlinného materialu

Rostliny A. thaliana — Col-0, mpk3-1 a mpk3-5 (linie 1/14 a 1/17) kultivované in vitro
podobu 2 tydnt byly zmrazeny v tekutém dusiku a homogenizovany v 2 ml
mikrozkumavce na jemny praSek. Homogenizovany rostlinny material byl zvazen
na analytickych vahach. Pro extrakci proteini z pfipravenych vzorkid byl pouzit
extrakéni pufr E, do kterého byly tésné pfed pouzitim piidany inhibitory proteas
a fosfatas. Ke kazdému vzorku byl napipetovan extrakéni pufr v poméru 1 pl pufr E/1
mg materialu. Vzorky byly promichany $pachtli a ponechany 1 hod na ledu. Poté byly
centrifugovany pii 12000x g, 10 min, 4 °C. Poté byl supernatant obsahujici
extrahované proteiny prepipetovan do ¢istych mikrozkumavek a koncentrace proteinti
byla méfena spektrofotometricky pii vinové délce 595 nm =za pouziti metody

Bradfordové.
3.2.11 Denaturujici polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE)

Ptipravené proteinové vzorky byly nafedény na koncentraci 1 mg/ml. Ke kazdému
vzorku byl pfidan 4x Laemmli vzorkovaci pufr s 5% B-merkaptoetanolem. Proteiny
ve vzorcich byly poté denaturovay zahtatim na 95 °C po dobu 10 min.

Pro denaturujici SDS-PAGE elektroforézu byl pouzit Gel Mini-PROTEAN® TGX
Stain — Free™ Precast Gels. Polyakrylamidovy gel byl vloZen do stojanku a fadné
upevnén. Stojanek s gelem byl vlozen do elektroforetické vany. Prostor mezi gely
spolecné s vanou byl vyplnén 1x elektrodovym pufrem. Do prvni jamky bylo
napipetovdno 5 pl proteinového standardu (Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards). Do nasledujicich jamek bylo napipetovano 20 pl (20 pg) proteinového
vzorku. SDS-PAGE elektroforéza probihala za podminek 180 V po dobu 40 min.

3.2.12 Western blot

Pro Western blot byla pouZita PVDF membrana, kterd byla rehydratovana
10 s v metanolu. Po ukonéeni SDS-PAGE elektroforézy byl gel promyt 1x transferovym
pufrem po dobu 10 min, stejné¢ jako PVDF membrana. Pro pfenos separovanych
proteinli na membranu byla pfipravena komirka, ktera byla vloZena do vany a zalita
1x transferovym pufrem. Pfenos proteinli na membranu probihal nejdiive 10 min pfi

100 V, poté bylo napéti snizeno na 16 V a pienos probihal pies noc.
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Pro oveteni ispesnosti pfenosu, byla membrana obarvena pomoci barviva Ponceau
S. Poté byla obarvend membrana kratce promyta v 1x TBS-T pufru a zdokumentovéna.
Nasledn¢ byla membrana znovu promyvana az do Gplného vymyti barviva.

Membrana byla dale blokovana v roztoku 5% BSA a 5% suseného mléka v 1x TBS -
T. Blokovani probihalo po dobu 1 hod pii pokojové teploté. Déale byla membrana
inkubovana s primarni protilatkou proti MPK3 (produkovanou v kralikovi) fedénou
1:5000 v roztoku 4 % BSA v 1x TBS-T po dobu 1 hod pti pokojové teploté. Po uplynuti
inkubacni doby byla membréna 6x promyvana v 1X TBS-T vzdy po dobu 10 min.
Nasledovala inkubace se sekundarni protilatkou proti kralici primarni protilatce
(produkovanou v koze) konjugovanou s kienovou peroxidasou (HRP). Sekundarni
protilatka byla ptipravena fedénim 1:5000 v roztoku 1% BSA v 1x TBS-T. Inkubace
probihala po dobu 1,5 hod pti pokojové teplote. Poté byla membrana opét promyvana 6
X 10 min v 1x TBS-T. Detekce proteinii na membrané byla zprostfedkovana pomoci
reakce kienové peroxidasy s chemiluminiscenénim substratem (ECL), se kterym byla
membrana inkubovdna 1 min. Chemilumiscenéni signal byl detekovan pomoci
dokumenta¢niho zatizeni Chemidoc™ MP systém a vysledky byly vyhodnoceny v

programu ImageLab.
3.2.13 Aplikace solného stresu na rostliny Arabidopsis

Semena Col-0 a homozygotnich mutantti mpk3-5 v T3 generaci (linie 1/14 a 1/17) byla
vyseta na %2 MS médium. 3denni semenacky byly poté preneseny na 2 MS médium
s pfidavkem 150 mM NaCl a jejich kultivace ve fytotronu V horizontalni poloze
probihala dalsi dva tydny. Experiment byl proveden ve tfech biologickych replikach a

zdokumentovan po 7 a po 14 dnech.

