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TEORETICKA CAST

1) Ptehled publikaci o mitogen aktivovanych proteinkinas v modelovém organismu

Arabidopsis thaliana

2) Priehled signalnich drah mitogen aktivovanych proteinkinas se zaméfenim na YODA

a MPK3 a jejich spole¢nych signalnich drah pti odpovédi na stres a vyvoj rostlin.

PRAKTICKA CAST

1) Molekularni klonovani konstrukti pro expresi YODA znaceného proteinu
pod nativnim promotorem ve fuzi s GFP nebo RFP na C- konci.

2) Komplementace genu MPK3 v mpk3 mutantnich rostlinach A. thaliana.

3) Transformace bakterii Escherichia coli, Agrobacterium tumefaciens, transientni
transformace listd Nicotiana benthamiana a stabilni transformace Arabidopsis
thaliana metodu floral-dip.

4) Genotypova a biochemicka analyza stabiln¢ transformovanych linii Arabidopsis
thaliana pomoci metody PCR a metody Western-blot analyzy.

5) Aplikace solného stresu na komplementované linie v MPK3 genu.

6) Studium lokalizace fuznich proteinii pomoci konfokalni mikroskopie.



1 UVOD

Pro reakci na nepfiznivé podminky je dilezita rychla adaptace organismu. Jelikoz rostliny
pied nepfiznivymi podminkami nemohou utéct, vyvinuly se u nich komplexni signalni
drahy pfenosu stimulu z prostifedi na bunéénou odpovéd’. Jedna z takovychto signalnich
drah jsou mitogen-aktivované proteinkinasy (MAPKs), které mohou ovliviiovat expresi
gend nebo aktivitu rdznych enzymu (Colcombet a Hirt, 2008). MAPKs se zapojuji
do velkého mnozstvi procest v bunkach, jako napiiklad reakce na abiotické a biotické
stresy, regulace vyvoje organismu nebo syntézu hormonti (Samajova et al., 2013; Zhang
a Klessig, 2001). Podnét z okolniho prostiedi je rozeznan pomoci vhodného receptoru,
ktery dale prenasi signal pres fosforylaci jednotlivych komponent MAPK kaskady:
mitogen-aktivované peroteinkinasy kinasy kinasy (MAP3K), mitogen aktivované
proteinkinasy kinasy (MAP2K) a mitogen aktivované protein kinasy (MAPK)
(Colcombet a Hirt, 2008). Cilem MAPK kaskady jsou efektorové proteiny, které reguluji
napt. aktivitu enzymd, transkripénich faktort a expresi genti (Khokhlatchev et al., 1998;
Rodriguez et al., 2010). Pfenos signalu MAPK kaskadou je regulovan pomoci scaffold
proteini a mitogen aktivovanych proteinkinas fosfatas (MKPs) (Rodriguez et al., 2010).

Mitogen aktivovana proteinkinasa kinasa kinasa YODA je zapojena piedevsim
do regulace vyvoje organismu, a to pii vyvoji embryi, tvorbé stomat nebo ristu kotfent
a okvétnich ¢asti (Lukowitz et al., 2004). Mitogen aktivovana proteinkinasa 3 (MPK3) je
nejvice studovana MAPK, ktera hraje dtlezitou roli pti odpovédi organismu na biotické
a abiotické stresy zptsobené tézkymi kovy, nizkou teplotou, akumulaci reaktivnich forem
kysliku, osmotickym prostiedim nebo napadenim patogenem (Colcombet a Hirt, 2008).
Mitogen aktivovana proteinkinasa 3 se také zapojuje do spolecné signalizac¢ni drahy
S YODA proteinem. Konkrétné je YODA-MPK3 kaskada dilezita pti regulaci tvorby
stomat a embryogenezi (Lampard et al., 2009; Musielak a Bayer, 2014).

Tato diplomova prace je zaméfena na studium mitogen aktivované proteinkinasy
kinasy kinasy YODA a mitogen aktivované proteinkinasy 3 (MPK3) v modelovém

organismu Arabidopsis thaliana.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Mitogen aktivované proteinkinasy
Dulezité pro pteziti organismu je jeho rychla a efektivni reakce na nepiiznivé podminky
a dal$i podnéty z okoli. Jelikoz rostliny nemohou témto vlivim uniknout, vyvinuly
se u nich komplexni mechanismy K rozpoznani stimuli z prostfedi a k adaptaci
na neptiznivé podminky. Jednim z takovychto mechanismt jsou mitogen aktivované
proteinkinasy (MAPKS), které se nachazeji nejen Vrostlinnych druzich,
ale i v ostatnich eukaryotnich organismech. Mitogen aktivované proteinkinasy pienasi
signal z okolniho prostfedi do intracelularni odpovédi a jsou ptedevsim dutlezité pro
reakci organismu na abiotické stresory, jako je vysoka teplota, salinita nebo sucho
(Colcombet a Hirt, 2008; Rodriguez et al., 2010), ale i biotické faktory napt. napadeni
organismu patogenem (Asai et al., 2002). Jsou ale také zapojeny do regulace buné¢ného
cyklu (Pearce a Humphrey, 2001), vyvoji organismu, diferenciaci a ristu bunék (Inzé a
De Veylder, 2006) a také pti symbidze (Liu et al., 2014).

Prvni rostlinné MAPKSs byly objeveny v roce 1993 u vojtésky (Duerr et al., 1993)
a hrachu (Stafstrom et al., 1993). Pozdé&ji vtomto roce byly studovany MAPKS
v A. thaliana (Mizoguchi et al., 1993) a tabaku (Wilson et al., 1993), a byla provedena
klicova studie, ktera prokazala funkci MAPKSs pii biosyntéze ethylenu (Kieber et al.,
1993). Tato studie se stala zakladem pro identifikaci MAPKSs v dalSich eukaryotnich

organismech jako v kvasinkach a savcich (Chang a Karin, 2001; Roux a Blenis, 2004).

2.1.1 Kaskada mitogen aktivovanych proteinkinas

Kaskada MAPKSs zacina aktivaci mitogen aktivovanych proteinkinas kinas kinas
(MAPKKKs, MAP3Ks, MEKKS) (Obr. 1A), které dale signal pienaseji fosforylaci
serinovych nebo threoninovych residui na mitogen aktivované proteinkinasy kinasy
(MAPKKSs, MAP2Ks, MEKS) (Obr. 1A). MAP2Ks poté aktivuji mitogen aktivované
proteinkinasy (MAPKSs) dvojitou fosforylaci threoninovych a tyrosinovych residui
(Obr. 1A). Cilem MAPKs mohou byt efektorové proteiny v cytoplasmé nebo jadie
jako napt. dals$i kinasy, enzymy, transkripéni faktory nebo cytoskeletdrni proteiny

(Khokhlatchev et al., 1998; Rodriguez et al., 2010) (Obr. 1A).



Sekvenaci genomu A. thaliana bylo objeveno 80 MAPKKKs, 10 MAPKKSs
a 20 MAPKSs (Ichimura et al., 2002; Jonak et al., 2002). V MAPK kaskadé dochazi
k divergenci i konvergenci pii pienosu signalu. Kazdda MAPK muze byt aktivovana
raznymi stimuly, pomoci riznych MAP3Ks a MAP2Ks (Lee et al., 2008) a vice MAPKs
muze byt aktivovano stejnym stimulem. Zaroveil jedna MAPK muze byt soucasti riznych
kaskad (Andreasson a Ellis, 2010). Také je znama redundance v MAPK kaskadg,
kdy dochazi k aktivaci jednoho substratu pomoci vice MAPK kaskad. Piikladem muze
byt protein MAP65-1, ktery je zapojeny do regulace mikrotubul a je fosforylovan
prostiednictvim MPK3, MPK4 i MPK6 (Hoehenwarter et al., 2013).

stimuli

v
efektorové
proteiny

Obr. 1 Kaskada mitogen aktivovanych proteinkinas. (A) Kaskdda mitogen aktivovanych
proteinkinas za¢ina fosforylaci mitogen aktivované proteinkinasy kinasy kinasy (MAPKKK,
MAPS3K), ktera dale ptenasi fosforylaci signal na mitogen aktivovanou proteinkinasu kinas
(MAPKK, MAP2K). MAP2K poté prenasi signal dvojitou fosforylaci threoninovych
a tyrosinovych residui na mitogen aktivovanou proteinkinasu (MAPK). Cilem kaskdday mitogen
aktivovanych proteinkinas (MAPKs) jsou efektorové proteiny napi. transkripcni faktory
nebo dalsi kinasy (upraveno podle Koristkova, 2018)



2.1.1.1 MAPKKKS

Mitogen aktivované proteinkinasy Kinasy kinasy (MAPKKKs, MAP3KS) jsou serin
nebo threonin kinasy. U A. thaliana bylo ur¢eno 80 MAP3Ks (Jonak et al., 2002).
MAP3Ks jsou aktivovany membranovymi receptory nebo Vv nékterych piipadech
i pomoci MAP4Ks (mitogen aktivované proteinkinasy kinasy kinasy kinasy) a slouzi
jako prvni komponenta pienosu signalu pomoci MAPK kaskady (Champion et al., 2004).
MAP3KSs lze rozd¢lit do tii skupin: MAP3Ks podobné MEKK (,, MEKK-like*), MAP3K
podobné RAF (,,RAF-like*) nebo MAP3K podobné ZIK (,,ZIK-like*). Prozatim nebyly
objeveny u rostlin zadné MAP3Ks podobné RAF nebo ZIK (Colcombet a Hirt, 2008).
Vsechny MAP3Ks maji kinasovou doménu a regiony bohaté na glycin, leucin, alanin,
serin nebo lysin. Déle pak obsahuji vazebné domény pro dal$i komponenty napf.
ATP/GTP doména nebo WRKY/DNA vazebna doména, a lokaliza¢ni signal (Ichimura et
al., 2002). Skupina MAP3Ks podobnych MEKK obsahuje 20 MAP3Ks, které mohou byt
dale déleny do 6 podskupin (A1-A6). Pouze podskupiny Al az A4 byly blize
prostudovany (Danquah et al., 2014).

Podskupina Al obsahuje MEKK1 az MEKKA4. Nejlépe prostudovanou je MEKKI,
ktera je zapojena do pfirozené imunity rostlin a odpovédi na solny stres a chlad (Asai et
al., 2002; Rodriguez et al., 2010; Teige et al., 2004). Dale bylo objeveno, ze MEKK1
negativné reguluje MEKK?2, také dilezitou MAP3Ks ve spoustetni SUMM2
(SUPPRESSOR OF MKK1 MKK?2 2) proteinu dtilezitého pro imunitni odpovéd’ rostliny
(Kong et al., 2012). Funkce MEKK3 a MEKK4 neni stale objasnéna (Danquah et al.,
2014).

Podskupina A2 zahrnuje MAPKKKyY, MAPKKKa a YODA. U MAP3K YODA byla
zjisténa funkce pii tvorbé stomat, vyvoji embryi a aktivaci MKK4/MKK5-MPK3/MPK6
kaskady (Bergmann, 2004; Bush a Krysan, 2007; Lukowitz et al., 2004; Wang et al.,
2007).

Podskupina A3 zahrnuje MAP3Ks ANP1 az ANP3 (Arabidopsis NPK1 (Nicotiana
protein kinase 1)-related kinase) regulujici cytokinezi (Ichimura et al., 2002; Krysan et
al., 2002). Kinasa ANP1 je dale zapojena do reakce na oxidativni stres (Kovtun et al.,
2000).

Do podskupiny A4 se fadi MAPKKKel a MAPKKKe2, u kterych byla zjisténa role
V bunééném d¢leni a vyvoji pylovych zrn (Chaiwongsar et al., 2006; Jouannic et al.,
2001).



2.1.1.2 MAPKKSs

Mitogen aktivované proteinkinasy kinasy (MAPKKs, MAP2Ks) jsou aktivovany
MAP3KSs fosforylaci a jsou druhou komponentou MAPK kaskady. U A. thaliana bylo
objeveno 10 MAP2KSs (Ichimura et al., 2002), které 1ze rozdé€lit na ¢tyii skupiny (A-D)
(Hamel et al., 2006).

Skupina A zahrnuje MKK1, MKK2, které pienaseji signal dale na MPK4 (Ichimura et
al., 1998) a obé jsou dulezité pii imunitni reakci rostliny. MKK2 je také zapojena
do odpovédi na chlad a salinitu (Mészaros et al., 2006; Teige et al., 2004). Dale zde patii
MKKG®, ktera je aktivatorem MPK 13 (Melikant et al., 2004).

Kinasy skupiny B u A. thaliana se vyznacuji doménou s nuklearnim transferovym
faktorem (NTF doména) (Hamel et al., 2006). Tato NTF doména napomaha nuklearnimu
importu proteinti, coz indikuje, ze MAP2Ks této skupiny jsou zapojeny do pienosu
nakladu mezi cytoplasmou a jadrem (Steggerda a Paschal, 2002). Skupina B zahrnuje
MKK3, ktera ma své homology i u ryze, Selaginella, Physcomitrella a Chlamydomonas
(Hamel et al., 2006) a zapojuje se do odpovédi na patogeny, signalizacni kaskady
jasmonové a abscisové kyseliny (Danquah et al., 2015; Doczi et al., 2007; Takahashi et
al., 2007).

Kinasy skupiny C zahrnuji MKK4 a MKKS5. Tyto MAP2Ks se zapojuji piedev§im
do odpovédi na abioticky stres a odpovéd’ na patogenni elicitory (Cardinale et al., 2002).
MKK4 je zapojena do odpovédi na osmoticky stres (Kim et al., 2011). MKKS je dulezita
pro toleranci ke stresu ze silného osvétleni (Xing et al., 2013). Obé MAPKs MKK4
i MKKS5 ovliviiuji opadavani kvétnich organt (Cho et al., 2008), reguluji vyvoj stomat
(Khan et al., 2013) a obrannou reakci vuci bakterialnimu flg22 (Asai et al., 2002).

Posledni skupina D MAP2Ks zahrnuje MKK7 az MKK10 (Qiu et al., 2008). Z této
skupiny byly blize prostudovany MKK7 a MKK®9, které jsou dtlezité pro spravny vyvoj
rostliny a regulaci odpovédi na stresové podminky. MKK9 se zapojuje do reakce na solny
stres (Alzwiy a Morris, 2007; Xu et al., 2008), biosyntézu a signalizaci ethylenu (Xu et
al., 2008; Yoo et al., 2008). MKK?7 inhibuje polarni transport auxinu, je zapojena
do obrany proti patogentim a indukci programované buné¢né smrti (Dai et al., 2006; Jia
etal., 2016; Popescu et al., 2009; Zhang et al., 2007). MKK7 i MKKO9 také reguluji tvorbu
stomatalnich bun¢k (Lampard et al., 2009).