34



4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této prace bylo selektovat homozygotni rostliny A. thaliana v T2 generaci. Pro
tyto ucely byla pouzita semena dvou linii mutanta mpk3-5 1/14 a 1/17, které byly
piipraveny technologii CRISPR/Cas9 a nachdzi se u nich mutace v genu MPK3, a to
konkrétn¢ v 1. exonu genu. Vychozi rostliny byly heterozygotni mutanti v T2 generaci.
Mutantni rostliny nesly selekéni gen rezistence na fosfinotricin (bar). Umisténim listd
jednotlivych rostlin na médium obsahujici tento herbicid tak bylo mozné selektovat
rostliny s inzertovanym konstruktem pro CRISPR/Cas9 obsahujici pravé gen bar.
Vyselektované rostliny byly podrobeny sekvenaci, pomoci které byl zjistén typ mutace
v genu MPK3. Celkem byli identifikovani 2 homozygotni, 2 transheterozygontni a 1
heterozygotni mutant, u kterych byla dale zjistovana pfitomnost transkriptu MPK3 a
proteinu MPK3. Homozygotni linie mutanta mpk3-5 v T3 generaci byly dale studovany
pro odolnost vii¢i osmotickému stresu soli, jelikoz MPK3 je zapojena v signélni draze
reagujici pravé na tento typ abiotického stresu (Kim et al., 2011). Pro zjisténi vlivu
absence proteinu MPK3 na rust A. thaliana pii stresovych podminkach, byly tfidenni

semenacky umistény na médium s ptidavkem 150 mM NacCl.
4.1 Selekce mutantnich rostlin A. thaliana mpk3-5

Selekce transformovanych semen mutanta mpk3-5 generace T2 probihala na 2 MS
médiu s pfidavkem 50 pM fosfinotricinu. Pro tento experiment byla vybrana semena
dvou heterozygotnich linii generace T2 soznafenim 1/14 a 1/17. Aby stresovym
podminkam nebyla vystavena vzdy cela rostlina, byly asi l4dennim semenackim
rostoucim na 2 MS médiu odstfihnuty listy, které byly pfeneseny na 2 MS médium
s obsahem herbicidu. Jako kontroly slouzily T-DNA inzeréni mutant mpk3-4/2
obsahujici také gen rezistence bar (Sessions et al., 2002) (pozitivni kontrola) a Col-0
(negativni kontrola). Vysledek selekce byl pozorovan a zdokumentovan po tydnu (Obr.
9). Rostliny, které piezily na selekénim médiu diky pfitomnosti genu rezistence bar v

genomu, byly podrobeny dal§im experimentim.
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Obr. 9 — Selekce rostlin A. thaliana mpk3-5 generace T2 na 2 MS médiu s pfidavkem 50 uM
fosfinotricinu. a) Petriho miska v den pienosu listd na selekéni médium (0 DAT) a po 7 dnech
od ptenosu (7 DAT) b). Vyselektovana rostlina mpk3-5 linie 1/14 s genem bar pro rezistenci
na fosfinotricin je oznacena cervené Jako pozitivni kontrola slouzil T-DNA inzer¢ni mutant
mpk3-4/2 s rezistenci na fosfinotricin a jako negativni kontrola byly pouZity rostliny Col-0.

4.2 Genotypizace mutantd mpk3-5 z vybranych linii 1/14 a 1/17

Ze selektovanych rostlin byla izolovana gDNA, ktera slouzila jako templat
pro amplifikaci genu pro expresi proteinu MPK3. Na Obr. 10 je znazornéna
amplifikovana ¢ast genu MPK3 o velikosti 406 bp s vyznaenym protospacerem
amotivem pfilehlym K prospaceru (PAM), pied kterym by se meéla nachazet
pozadovana mutace zpisobend programovatelnou nukleasou typu CRISPR/Cas9.
Uspé&snost PCR reakce byla nasledné ovéfena pomoci agarosové elektroforézy (Obr. 11)
a precisténé PCR produkty byly poté poslany na sekvencovani. Zpracovanim vysledkl
sekvenatoru v programu ApE byli uréeni celkem 2 homozygotni (mpk3-5 1/14-7 a 1/17-
5) a 3 heterozygotni nebo transheterozygotni mutanti (mpk3-5 1/14-2, 1/14-5 a 1/17-6).
U homozygott doslo k inzerci vzdy jednoho nukleotidu pfed PAM motivem Vv sekvenci
genu MPK3, coz by mélo mit za nasledek posunuti ¢teciho rdmce a vytazeni funkce
genu MPK3 (Obr. 12 a Obr. 14). U heterozygotl nebo transheterozygoti byly mutace

rozsahlej$i. V analyzované sekvenci se vyskytovaly zejména zdmény nukleotida,
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inzerce, ale i delece (Obr. 16 a Obr. 18). U heterozygott je vSak mutace piitomna jen
na jedné ze dvou alel genu, a proto by k tvorbé proteinu MPK3 mélo dochazet.