2.1.1.3 MAPKSs

Mitogen aktivované proteinkinasy (MAPKSs) jsou aktivovany MAP2Ks a jsou tedy tieti
komponentou MAPK kaskady. Obsahuji TEY (Thr-Glu-Tyr) nebo TDY (Thr-Asp-Tyr)
fosforylaéni doménu, kterd je nutnd pro jejich aktivaci. U A. thaliana bylo objeveno
20 MAPKSs, které lze dale d¢lit do ¢tyf skupin (A-D). Skupiny A, B a C obsahuji MAPKs
s motivem TEY a MAPKSs skupiny D motiv TDY (Ichimura et al., 2002).

Skupina A obsahuje u A. thaliana MAPKs MPK3, MPK6 a MPK10 (Asai et al., 2002;
Ichimura et al., 2002). Tyto MAPKS jsou dilezit¢é ve vyvojovych procesech, jsou
aktivovany pii odpovédich na biotické a abiotické stresy a pii rastu rostliny (Kiegerl et
al., 2000; Seo et al., 2007; Zhang a Klessig, 2001).

Do skupiny B se fadi MAPKs MPK4, MPK11 a MPK12 (Ichimura et al., 2002).
Kinasa MPK4 pozitivné reguluje cytokinesi béhem meiosy a mitosy (Kosetsu et al.,
2010), kortikalni mikrotubuly a vyvoj kofenovych vlaska (Beck et al., 2010). Dale
je zapojena do regulace exprese obrannych gent proti napadeni patogenem (Gao et al.,
2008), pti tvorbé jasmonové Kyseliny (Brodersen et al., 2006) a odpovédi na solny stres
(Droillard et al., 2004). Vsechny tii MAPK MPK4, MPK11 i MPK12 jsou soucasti
signalni drahy abscisové kyseliny (Jammes et al., 2009; Xin et al., 2005).

Skupina C zahrnuje MPK1, MPK2, MPK7 a MPK14, které jsou aktivovany pomoci
MKKS3 pii napadeni patogenem (Doéczi et al., 2007). MPKY7 je zapojena do regulace
cirkadialnich rytma rostliny a kaskady aktivované auxinem (Mizoguchi et al., 1994;
Schaffer et al., 2001). MPK1 spole¢né s MPK2 jsou zapojené do tvorby salicylové
kyseliny pii senescenci listi (Zhang et al., 2020) a MPK7 je dulezita pii obranné reakci
proti patogeniim (Doéczi et al., 2007).

Posledni skupina D, jak jiz bylo feceno, je oproti ptredchozim skupinach
charakteristickd TDY motivem a chyb¢jici C- terminalni dokovaci doménou (common
docking domain; CD doména), ktera slouzi jako nasedaci misto pro MAP2Ks, fosfatasy
a dalsi substraty (Yoo et al., 2008). Do této skupiny se fadi MPK8, MPK9 a MPK15
az MPK20 (Ichimura et al., 2002). MPKS8 reguluje akumulaci reaktivnich forem kysliku
v organismu (Takahashi et al., 2011). MPK9 je zapojena do signalizace abscisové
kyseliny a je predevsim abundantni v stomatech (Jammes et al., 2009) a u MPK18 byla
prokazana role v regulaci kortikalnich mikrotubuld (Walia et al., 2009). Presna funkce

dalSich MAPK v této skuping je stale nejasna.



2.1.2 Scaffold proteiny

Scaffold proteiny jsou velmi dulezité regulatory MAPK kaskady. Maji hlavni ¢tyfi funkce
pfi prenosu signdlu MAPK kaskddou: pfiblizuji komponenty kaskady, ovliviuji
lokalizaci kaskady v buiice, reguluji prenos signdlu a chrani komponenty kaskady
pted deaktivaci ostatnimi molekulami (Shaw a Filbert, 2009) (Obr. 2).

Jak jiz bylo feceno vyse, hlavni funkci scaffold proteinii je sklddani komponent
kaskady k sob¢ (Obr. 2A). Piiblizenim signalnich molekul dojde K jejich zkoncentrovani
a zvySeni specificity fosforylace, coz ma za nasledek zefektivnéni a urychleni celého
ptenosu signalu (Burack a Shaw, 2000).

Dalsi dutlezitou funkci scaffold proteinti je lokalizace signalizaéni kaskady
na specifické misto v burnice (Obr. 2B), coz muze byt nezbytné pro vysledny produkt
kaskady (Wong a Scott, 2004).

Scaffold proteiny mohou mit i dalsi funkci pfi pfenosu signalu, a to pozitivni nebo
negativni regulaci kaskad (Obr. 2C). Pozitivni vliv na pfenos signalu mize byt napiiklad
zesileni slabého stimulu a zvySeni specifity (Burack a Shaw, 2000). P#i navazani vSech
tti komponent MAPK kaskady mtize dochédzet k negativni regulaci pfenosu stimulu,
a to zabranénim kinase fosforylovat vice nez jednu komponentu kaskady (Burack a Shaw,
2000).

Posledni funkci scaffold proteini miiZze byt ochranna bariéra proti ostatnim proteintim
(Obr. 2D) v bunce jako napt. degradaénim enzymum nebo fosfatasam, které pienos

signalu negativné reguluji (Locasale et al., 2007).
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Obr. 2 Funkce ,scaffold proteini“. Scaffold proteiny maji nejméné ¢&tyfi funkce: skladani
komponent kaskady k sobé (A), lokalizaci komponent a signalnich drah na specifické misto
Vv burice (B), regulace pfenosu signalu (C) a ochrana pied fosfatasami a inhibitory kaskad (D)
(ptevzato z Shaw a Filbert, 2009).




2.1.3 Fosfatasy

Specifita a aktivita jednotlivych komponent MAPK kaskady muze byt také regulovana
pomoci tzv. proteinovych fosfatas, které fosforylované komponenty MAPK kaskady
deaktivuji defosforylaci (Colcombet a Hirt, 2008) (Obr. 3). Tyto fosfatasy lze rozd¢lit
na dv¢ hlavni skupiny: protein tyrosin fosfatasy (PTPs) a protein serin-threonin fosfatasy
(PSTPs) (Luan, 2003).

V prvni skupiné jsou zafazeny fosfatasy specifické na tyrosin a fosfatasy s dualni
funkei regulujici intenzitu a dobu pfenosu signalu ptes MAPK kaskady (Luan, 2003).
Naptiklad fosfatasa PTP1 deaktivuje MPK4 (Huang et al., 2000). Piikladem fosfatas
s dualni funkci je MKP1, kterd negativné reguluje MAPKs v odpovédi na UV a zaroven
vV mutantnich rostlinach s vyfazenym genem MKP1 byla prokazana zvySena rezistence
vaci solnému stresu (UIm et al., 2002). Dalsim piikladem fosfatasy s dualni funkci je
MKP2, ktera deaktivuje MPK3 a MPKG6 a zaroven v rostlinach s umlé¢enym genem MKP2
byla dokazana hypersensitivni reakce na oxidativni stres (Lee a Ellis, 2007). Dalsi
fosfatasou s dualni funkci je PHS1 (Propyzamide hypersensitive 1), ktera interaguje
s MPK 18 pfi stabilizaci mikrotubuli (Walia et al., 2009).

Do druhé skupiny patii PP2C fosfatasa, ktera na N- konci obsahuje MAPK interakéni
doménu (kinase interaction motif, KIM) slouzici k rozpoznani a inaktivaci MAPKSs
(Schweighofer et al., 2004). Dale zde patii AP2C1 fosfatasa, ktera defosforyluje MPK4
a MPKG6 pii regulaci hladiny kyseliny jasmonové v buice (Schweighofer et al., 2007).

fosfatasa

Pi

Obr. 3 Funkce mitogen aktivovanych proteinkinas fosfatas. Mitogen aktivovana proteinkinasa
fosfatasa (MKP, fosfatas) deaktivuje komponenty MAPK kaskady defosforylaci, ¢imz zabranuje
prenosu signalu pies MAPK kaskadu (upraveno podle Kofistkova, 2018).



2.1.4 Mitogen aktivovana proteinkinasa kinasa kinasa YODA

Mitogen aktivovand proteinkinasa kinasa kinasa YODA patii do skupiny MAP3K
podobnych MEKK a do podskupiny A2 spole¢né¢ s MAPKKKy a MAPKKKa. YODA je
zapojena piedev§im do vyvojovych procest organismu, jako napiiklad tvorba stomat,
embryi, kvétnich ¢asti a tvaru lateralnich organd (Bergmann, 2004; Lukowitz et al., 2004;
Shpak et al., 2005; Xu a Zhang, 2015). MAP3Ks YODA byla studovana v kaskadach
s MKK4/5/7/9 a MPK3/6 pfi tvorb¢é stomat, embryogenezi a vyvoji rostlin (Bergmann,
2004; Lukowitz et al., 2004; Musielak a Bayer, 2014).

2.1.4.1 YODA a MPK3 pfri vyvoji stomat

U Arabidopsis thaliana je tvorba stomat fizeny proces nékolika bunécénych déleni
a premén bunék, béhem kterého mtize vznikat pét hlavnich typt bunék: prekurzory bunék
meristemoidu (MMCs, meristemoid mother cell), meristemoidy, zakladové bufiky
stomatalni linie (SLGC, stomatal lineage ground cell), prekurzory svéracich bunék
(GMC, guard mother cell) a svéraci bunky (GC, guard cell) (Obr. 4). Tvorba stomat je
zapocata preménou protodermalnich bunék na MMCs, které dale vytvari meristemoidy
a stomatalni buiky (SLGCs) (Obr. 4). Meristemoidy davaji za vznik dal$im
meristemoidtim nebo SLGCs (Obr.4). Meristemoidy po Case ztraci schopnost opétovné
tvorby novych meristemoidti a pfeménuji se na prekurzory svéracich bunék (GMCs),
ze kterych vznikaji svéraci bunky (GCs) (Obr. 4) (Bergmann a Sack, 2007; Lau
a Bergmann, 2012; Nadeau a Sack, 2002a; Pillitteri a Dong, 2013; Pillitteri a Torii, 2012).
SLGCs se mohou pfeménit na MMCs bunky a asymetrickym délenim mohou dat
vzniknout satelitnim meristemoidiim nebo se mohou pfeménit na dlazdicovité¢ bunky

(Obr. 4) (Bergmann a Sack, 2007; Geisler et al., 2000).
ﬁ@_,
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Obr. 4 Diagram znazornujici pfeménu bunék béhem vyvoje stomat v Arabidopsis. Protodermalni
bunika (oranzov€) se preménuje na prekurzory bunék meristemoidu (MMC, modie),
které se asymetricky déli na meristemoid (Cerven¢) a zakladové bunky stomatalni linie (SLGCs,
bile). Meristemoidy prochazi asymetrickym délenim za tvorby SLGCs a dalSich meristemoidu.
Nakonec jsou bunky meristemoidu diferenciovany na prekurzory svéracich bunék (GMCs, zluté),
které prochazi symetrickym délenim za vzniku svéracich bunék (GC, zeleng) (pfevzato z Chen et
al., 2020)



Jednou z determinant bunécného déleni je protein SPEECHLESS (SPCH), ktery
ovliviiuje osud jednotlivych bunék. Gen SPCH je tvofen ve vsech epidermalnich
bunkach, ale protein se akumuluje pouze v MMCs a meristemoidech (MacAlister et al.,
2007). V mutantni rostlin¢ s vyfazenym genem SPCH (spch-1) nebylo pozorovano zadné
asymetrické déleni. Naopak v mutantnich rostlinach s nadexpresi SPCH byla pozorovana
ektopicka déleni epidermalnich bun¢k (MacAlister et al., 2007; Pillitteri et al., 2007).

Aktivita proteinu SPCH je regulovana fosforylaci a degradaci. Je znamo, ze SPCH je
nepiimo fosforylovan pomoci MPK3 a MPK6 (Lampard et al., 2008). Pozd¢ji bylo
dokazano, ze transkrip¢ni faktory SCRM ICE1 (INDUCER OF CBF EXRESSIONL1)
a SCRM2 (SCREAM?2) interaguji s proteinem SPCH (Kanaoka et al., 2008) a jejich
heterodimer funguje jako scaffold pro interakci MAPK kaskady a proteinu SPCH
(Putarjunan et al., 2019) (Obr. 5). Do vyvoje stomat se zapojuje draha
YODA-MKKA4/5/7/9-MPK3/6 (Bergmann, 2004; Lampard et al., 2009; Putarjunan et al.,
2019; Wang et al., 2007) (Obr. 5). Tato kaskada je regulovana receptorovym komplexem
slozenym z ,,receptor-like” proteinu TOO MANY MOUTHS (TMM), receptor-like
kinasami ERECTA-LIKE1/2 (ERL1/2) a SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR
kinasy (SERK) (Lee et al., 2012, 2015; Meng et al., 2015; Nadeau a Sack, 2002b; Shpak
et al.,, 2005; Yang a Sack, 1995). Tyto receptory rozeznavaji ligandy ze skupiny
EPIDERMAL PATTERNING FACTOR-LIKE (EPFL), které potlacuji nebo podporuji
vyvoj stomat (Lee et al., 2015, 2012; Meng et al., 2015) (Obr. 5).

Protein SPCH indukuje expresi BREAKING OF ASYMMETRY IN STOMATAL
LINEAGE (BASL) a POLAR genti. Oba tyto proteiny se nachazeji v periferiich bunky
béhem asymetrického bunééného déleni (ACD, asymetric cell division) (Obr. 5). Protein
BASL je fosforylovan pomoci MPK3/6, coz vede ke zvyseni interakce BASL a YODA
proteinu a relokalizaci YODA do kortexu bunky (Dong et al., 2009; Zhang et al., 2015,
2016) (Obr. 5). Protein BASL slouzi jako scaffold protein, ktery koncentruje MAPK
kaskadu v kortexu bunky a rozdéluje je do SLGCs a meristemoidu po asymetrickém
bunééném déleni (Zhang et al., 2015) (Obr. 5). Zvysena signalizace YODA-MPK3/6
v SLGCs vede k fosforylaci a degradaci SPCH, coz zpusobuje pfeménu SLGCs
na dlazdicovité bunky. Snizenad signalizace YODA-MPK3/6 na druhou stranu vede
ke stabilni expresi SPCH, coz ma za nasledek dalsi diferenciaci meristemoidu (Zhang et
al., 2015).
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Aktivita YODA pii vyvoji stomat je také ovlivnéna pfitomnosti hormont.
Brassinosteroidy inhibuji tvorbu stomat v epidermdlnich bunkach listd pfes inaktivaci
BIN2 (glycogen synthase kinase 3 (GSK3)-like kinase BRINSENSITIVE 2) (Obr. 5).
Kinasa BIN2 potla¢uje fosforylaci mezi YODA a MPKK4/5, ¢imz podporuje stabilizaci
SPCH (Khanet al., 2013; Kim et al., 2012). Pisobenim auxini dochazi k inhibici AUXIN
RESISTANT3 (AXR3), ktery napomahd vyvoji stomat aktivaci YODA kaskady
v semenaccich péstovanych ve tmé (Balcerowicz et al., 2014; Le et al., 2014; Zhang et
al., 2014) (Obr. 5).