Komplementarni sekvence pro
nasednuti forward primeru

CCGGCGGTGGAAACTCACGGAGG

Protospacer Motiv pfilehly Komplementarni sekvence pro
k protospaceru nasednuti reverse primeru

Obr. 10 Amplifikovana ¢ast genu MPK3 o velikosti 406 bp, kde by se méla nachazet
pozadovana mutace vznikla pomoci systému CRISPR/Cas9. Cervend oznaGeny zaGatek a konec
sekvence je mistem nasednuti komplementarnich primert pro amplifikaci této asti genu. Zluté
je vyznacen protospacer S 3-nukleotidovym prvkem (AGG) oznacovanym jako motiv pfilehly
k protospaceru (PAM), pted kterym by mélo dojit ke $tépeni DNA, a tim ke vzniku mozné
mutace.

500 bp
406 bp

~

Obr. 11 —PCR reakce vyhodnocena pomoci agarosové elektroforézy. Amplifikovana ¢ast MPK3
genu o velikosti 406 bp byla detekovana ve vSech rostlinnych vzorcich (vzorek ¢&. 1-4).
Jako negativni kontrola (NC) byla misto gDNA templatu pouzita voda. Oznaceni vzorka: 1, 2 -
mpk3-5 1/14; 3 - mpk3-5 1/17; 4 — Col-0; NC - voda.
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Porovnanim vzorka s ptivodni sekvenci genu MPK3 u ekotypu Col-0 byla u mutanta
mpk3-5 1/17-5 generace T2 urcena inzerce thyminu (obr. 12). Graf ze sekvenace
(Obr. 13) ukazuje, Ze tato mutace se vyskytuje na obou alelach analyzovaného genu
MPK3, jedna se tedy o homozygotniho mutanta. U mutanta mpk3-5 1/14-7 generace T2
byla porovnanim sekvenci kontrolni a selektované rostliny zjiSténa inzerce guaninu
(Obr. 14). Podle grafu sekvenace se tato mutace rovnéz vyskytuje na obou alelach
(Obr. 15), a proto se opét jedna o homozygotniho mutanta. Genova mutace u mpk3-5
1/17-6 generace T2 byla mnohem rozsahlejsi. Porovnanim sekvenci byly odhaleny
substituce bazi pivodnich za baze jiné, také inzerce a delece (Obr. 16). Mutant mpk3-5
1/14-2 generace T2 se od puvodni sekvence MPK3 genu lisil rovnéz v substituci
a inzerci nukleotidd. Editaci genu doslo navic k rozsahlé deleci 14 nukleotida (Obr. 18).
V piipadé¢ mutantd u mpk3-5 1/17-6 a mpk3-5 1/14-2 lze z grafi ze sekvenace urdit,
ze nedochazi k prekryvu piki, nelze vSak s presnosti urcit, zda se jedna o heterozygota

nebo transheterozygota (Obr 17 a Obr. 19).

* * * * * * * * * *

101>gctcaatcctcaatctcagtctctetgttgactccgactgttatataaaaccatacaaataccttcagattcactacttcaaacctcaaagcaaccactg>200

T0>GCTCARTCCTCARTCTCAGTCTCTCIGTTGACTCCGACTGT TATATAAAACCATACAAATACCTTCAGATTCACTACTTCAAACCTCAAAGCAACCACTG>169
201>aatctcgactttgatcaattgagagagaaATGAACACCGGCGGTGGCCAATACACGGATTTTCCGGCGGTGGAAA ~(GGAGGACAGTTCATAAGTT>299
170>ARTCTCGACTTTGATCARTTGAGAGAGARATGARCACCGGCGETGGCCAATACACGGATTTTCCGGLGE SS”"C"C@GGAG GACAGTTCATAAGTT>269

* * * - - * * * * *

300>ACGATATCTTCGGTAGTTTATTCGAGATCACATCTAAGTATCGTCCTCCGATTATACCAATTGGTCGTGGAGCTTATGGAATCGTTTGgtatgt ttectt>399

270>ACEATATCTICEETAGTTTATICCAGATCACATCTARCTATCCICCTCCGATTATACCAATTIGETCGTGGAGCTTA -GQAAICSTIIC-GIAIGIIT=>365

Obr. 12 Vysledek sekvencovani mutanta mpk3-5 1/17-5 generace T2. Sekvence mutanta mpk3-5
1/17-5 (spodni sekvence) byla programem ApE porovnana se sekvenci kontrolni rostliny Col-0
(horni sekvence). V sekvenci mutanta mpk3-5 1/17-5 byla pfed PAM motivem (AGG, oznaéen
modie) odhalena inzerce thyminu (T).
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Obr. 13 Graf sekvenace mutanta mpk3-5 1/17-5 generace T2. Z grafu je patrné, Zze u mutanta
mpk3-5 1/17-5 se piky v misté¢ mutace (inzerce T, detail) pred PAM motivem (AGG, oznacen
modie) prekryvaji. Znamena to, Ze tato mutantni rostlina nese na obou alelach stejnou mutaci
genu MPKS3, a proto se jedna o homozygotniho mutanta.

* * * * * * * * * *

l00>tgctcaatcctcaatctcagtctctetgttgactccgactgttatataaaaccatacaaataccttcagattcactacttcaaacctcaaagcaaccact>199
67>TGCTCAATCCTCRATCTCAGTCTCTCTGTTGACTCCGACTGTTATATARRACCATACARATACCTTCAGATTCACTACTTCARACCTCARAGCAACCACT>166

* * * * * * * * * *
200>gaatctcgactttgatcaattgagagagaaATGAACACCGGCGGTGGCCAATACACGGATTTTCCGGCGGTGGAAA -CGGAGGACAGTTCATAAGT>298

167>GARTCTCGACTTTGATCAATTGAGAGAGRARTGRACACCGGCGGTGGCCAATACRCGGATTTITCCGGCGGTGGARACTCAEI GGAGGACAGTTCATARGT>266

* * * * * * * * * *
299>TACGATATCTTCGGTAGTTTATTCGAGATCACATCTAAGTATCGTCCTCCGATTATACCAATTGGTCGTGGAGCTTATGGAATCGTTTGgtatgt ttect>398
267>TACGATATCTTCGGTAGTTTATICGAGATCACATCTAAGTATCGTCCTCCGATTATACCARTTGGTCGTGGAGCTTATGGAART CGITIGGTATGTITCEI >366

Obr. 14 Vysledek sekvencovani mutanta mpk3-5 1/14-7 generace T2. Sekvence mutanta mpk3-5
1/14-7 (spodni sekvence) byla programem ApE porovnana se sekvenci kontrolni rostliny Col-0
(horni sekvence). V sekvenci mutanta mpk3-5 1/14-7 byla pied PAM motivem (AGG, oznacen
modie) odhalena inzerce guaninu (G).
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ATTTICCGGCGGTGGAARACTCAGICGGAGGACAGTTICATAAGTITACGAT
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Obr. 15 Graf sekvenace mutanta mpk3-5 1/14-7 generace T2. Z grafu je patrné, Zze u mutanta
mpk3-5 1/14-7 se piky v misté mutace (inzerce G, detail) pfed PAM motivem (AGG, oznacen
modie) piekryvaji. Znamena to, Ze tato mutantni rostlina nese na obou alelach stejnou mutaci
genu MPKS3, a proto se jedna o homozygotniho mutanta.

* * * * * * * * * *
101>gctcaatcctcaatctcagtctctetgttgactecgactgttatataaaaccatacaaataccttcagattcactacttcaaacctcaaagcaaccactg>200
T0>GCTCAATCCTCAATCTCAGTCTICTICTGTTIGACTCCGACTGTTATATARRACCATACAAATACCTTCAGATTCACTACTTCARACCTCARAGCAACCACTG>169

* * * * * * * * *
201>aatctcgactttgatcaattgagagagaaATGAACACCGGCGGTGGCCAATACACGGATTTTCCGGCGGTGGARACTCACGG- AGBACAGTTCATARGTT>299
170>ARTCTCGACTTTGATCAATTGAGAGAGAAATGAACACCGGCGGTGGCCARTACACGEATTTTCCGECGETGGARACTCATRGRAGHATERT T IRARITR> 269

* * * * * * * * * *

Obr. 16 Vysledek sekvencovani mutanta mpk3-5 1/17-6 generace T2. Sekvence mutanta mpk3-5
1/17-6 (spodni sekvence) byla programem ApE porovnana se sekvenci kontrolni rostliny Col-0
(horni sekvence). V sekvenci mutanta mpk3-5 1/17-6 byly zaznamenany urité typy mutaci
pred i za PAM motivem (AGG, oznacen modfe). Jedna se prevazné o substituce nukleotidi,
jak tranzice, tak i tranzverze (tranzice - oznaCena zeleng, tranzverze — oznacena oranZove).
Nékteré substituce nukleotidovych bazi se nachazi na obou alelach genu MPKS3, nejde vSak
o substituci vzdy stejné baze, ale na kazdé alele se v misté takového typu mutace nachazi
odlisna baze. Tyto bodové mutace jsou oznaceny pismeny R (A nebo G), S (C nebo G), M (C
nebo A), W (T nebo A), K (T nebo G), Y (C nebo T) (oznaéeno Eernou pieruSovanou ¢arou).
V sekvenci mutanta mpk3-5 1/17-6 se nachazi i inzerce A/G (Cerveng) a delece jednoto
nukleotidu (fialove).
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Obr. 17 Graf sekvenace mutanta mpk3-5 1/17-6 generace T2. Z grafu je patrné, Zze u mutanta
mpk3-5 1/17-6 se piky v misté jednotlivych typt mutaci nepiekryvaji (detail). Znamena to, Ze
tato mutantni rostlina nese na obou alelach genu MPK3 jinou sekvenci, a proto se jedna
0 heterozygotniho nebo transheterozygotniho mutanta.