tma/nedostatek svétla  EPFL

l l osmoticky
TMM
COP1 stres

ERLK1/2
SERK
v
A —
AUX ——| AXR3 ———>

BRS ——1 BIN2 —|

HopAl — | @——» BASL/POLAR
ICE1
SCRM?2

SPCH
l — inhibice

tvorba
stomat > indukce

Obr. 5 Regulace tvorby stomat pomoci kaskady YODA. Ligandy EPIDERMAL PATTERNING
FACTOR-LIKE (EPFL) jsou rozpoznany pomoci receptort TOO MANY MOUTHS (TMM),
receptor-like kinasami ERECTA-LIKE1/2 (ERLK1/2) a SOMATIC EMBRYOGENESIS
RECEPTOR kinasou (SERK). Receptory dale aktivuji kaskadu YODA-MKK4/5/7/9-MPK3/6,
ktera pres interakci s transkripénimi faktory INDUCER OF CBF EXRESSION1 (ICE1)
a SCREAM2 (SCRM2) inhibuje protein SPEECHLESS (SPCH) dulezity pro tvorbu stomat.
Protein SPCH indukuje tvorbu proteini BREAKING OF ASYMMETRY IN STOMATAL
LINEAGE (BASL) a POLAR, kter¢ jsou dale fosforylovany pomoci MPK3/6, coz vede k aktivaci
YODA kaskady. Kaskada YODA-MPK3/6 je indukovana za nedostatku svétla proteiny AUXIN
RESISTANT3 (AXR3) a CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) a dale
pfi osmotickém stresu a ptisobenim brasinosteroidi (BRS). Kaskada YODA-MPK3 je inhibovana
glycogen synthase kinase 3 (GSK3)-like kinase BRINSENSITIVE 2 (BIN2), auxiny (AUX)
a efektorem HopALl z Pseudomonas syringe.
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Dalsim reguldtorem YODA-MPK3 kaskaddy pii vyvoji stomat je protein
CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) (Lau a Bergmann, 2012).
Pii nedostatku svétla COP1 pozitivné reguluje YODA kaskadu a degraduje SCRM
proteiny, ¢imz inhibuje tvorbu stomat (Kang et al., 2009; Lee et al., 2017) (Obr. 5).

K regulaci tvorby stomat také dochazi pti pisobeni abiotickych a biotickych stresi.
Pii osmotickém stresu dochazi k potlaceni SPCH, aktivaci YODA-MPK3/6 kaskady
a tim i k inhibici po¢tu stomat (Kumari et al., 2014) (Obr. 5). Stomata slouzi také jako
vstupni otvor pro bakterie (J. Zhang et al., 2007; Melotto et al., 2006). Konkrétné bakterie
Pseudomonas syringae vnikne do hostitelské buriky pies stomata a uvolni efektor HopAL.
Nadmérna exprese HopAl efektoru deaktivuje MPK3/6, coz mé za nasledek zvySenou

tvorbu stomat v hostitelské rostliné (Kim et al., 2012) (Obr. 5).

2.1.4.2 YODA a MPK3 pi#i embryogenezi a vyvoji rostlin
Vyvoj Arabidopsis thaliana je striktné regulovanym procesem (Lau et al., 2012).
Asymetrické déleni je esencidlni pro diferenciaci a davad za vznik riznym bunécnym
typim (Smet a Beeckman, 2011). Tento proces je piedevsim duilezity pfi embryogenezi
(Lau et al., 2012), ktera zacina hned po fertilizaci. Nejdiive dochazi k asymetrickému
déleni zygoty a vznik4 apikalni a basalni bunika. Apikalni burika se pfeménuje na embryo
a basalni bunka na suspenzor, ktery slouzi jako podptirna struktura zajist'ujici pfisun zivin
a hormona (Kawashima a Goldberg, 2010). Pouze vrchni buiika suspenzoru piispiva
k samotnému vyvoji embrya a tvoii embryonalni zaklad kofene. Jiz pfi zygotickém déleni
dochazi k ur¢eni embryonalnich a extraembryonalnich bunék (Bayer et al., 2017).

Déleni apikalnich bun¢k u A. thaliana je kontrolovano MAPK signalni kaskadou
YODA-MKK4/5-MPK3/6, ktera iniciuje elongaci a embryonalni polaritu v zygoté
(Musielak a Bayer, 2014) (Obr. 6). U mutantnich rostlin yda bylo pozorovano
rovnomeérné rozdéleni zygoty a nedochazelo K vytvotfeni suspenzoru z prekurzori
basalnich bun¢k (Lukowitz et al., 2004). Podobné defekty byly prokazany v mutantnich
rostlinach s vyfazenymi MKK4, MKK5, MPK3 a MPKG6 geny (Wang et al., 2007; Zhang
et al., 2017). Také bylo prokazano, ze konstitutivni exprese YODA v mutantnich
rostlinach vede Kk velkému poctu bunék suspenzoru a struktur s nerozpoznatelnymi
embryi (Lukowitz et al., 2004).

Pii vyvoji embrya je YODA kaskada aktivovana membranovou kinasou SHORT
SUSPENSOR (SSP) (Bayer et al., 2009) (Obr. 6). Tato pseudokinasa je soucasti skupiny
BRASSINOSTEROID SIGNALING kinas (BKS), které se zapojuji do regulace rstu
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a abiotickych a biotickych odpovédi rostliny (Li et al., 2012; Shi et al., 2013). Transkript
SSP je tvofen pouze v samcich pohlavnich bunkach v pylu a po fertilizaci je v zygoté
produkovan protein SSP (Bayer et al.,, 2009). Nadexprese SSP aktivuje drahu
YODA-MKK4/5-MPK3/6 i v dalsich pletivech (Bayer et al., 2009).

Dalsim dilezitym reguladtorem embryondlniho vyvoje je transkripéni faktor
GROUNDED (GRD) (Jeong et al., 2011) (Obr. 6). U mutantnich rostlin s vyfazenym
genem GRD (grd) byly pozorovany podobné defekty v elongaci zygoty a tvorbé
suspenzoru jako u yda mutanti. Také bylo zjisténo, Ze pii nadexpresi YDA nedochazi
k potlaceni grd fenotypu, coz naznacuje, Zze GRD je dilezity pro funkci YODA a zaroven,
ze protein GRD je regulovan YODA kaskadou (Jeong et al., 2011). Nicmén¢é nebylo
dokézano, Ze protein GRD je pfimym cilem YODA-MPK3/6 kaskady. Pfedpoklada se,
7ze MAPK kaskada YODA-MPK3/6 fosforyluje kofaktor, ktery poté spolecné¢ s GRD
ovliviiuji embryonalni vyvoj rostlin (Jeong et al., 2011) (Obr. 6).

K riznym defektim u yda mutantnich rostlin dochazi i v postembryonalnim vyvoji.

Typickym fenotypovym projevem u yda mutantnich rostlin je trpasli¢i vzrust, kratké

arozvétvené kofeny, malé listy a sterilni kvéty (Lukowitz etal., 2004; Wang et al., 2007).
SSP

kofaktor + GRD

embryonalni
VyVoj

Obr. 6 Regulace embryonalniho vyvoje YODA kaskadou. YODA kaskada je aktivovana SHORT
SUSPENSOR (SSP) kinasou, ktera dale aktivuje MAP3K YODA, MAP2K MKK4 a MKK5
a MAPK MPK3 a MPK6. Cilem kaskady YODA-MPK3-6 je kofaktor, ktery spolecné
s transkripénim faktorem GROUNDED (GRD) reguluje embryonalni vyvoj.
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2.1.5 Mitogen aktivovana proteinkinasa 3 (MPK3)
Mitogen aktivovana proteinkinasa 3 (MPK3) je jedna z nejvice studovanych MAPK. Jak
jiz bylo zminéno vyse, MPK3 je MAPK patiici do skupiny A spolecné s MPK6 a MPK10
(Ichimura et al., 2002). MPK3 se zapojuje do velkého mnozstvi signalnich kaskad
Vv burice, jako jsou obranné reakce na biotické (Asai et al., 2002) a abiotické stresy (Miles
et al., 2005; Yoo et al., 2008), ale také do vyvojovych procesi V bufice napi. u tvorby
stomat nebo embrya (Bergmann, 2004; Musielak a Bayer, 2014) a pfi biosyntéze
kamalexinu a ethylenu (Ren et al., 2008; Yoo et al., 2008).

Jak jiz bylo zminéno vyse, pro pifeziti musi rostliny reagovat na nepiiznivé podminky
z okoli zpiisobujici abioticky nebo bioticky stres. Abioticky stres miize byt v rostliné
vyvolan napf. chladem, vysokou salinitou, UV zafenim, nedostatkem vody
nebo plsobenim tézkych kovi a reaktivnich forem kysliku (Jones a Dangl, 2006; Tena et
al., 2001). Nejvice studované MAPK zapojené do téchto stresovych odpovédi jsou
MAPKSs skupiny A MPK3, MPK6 a MAPK ze skupiny B MPK4 (Colcombet a Hirt,
2008). Konkrétné bylo zapojeni MPK3 studovano pfi reakcich rostliny na abioticky stres
zpusobeny chladem (Li et al., 2017), akumulaci reaktivnich forem kysliku (Kovtun et al.,
2000), vysokou salinitou prostiedi (Droillard et al., 2002) a intoxikaci tézkymi kovy (Liu
et al., 2010). Bioticky stres je zplUsobeny cizimi organismy napf. viry, bakteriemi
nebo hmyzem. Role MPK3 byla prokazana pii rozpoznani bakterialniho flagellinu flg22
(Asai et al., 2002).

2.1.5.1 MPKa3 a nizka teplota

Nizka teplota ovliviiuje metabolismus a transkripci, coz ma vliv na rust a vyvoj,
a tim rozsifeni rostlin na celé planeté. Vystavenim organismu chladu muze dojit
k adaptaci rostlin (Theocharis et al., 2012), ale pii ptsobeni extrémni teploty dochazi
ke zméné vlastnosti nékterych bunéfnych struktur jako napt. rigidity plasmatické
membrany (Sangwan et al., 2002),

Jednim z dtleZitych faktord pii adaptaci na chladné;j$i podminky je transkripcni faktor
ICE1 (Inducer of CBF expresion 1), dulezity pro aktivaci CBF faktort (C- repeate binding
factor) pri expresi obrannych genti (Thomashow, 1999). Bylo zjisténo, Ze pfi nizké teploté
je aktivovana kaskada MKK5-MPK3, ktera ICE1 protein destabilizuje, a tim negativné
ovlivituje adaptaci rostlin pravé k chladnéjsimu klimatu (Li et al., 2017) (Obr. 7).
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Obr. 7 MPK3 kaskada pfi stresu z nizké teploty. Pti nizké teploté je aktivovana pfislusna MAP3K,
ktera prenasi signal na MKKS a poté na MPK3. MPK3 inhibuje transkrip¢ni faktor ICE1 (Inducer
of CBF expresion 1), ktery je dulezity pro aktivaci CBF (C- repeate binding factor) faktorti pro
expresi obrannych gent.

2.1.5.2 MPK3 a oxidativni stres

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou produktem aerobniho metabolismu organismu
(Suzuki et al., 2011). Tvorba ROS v organismu je regulovana antioxidativnimi enzymy
jako je napt. superoxiddismutasa nebo katalasa (Gill a Tuteja, 2010). Pii nadmérné
akumulaci ROS v organismu ochrana antioxidacnimi enzymy nesta¢i a dochazi
k oxidativnimu stresu. Nadmérna produkce ROS v organismu je nejcastéji zptisobena
riznymi stresory napf. intoxikace té¢zkymi kovy a 0zonem nebo napadenim patogenem
(Liu et al., 2010; Miles et al., 2009; O’Brien et al., 2012). Akumulaci ROS v organismu
je aktivovana draha MKK5-MPK3, ktera reguluje superoxiddismutasy a spousti expresi
obrannych gent (Miles et al., 2009; Xing et al., 2013) (Obr. 8).

Dale je pti akumulaci ROS aktivovana MAP3K ANP1 (Arabidopsis NPK1-related
protein kinase 1), ktera fosforyluje MPK3 pies ptislusnou MAP2K a vysledkem je regulace
exprese obrannych genti pti stresovych podminkach (Kovtun et al., 2000) (Obr. 8).
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Dalsimi regulatory MPK3 pfi oxidativnim stresu je gen OXI1, ktery koduje
serin/threonin kinasu, ktera ptes MAP2K fosforyluje MPK3. Nezbytnost OXI1 genu byla
dokazana studiem mutantnich rostlin oxil, kde bylo potvrzeno, ze OXI1 je nezbytny
pro aktivaci MPK3 pfi oxidativnim stresu (Kovtun et al., 2000) (Obr. 8).

Regulatorem MPK3 pii oxidativnim stresu je také mitogen aktivovand proteinkinasa
fosfatasa 2 (MKP2). MKP2 defosforylaci MPK3 zptsobi vys$i odolnost rostliny vuci
oxidativnimu stresu (Lee a Ellis, 2007) (Obr. 8).