* * * * * * * * * *

101>gctcaatcctcaatctcagtctctetgttgactcecgactgttatataasaaccatacaaataccttcagattcactacttcaaacctcaaagcaaccactg>200
T0>GCTCARTCCTCARTCTCAGTCTCTICTGITGACTCCGACTGTTATATARAACCATACARATACCTTCAGATTCACTACTICAARCCTCARAGCARCCACTG>169

* * * * * * * * *

201>aatctcgactttgatcaattgagagagaaATGAACACCGGCGGTGGCCAATACACGGATTTTCCGGCGGT GGARACT-CACGGASGACAGTICATARGTT 299

170>BATCTCGACTITGATCAAT TGAGAGAGARATGAACACCGGCGEIGECCAATACACGGATTTTCCGECGGRGEAYATHCATICANCA . > 5 7

* * * * * * * * * *

300>RCGATATCTTCGGTAGT I TATTCGAGATCACATCTARGTATCGTCCTCCGATTATACCRATTGGT CGTGGAGCTTATGGAATCGITIGgtatgtttcctt>399

258> A TATCTICGGTA T AT TCRAGATCR AT CT G TATCRTCCTCCAT TATACCHNT TGGICGEAGCTTATGGART EGITHGGTARGT T T 351

Obr. 18 Vysledek sekvencovani mutanta mpk3-5 1/14-2 generace T2. Sekvence mutanta mpk3-5
1/14-2 (spodni sekvence) byla programem ApE porovnana se sekvenci kontrolni rostliny Col-0
(horni sekvence). V sekvenci mutanta mpk3-5 1/14-2 byly zaznamenany ur¢ité typy mutaci
pied i za PAM motivem. Jedna se pievazné opét o substituce nukleotidl, konkrétné transverze
(oranzoveé) Neékteré substituce nukleotidovych bazi se nachdzi na obou alelach genu MPKS3,
nejde vSak o substituci vzdy stejné baze, ale na kazdé alele se v misté takového typu mutace
nachazi odlisna baze. Tyto bodové mutace jsou oznaceny pismeny R (A nebo G), S (C nebo G),
M (C nebo A), W (T nebo A), K (T nebo G), Y (C nebo T) (oznageno Eernou pierusovanou
¢arou). V sekvenci mutanta mpk3-5 1/14-2 byla dale identifikovana inzerce C/T a delece 14
nukleotidi. (fialove).
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ATTTTICCGGCGGAGGAMASTYCAYRGAT GACRATATCTTICGGTASTATAT
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Obr. 19 Graf sekvenace mutanta mpk3-5 1/14-2 generace T2. Z grafu je patrné, Ze u mutanta
mpk3-5 1/14-2 se piky v misté jednotlivych typti mutaci nepiekryvaji (detail). Znamena to, ze
tato mutantni rostlina nese na obou alelach genu MPK3 jinou sekvenci, a proto se jedna o
heterozygotniho nebo transheterozygotniho mutanta.
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4.3 Testovani pritomnosti transkriptu MPK3 u mutantti mpk3-5

Testovani pfitomnosti transkriptu MPK3 u mutantnich linii mpk3-5 v generaci T2 byla
provedena pomoci semikvantitativni RT-PCR. Rostlinny materidl z identifikovanych
homozygotnich (rostliny 1/17-5 a 1/14-7) a heterozygotnich nebo transheterozygotnich
(rostliny 1/14-2, 1/14-5 a 1/17-6) mutanta mpk3-5 byl pouzit pro izolaci celkové RNA,
ktera byla nasledn¢ piepsana do cDNA. Jako pozitivni kontrola byla pouzita rostlina
ekotypu Col-0 a jako negativni kontrola T-DNA inzeréni mutant mpk3-1 s mutaci v
genu MPKS3, ktery transkript nevytvati (Alonso et al., 2003). Ptitomnost transkriptu
MPK3 o velikosti 1106 bp byla podle ocekani potvrzena u pravdépodobnych
heterozygotnich mutanti mpk3-5. Nicméné bylo zjisténo, ze transkript MPK3 je
syntetizovan také uhomozygotnich linii mutanta mpk3-5 (Obr. 20). Ke vzniku
transkriptu MPK3 u homozygotnich mutantd mpk3-5 dochazi pravdépodobné z toho
divodu, ze mutace je zpusobena pouze jednonukleotidovou inzerci a kontrolni
mechanismy buiikky vyhodnoti tento transkript jako chybny az pifi samotné translaci
zralého transkriptu v protein. Pro porovnani trovné transkripce byl vybran referenéni
gen pro elongacni faktor 1-a (EF1-a), ktery patii mezi geny s konstitutivni expresi.
Velikost jeho transkriptu je 838 bp (Obr. 20). PCR reakce pro kazdy vzorek cDNA byla

provedena ve dvou opakovanich.
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Obr. 20 Semikvantitativni RT-PCR pro testovani pfitomnosti transkriptu MPK3 u mutanta
mpk3-5. Transkript genu MPK3 o velikosti 1106 bp se tvofil jak u homozygotnich mutanti
(vzorek ¢. 3 a b), tak i u hetero- nebo transheterozygotnich mutanti mpk3-5 (vzorek €. 1, 2 a 4).
Jako pozitivni kontrola slouzila Col-0 (vzorek €. 6 a 7) a jako negativni kontrola T-DNA
inzeréni mutant mpk3-1 (vzorek €. 8 a 9). Pro porovnani tirovné transkripce byl pouZit provozni
gen pro elongaéni faktor 1-o (EF1-a), jehoZ transkript ma velikost 838 bp. Oznaceni vzorki:
1 - mpk3-5 1/17-6 HT nebo TT; 2 - mpk3-5 1/14-2 HT nebo TT; 3 - mpk3-5 1/17-5 HM; 4 -
mpk3-5 1/14-5 HT nebo TT; 5 - mpk3-5 1/14-7 HM; 6,7 — Col-0; 8,9 — mpk3-1; 10 — H,0; HM —
homozygot, HT — heterozygot, TT — transheterozygot.

4.4 Testovani pritomnosti proteinu MPK3 u mutantti mpk3-5

Ovéfeni piitomnosti ¢i neptitomnosti proteinu MPK3 u mutantnich linii mpk3-5 bylo
provedeno pomoci metody western blot. Proteinové vzorky byly pfipraveny opét
ze ziskanych homozygotnich (linie 1/17-5 a 1/14-7) a hetero- nebo transheterozygotnich
(linie 1/14-2, 1/14-5 a 1/17-6) mutantd v generaci T2. Proteinové vzorky byly
separovany podle molekulové hmotnosti SDS-PAGE elektroforézou a nasledné
pfeneseny na PVDF membranu. Membrana byla inkubovéna s primarni protilatkou proti
MPK3 a nasledné¢ byla pouzita sekundarni protilatka konjugovana s kienovou
peroxidasou. Protein MPK3 o velikosti 42 kDa nebyl dle ocekani detekovan ani u
jednoho z homozygotnich mutanti mpk3-5 (linie 1/17-5 a 1/14-7). Co se ty¢e mutantd,
ktefi byli pomoci sekvenace uréeni bud’ jako heterozygotni, nebo jako

transheterozygotni rostliny, protein MPK3 byl detekovan pouze u mutanta mpk3-5 1/17-
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6, ale ne u mutantd mpk3-5 1/14-2 a 1/14-5 (Obr. 21). To znamena, ze v pripadé
mutanta mpk3-5 1/17-6 se jedna o heterozygotniho mutanta s mutaci pouze jedné alely
genu MPK3 a v ptipad¢ mutanti mpk3-5 1/14-2 a 1/14-5 se jedna o transheterozygotni
mutanty s odliSnou mutaci na obou alelach genu MPK3, proto zde nedochazi
k proteosyntéze MPK3. Jako pozitivni kontrola byla opét pouzita rostlina ekotypu Col-
0, u které dochazi k tvorbé proteinu MPKS3 pfirozen¢, a jako negativni kontrola byl
pouzit T-DNA inzeréni mutant mpk3-1 (Alonso et al., 2003), u né¢hoz k tvorbé proteinu

nedochazi.

250kDa __,
150 kDa —~

Obr. 21 Western blot pro testovani pfitomnosti proteinu MPK3 u mutanta mpk3-5. Protein
MPK3 je pfitomen pouze u heterozygotni rostliny mpk3-5 1/17-6 (vzorek ¢. 1). U vzorka ¢. 2
a4 nebyl protein MPK3 detekovan, proto byly tyto rostliny identifikovany
jako transheterozygotni mutanti. U homozygotnich mutantt mpk3-5 (vzorky ¢. 3 a 5) nebyl
protein MPK3 detekovan tak, jak se ptredpokladalo. Rostlina ekotypu Col-0 (vzorek &. 6)
slouzila jako pozitivni kontrola a T-DNA inzeréni mutant mpk3-1 (vzorek €. 7) jako negativni
kontrola. Oznaceni vzorkii: 1 — mpk3-5 1/17-6 HT; 2 — mpk3-5 1/14-2 TT; 3 — mpk3-5 1/17-5
HM; 4 — mpk3-5 1/14-5 TT; 5 — mpk3-5 1/14-7 HM; 6 — Col-0; 7 — mpk3-1; HM — homozygot,
HT — heterozygot, TT — transheterozygot.
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4.5 Snizena rezistence mutanta mpk3-5 na solny stres