ROS

obranné

| inhibice
geny — indukce

Obr. 8 Kaskada MPK3 pii oxidativnim stresu. P¥i akumulaci ROS jsou pies ptislusnou MAP3K
aktivovany MKK5 a MPK3, které spousti expresi obrannych genti. MPK3 muzZe byt také
aktivovana pfes MAP3Ks ANPla OXI1, které fosforyluji MAP2K, a ta poté MPK3. MPK3 je
negativné regulovana pomoci MKP (mitogen aktivovana proteinkinasa fosfatasa), ktera
fosforylovanou MPK3 deaktivuje defosforylaci a ukon¢i pienos signalu (upraveno podle
Koftistkova, 2018).
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2.1.5.3 MPK3 a osmoticky stres

Osmoticky stres rostlin je zptisobeny vysokymi koncentracemi NaCl v pid¢. Pric¢inou
vysoké salinity plidy je nejCastéji vypafovani, precipitace nebo zvétravani hornin
(Mahajan a Tuteja, 2005; Yadav et al., 2011). Osmoticky stres je zptisoben toxicitou Na*
iontd. Bylo zjisténo, Ze vétSina rostlin nedokaze tolerovat vysSsi koncentraci Na*
nez 50 mM. Obranou organismu pied vysokou koncentraci soli je aktivni odstraiovani
Na* z bunék pies antiporter sensitive 1 (SOS1), ktery pfenasi Na* ionty ven a H' ionty
dovnitt bunky, dale pak pres HKT transportéry nebo NHX1 tonoplast transportéry
(Munns a Tester, 2008). Vystavenim vysoké koncentraci soli spousti v rostling dalsi
procesy jako je napt. akumulace oxidu dusnatého (Khan et al., 2012), ROS nebo Ca?*
(Laohavisit et al., 2012; Miller et al., 2010).

Pfi osmotickém stresu jsou aktivovany drahy MKK4/9-MPK3 (Kim et al., 2011; Xu
et al., 2008) (Obr. 9). Bylo zjisténo, ze mutantni rostliny mkk4 jsou citlivéjsi k vySsim
koncentracim soli a dochazi u nich ke snizené aktivit¢ MPK3 a vys§i ztraté vody
nez V rostlinach kontrolnich. Na druhou stranu u rostlin se zvysenou expresi MKK4 byla
pozorovana vysS$i tolerance rostlin k solnému stresu, sniZzena ztradta vody a zvySena
aktivita MPK3 (Kim et al., 2011). U mutantnich rostlin s vyfazenym genem pro MKK9
byla pozorovana snasenlivost K solnému stresu na rozdil od rostlin divokého typu,
a to az do koncentrace 150 mM NaCl (Alzwiy a Morris, 2007). Také bylo zjisténo,
7ze mpk3 mutantni rostliny vykazuji hypersensitivni reakci na solny stres v porovnani
s rostlinami ekotypu Col-0, zc¢ehoz vyplyva, ze MPK3 je nezbytna pro reakci
na osmoticky stres (Pitzschke et al., 2014). Také bylo dokazano, Ze pti osmotickém stresu
je aktivovana draha YODA-MKK4/5/7/9-MPK3, ktera zamezuje tvorbé stomat (Kumari
et al., 2014) (Obr. 9) (viz. kapitola 2.1.4.1).
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MKK4/9 MKK4/5/7/9
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Obr. 9 Kaskada MPK3 pfti osmotickém stresu. Pfi pusobeni osmotického stresu je aktivovana
draha MAP3K-MKK4/9-MPK3, ktera dale spousti expresi obrannych geni. Pfi osmotickém
stresu je také spusténa kaskada YODA-MPKS3, ktera omezi tvorbu stomat.

2.1.5.4 MPKa3 a tézké kovy

Tézké kovy napt. méd’, zinek, Zelezo, kobalt a nikl jsou dilezité pro spravny vyvoj a rtst
rostliny, ale stavaji se toxickymi pii vysSich koncentracich. Naopak tézké kovy,
které nejsou pro rostlinu esencialni, jako hlinik, olovo nebo kadmium, mohou zpisobovat
rizné fyziologické defekty i pfi nizkych koncentracich (1113 et al., 2006; Shanmugaraj et
al., 2013). Pti intoxikaci t€zkymi kovy vétsinou dochazi k akumulaci reaktivnich forem
kysliku (ROS) (Smeets 2009) a ovlivnéni tvorby Ca®* véetné aktivity riznych proteini
napi. MAPKs, G-proteind nebo signalnich procesit pomoci fosfolipidi (Jonak et al.,
2004; Opdenakker et al., 2012). Bylo prokazano, ze u A. thaliana dochazi ke zvysené
expresi MPK3 a MPKG6 pii stresu z intoxikace tézkymi kovy. Konkrétné byla tloha
MPK3 studovana pfti plisobeni kadmiem a médi, kde bylo zjisténo, Ze hladina exprese
jednotlivych MAPK je vyssi v zavislosti na ¢ase pusobeni tézkych kovi (Liu et al., 2010;
Opdenakker et al., 2012).
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Kadmium, jak jiz bylo feCeno vyse, je neesencialni t€zky kov, ktery i pfi nizkych
koncentracich zplsobuje fyziologické defekty Vv rostliné. PfedevSim zapficifuje
zpomaleny rust kofent, chlordzy listi (Nocito et al., 2002; Woéjicik a Tukendorf, 1999),
pomalé otevirani stomat (Perfus-Barbeoch et al., 2002) nebo vadnuti (Barceld
a Poschenrieder, 1990). Kadmium také zptsobuje inhibici fotosyntézy a transkripce
(Nyitrai et al., 2003) a modifikaci v genové expresi a enzymové aktivité (Herbette et al.,
2006; Sarry et al., 2006). Bylo dokazano, ze pii intoxikaci Cd dochazi k akumulaci ROS
a poté k aktivaci MPK3 a MPK6 (Obr. 10). Také byla pozorovana vyssi hladina téchto
MAPK u A. thaliana v kofenech nez v listech (Liu et al., 2010; Opdenakker et al., 2012).

Me¢d je esencialni pro spravny rust a vyvoj rostliny, ale pfi vysSich koncentracich
zpusobuje stejné jako kadmium morfologické poruchy u rostlin. Role MPK3
pfi intoxikaci Cu byla studovana v oxil mutantnich rostlinach (Smeets et al., 2013). OXI1
je soucasti mnoha signalnich kaskad a je aktivatorem MPK3 a MPK6 pfi oxidativnim
stresu (Rentel et al., 2004). Bylo zjisténo, ze v kontrolnich rostlinach ekotypu Col-0
dochazi pti intoxikaci Cu ke zvySené expresi ANP1, MEKK1 a MPK3 (Obr. 10). V oxil
mutantech naopak byla pozorovéana nizka hladina vSech téchto MAPKSs, coz potvrzuje
spojitost mezi oxidativnim stresem a stresem zplUsobenym nadmérnou koncentraci

tézkych kovu (Smeets et al., 2013).

y
obranné
geny

Obr. 10 Kaskada MPK3 pii intoxikaci tézkymi kovy. Pfi intoxikaci tézkymi kovy jako kadmium
(Cd) a méd’ (Cu) dochazi k akumulaci reaktivnich forem kysliku (ROS) v organismu, coz vede
k aktivaci MAP3Ks ANP1 a MEKK1, které dale ptes piislusnou MAP2K fosforyluji MPK3
a aktivovand MPK3 spousti expresi obrannych gent.
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2.1.5.5 MPKS3 v biotickém stresu

Rostliny musi reagovat na neptiznivé podminky z okolniho prostfedi vcetné cizich
patogent. Jednou ztakovych obrannych strategii je rozpoznani efektorti patogenu
nebo tzv. patogen asociovanych molekularnich vzorci (PAMPs) a rychla aktivace
obrannych gent (1-4).

Mitogen aktivovana proteinkinasa 3 (MPK3) se zapojuje do odpovédi na plsobeni
bakterialniho elicitoru flagellinu 22 (flg22) (Obr. 11). Tento elicitor je rozpoznavan
receptorem FLAGELLIN SENSING 2 (FLS2), ktery aktivuje signalni drahu
MEKK1-MKK4/5-MPK3/6 (Asai et al., 2002) (Obr. 11).