Jak jiz bylo feceno, MPK3 je soucasti MAPK kaskady, ktera hraje dulezitou roli
pti adaptaci rostliny na osmoticky stres zptisobeny zvysenou koncentraci soli (Droillard
et al., 2004; Kim et al., 2011). Z tohoto divodu nas zajimalo, jak bude mutant mpk3-5
reagovat na piitomnost chloridu sodného v médiu. Pro zkoumani vlivu solného stresu
na rust mutanti mpk3-5 byli vybrani homozygotni mutanti mpk3-5 linii 1/14-7 a 1/17-5
v generaci T3, u kterych byla prokazana absence proteinu MPK3. Po tiech dnech
kultivace na 2 MS médiu byly semenacky piemistény na %2 MS médium s piidavkem
150 mM NaCl a jejich kultivace pokracovala dalsi 2 tydny. Pro kontrolu byly pouzity
opét rostliny ekotypu Col-0. Rostliny Col-0 a mpk3-5 vystavené solnému stresu
vykazovaly celkové redukovany rist oproti kontrolnim rostlinam rostoucim na %2 MS
médiu bez piidavku chloridu sodného (Obr. 22 a Obr 23). Po jednom i po dvou tydnech
bylo mozné na kultivaénim médiu s obsahem 150 mM NaCl pozorovat nizs§i mnozstvi
prezivsich semenackt obou linii mutanta mpk3-5 v porovnani s Col-0 (Obr. 22 a 23),
coz znamend, Ze rostliny, u kterych neni systetizovan protein MPK3, jsou citlivéjsi
na solny stres a vykazuji vi¢i nému vétsi sensitivitu.

Je znamo, ze pti aktivaci MAPK kaskaddy v odpovédi na solny stres MPK3
fosforyluje jako koneény substrat protein pienasejici lipidy nazyvany AZI1 (Pitzschke
et al, 2014). Tato studie také ukazuje zvySenou sensitivitu mutanta mpk3-1
(SALK_151594; Alonso et al., 2003) na médiu s ptidavkem 250 mM NacCl jiz po téech
dnech kultivace. Dale bylo zjisténo, ze nadexprese AZI1 v mutantovi mpk3-1 vede
ke zmirnéni citlivosti mutanta mpk3-1 K solnému stresu. Nicméné se zda, ze funkéni
MPK3 je vyzadovana pro zajisténi plné¢ obranné funkce AZIl, nebot mutanti
s funkénim MPK3 genem byli pii vystaveni stejnym stresovym podminkdm mnohem
robustngj$i. Tento jev lze vysvétlit tak, ze AZIl musi byt fosforylovan MPK3,
aby se stal pIn¢ funk¢énim (Pitzschke et al., 2014).

Vysledky experimentu této bakalaiské prace s mutantem mpk3-5 tak potvrzuji
diskutovanou studii od Pitzschke et al. (2014), ktera uvadi zvySenou sensitivitu rostlin

Arabidopsis pii nepfitomnosti proteinu MPKS3.
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Obr. 22 Aplikace solného stresu na homozygotniho mutanta mpk3-5 1/17-5 generace T3. (A)
Mutant mpk3-5 1/17-5 vykazuje zvySenou sensitivitu vici solnému stresu (1/2 MS + 150 mM
NaCl) v porovnani s kontrolnimi rostlinami Col-0. (B) Graf vyjadfujici nizsi pocet ptezivsich
rostlin mutanta mpk3-5 1/17-5 na % MS médiu s obsahem 150 mM NaCl v porovnani
s kontrolnimi rostlinami Col-0.
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Obr. 23 Aplikace solného stresu na homozygotniho mutanta mpk3-5 1/14-7 generace T3. (A)
Mutant mpk3-5 linie 1/14-7 vykazuje zvySenou sensitivitu viéi solnému stresu (1/2 MS + 150
mM NaCl) v porovnani s kontrolnimi rostlinami Col-0. (B) Graf vyjadiujici niz$i pocet
pteziv§ich rostlin mutanta mpk3-5 1/14-7 na 2 MS médiu s obsahem 150 mM NaCl
V porovnani s kontrolnimi rostlinami Col-0.
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5 ZAVER

Teoreticka ¢ast této prace byla zaméfena na téma mitogen-aktivované proteinkinasy
(MAPKS), které jsou zapojeny ve vyvoji rostlin a jejich adaptaci na stres. Podrobné
popsana byla piedev§im MPK3 a jeji zapojeni pii abiotickém stresu, konkrétné
pii stresu osmotickém. Pozornost byla dale vénovana nastrojiim pro editaci genomu
eukaryotnich organismti. Pomoci uméle navrzenych nukleas 1ze do DNA vnaset inzerce,
delece nebo nahrazovat ptivodni sekvence za jiné. Tyto zmény jsou provadény
zaucelem vyzkumu funkce gend a jejich zapojeni do procesi v organismu
nebo pro zlepSeni vynosu a kvality zemé&délskych plodin. Pozornost byla upiena hlavné
na systém CRISPR/Cas9, pomoci kterého byly piipraveny linie mutanta Arabidopsis
mpk3-5 s knock-out mutaci genu MPK3 studovanych v této bakalaiské praci.

Selekci dvou linii rostlin A. thaliana mpk3-5 v T2 generaci a naslednou sekvenaci
byli ur¢eni celkem 2 homozygotni a 3 heterozygotni nebo transheterozygotni mutanti
mpk3 - 5. Metodou semikvantitativni RT-PCR byla zjisténa pfitomnost transkriptu
MPK3 uvsech mutantnich linii, 1 kdyz byla pfitomnost ocekdvana pouze
U heterozygotnich mutanti. Metodou western blot vSak bylo zjiSténo, ze k tvorb¢ tohoto
proteinu u homozygotnich rostlin skute¢né nedochazi. Pomoci této metody pak bylo
také mozné rozlisit jednoho heterozygotniho mutanta, ktery vytvaii protein MPK3,
od dvou transheterozygotnich mutantd, kteti protein MPK3 nevytvafi.

Na zéklad¢ téchto vysledkl se da piedpokladat, Ze v buikdch sice probiha
transkripce mutovaného genu MPK3, ale produkt translace je kontrolnimi mechanismy
bunky nésledn¢ degradovan a nedochazi tak k proteosyntéze. Mutace genu MPK3
v rostlinach A. thaliana mpk3-5 zprostfedkovana systémem CRISPR/Cas9 tak byla
potvrzena.

Pro zjisténi vlivu solného stresu na Arabidopsis byli vybrani homozygotni linie
mutanta mpk3-5 v T3 generaci. Vystavenim rostlin 150 mM NaCl pfitomném
v kultivaénim médiu doSlo k celkové redukci rlstu rostlin oproti kontrolnim
podminkam. Mutanti mpk3-5 vSak vykazovali niz§i miru pfezivsich rostlin v porovnani
s kontrolnimi rostlinami Col-0. Z vysledkti tohoto experimentu se da predpokladat,
7e nepiitomnost MPK3 ma vliv na zvySeni citlivosti mutantt mpk3-5
pii hyperosmotickém stresu soli, tudiz MPK3 hraje pravdépodobné pozitivni roli

pfi vystaveni rostlin solnému stresu.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABA — kyselina abscisova

ANP1 — Arabidopsis NPK1 homolog

ATP — adenosintrifosfat

ARGONAUTE?Y (SIAGO7) — gen z raj¢ete podilejici se na vyvoji listl
bar — gen rezistence na fosfinotricin

BCP - 1-bromo—3—chloropropan

BSA — hovézi sérovy albumin

Col-0 — A. thaliana ekotyp Columbia

CRISPR/Cas - segmenty nahromadénych pravideln¢ rozmisténych kratkych
palindromickych repetic a CRISPR asociovany protein

CcrRNA — cilové¢ specificka RNA

dNTPs — deoxyribonukleotidy

DTT — dithiotreitol

DSBs — cilené dvouvldknové zlomy

ECL — chemiluminiscenc¢ni substrat

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

EF1-a - elongac¢ni faktor la

Fokl — restrikéni endonukleasa izolovana z Flavobacterium okeanokoites
FLS2 — receptor pro flagelin 22

FP — kédujici, forward primer

GBSS — enzym zodpovédny za syntézu amylosy

GBSSI — gen kodujici GBSS

GC — svéraci buiiky praduchii

GUS - reportérovy gen pro B-glukuronidasu

GT — cileni genti

HEPES — kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonova

HNH — nukleasova doména

HR — homologni rekombinace

HRP — kfenova peroxidasa

I-Crel — endonukleasa objevena v chloroplastech Chlamydomonas reinhardtii
IPK1 — gen v kukuftici kodujici inositol-1,3,4,5,6-pentakisfosfat-2-kinasu

I-Scel — endonukleasa pochazejici z mitochondrii Saccharomyces cerevisiae
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MAPK — mitogen-aktivovana proteinkinasa

MAPKK (MAP2K, MKK) — mitogen-aktivovana proteinkinasa kinasa
MAPKKK (MAP3K, MEKK) — mitogen-aktivovana proteinkinasa kinasa kinasa
MES — kyselina 2-(N-morfolin) ethansulfonova

MMCs — meristemoidni matei'ské bunky

MS — Murashige & Skoog

NHEJ — homologni spojovani volnych koncii

OsSSWEET14 — gen z ryze kodujici transportér SWEET, ktery zajistuje vyluCovani
sacharosy

PAGE — polyakrylamidové gelova elektroforéza

PAM — Kk protospaceru ptilehly motiv

PCR — polymerasova fetézova reakce

PPT — fosfinotricin

PVDF — polyvinylidendifluorid

RLK — receptorova kinasa

ROS — reaktivni formy kysliku

RP — antikodujici, reverse primer

RT — PCR - polymerasova fetézova reakce spojena s reverzni transkripci
RuvC — nukleasova doména

SAIL — Inzeréni knihovna Arabidopsis

SALK - Institut biologickych studii (Jonas Edward Salk)

SIMIol — gen z rajcete udélujici rostliné vnimavost vici plisiiové chorobé Oidium
neolycopersici

SDS — dodecylsiran sodny

SgRNA — chimérni RNA vznikla fuzi crRNA a tracrRNA

SIAGL6 — gen z rajcete zapojeny ve vyvoji ploda

SPCH — trakskrip¢ni faktor zapojeny ve vyvoji pruduchii

SURA, SuRB — geny acetohydroxykyselinové syntasy v tabaku

TALENS — efektorové nukleasy

TALEs — efektorové proteiny

Tris — 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol

tracrRNA — pomocna trans-aktivaéni crRNA

YODA — mitogen-aktivovana proteinkinasa kinasa kinasa

ZFNs — nukleasy zinkovych prsti

57