Jak jiz bylo zminéno vyse, MPK3 a MPK6 se zapojuji do biosyntézy kamalexinu (Ren
et al., 2008) (Obr. 11). Kamalexin patii do skupiny fytoalexinl, které pusobi
jako  antimikrobialni  latky proti  patogenim (15,16). MAPK  kaskada
MAPKKKo/MEKK1-MKK4/5-MPK3/6 fosforyluje transkripéni faktory a nasledné
dochazi k transkripci geni PHYTOALEXIN DEFICIENT 2 a 3 (PAD2/3) dulezité
pro biosyntézu kamalexinu (Ren et al., 2008) (Obr. 11).

patogen

flg22

FLS2

obranné biosyntéza
geny kamalexinu

Obr. 11 Kaskada MPK3 pfi biotickém stresu. Pti napadeni patogenem je rozpoznan bakterialni
elicitor flagellin 22 (flg22) pomoci receptoru FLAGELLIN SENSING 2 (FLS2), ktery dale
aktivuje drahu MKK1-MKK4/5-MPK3/6 a expresi obrannych gend. P¥i nerozpoznani f1g22 je
spusténa draha MAPKKKa-MKK4/5-MPK3/6, ktera spousti biosyntézu kamalexinu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1

Material

3.1.1 Pouzité pristroje

analytické vahy (XA 110/2X) (RADWAG, Polsko)

automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

centrifugy (ScanSpeed 1730R Refrigerated microcentrifuge) (Beckman Coulter
Microfuge® 16, USA)

dokumentaéni zatizeni Geldoc™ MP (BioRad, USA)

fytotron (Weiss Gallenkamp, UK)

horizontalni/vertikalni agarosova elektroforéza (BioRad)

inkubacni termoblok (Bioer Thermocell Cooling & Heating Block CHB 202)
konfokalni skenovaci laserovy mikroskop (Zeiss) - LSM 710 Axio Imager 2 Zeiss
s objektivem Plan-Apochromat 20x/0,8 M27

laboratorni digestot (M 1200) (MERCI, USA)

magneticka michacka (MSH-420) (BOECO, Némécko)

mikrocentrifugy (FVL-2400N Combi-Spin, Mini-Centrifuge/Vortex; Benchmark
MyFuge™ Mini) (Benchmark Scientific, USA)

pH metr (PC 2700, Eutech Instruments)

pifedvazky (S1502, BEL Engineering, Italie)

spektrofotometr pro méfeni koncentrace DNA, RNA a proteini (Thermo
Scientific NanoDrop™ Lite Spectrophotometer) (Thermo Scientific, USA)
thermocycler (MyCycler™ Personal Thermal Cycler Bio-Rad) (BioRad)
zafizeni pro ptipravu MilliQ vody (Millipore SIMSVO0001 Simplicity UV
WaterPurification System) (Merk, Némecko)

Software pro zpracovani vysledkii
ApE — A plasmid editor

SnapGene

ImageLab™ (BioRad)

Zen Blue/Black (Zeiss)

21



3.1.3 Enzymy a chemikalie

Standardy pro elektroforézu

e GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific)
e Precision Plus Protein™ Dual Color Standard (BioRad)

Chemikalie na PCR

e DreamTaq polymerasa, 10x DreamTaq PCR MasterMix pufr (Thermo Scientific,
USA)

e iProof™ High-Fidelity DNA Polymerasa, 5x iProof HF pufr, dNTP mix
nukleotidti (BioRad, USA)

e Detain, DMSO (BioRad, USA)

Pouzité Kity

e QIAprep Spin Miniprep kit 250 (QIAGEN, Nizozemsko)
e Phire Plant Direct PCR kit (Thermo Fisher Scientific)
o Diffinity Rapid Tip (Sigma-Aldrich)

Antibiotika
e Spectinomycin, Gentamycin, Kanamycin, Fosfinotricin (BioRad)

Ostatni chemikalie

agar (Sigma-Aldrich), agarosa (Sigma-Aldrich), hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-
Aldrich), dry milk blocker (Sigma-Aldrich), kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
(Sigma-Aldrich), 70 % ethanol, 96 % ethanol, fluorid sodny (Sigma-Aldrich), guma
gellan (Sigma-Aldrich), glycerol (Sigma-Aldrich), hydroxid draselny (Sigma-Aldrich),
chlorid hotfecnaty (Sigma-Aldrich), 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova
kyselina (HEPES) (Duchefa), chlorid sodny (Sigma-Aldrich), isopropanol (Sigma-
Aldrich), 4x Laemmli pufr (Bio-Rad), 6x Gel Loading dye (Thermo Fisher Scientific,
USA), B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich), methanol (Sigma-Aldrich), Midori green
DNA Staining Solution (Genetics, Némecko), 2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina
(MES) (Sigma-Aldrich), Murashige — Skoog médium bez vitaminti (Duchefa), peroxid
vodiku (Sigma-Aldrich), phytoagar (Sigma-Aldrich), Ponceau S, sacharosa (Sigma-
Aldrich), tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (Sigma-Aldrich), Tween 20 (Sigma-
Aldrich), YEB Agrobacterium grow médium (Duchefa)
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3.1.4 Slozeni médii a roztoku
3.1.4.1 Pouzité kultivacni média
Lysogeny broth (LB) médium tekuté (1 I)

e LB médium (Sigma Aldrich) 25 g

Doplnéno milliQ dH20 na celkovy objem 1 1, pH 7,2 upraveno pomoci NaOH (0,1M;
1M), sterilizovano autoklavovanim (teplota 121 °C; pietlak 1,2 kg/cm?) po dobu
30 min.

YEB médium tekuté (1 1)
e YEB Agrobacterium growth médium (Sigma Aldrich) 16,3 ¢

Doplnéno milliQ dH20 na celkovy objem 1 1, pH 7,2 upraveno pomoci KOH (0,1M;
1M), sterilizovano autoklavovanim (teplota 121 °C; pfetlak 1,2 kg/cm?) po dobu

30 min.

% MS (Murashige-Skoog) médium pevné (1 I)

MS bez vitamint 2,2 ¢

sacharosa 10 g
MES 1g

guma gellan/agar 6 g

Doplnéno milliQ dH20 na celkovy objem 1 1, pH 5,8 upraveno pomoci KOH (0,1M; 1M),
sterilizovano autoklavovanim (teplota 121 °C; pretlak 1,2 kg/cm?) po dobu 30 min.
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3.1.4.2 Pouzité roztoky a gely
50x TAE pufr pro agarosovou elektroforézu (1 1)

e ledova kyselina octova 57,1 ml
e 05MEDTA (pH 8,0)100 ml
e Tris242g

1x TAE pufr pro agarosovou elektroforézu (1 1)

e 50x TAE 20 ml
e dH20 980 mi

1 % Agarosovy gel na gelovou elektroforézu (100 ml)

e agarosalg
e 1x TAE pufru 100 mi

Po rozpusténi agarosy a zchladnuti smési na cca 50 °C ptridano barvivo Midori green

DNA Staining Solution (2 ul/100 ml gelu).

Pufr E pro extrakci proteini (100 ml)
+ HEPES, pH 7,5 (NaOH) 1,19 g

NaCl 0,43 g

« EGTAO0,038¢
«  MgCl,0,0095 g
« NaF0,004¢g

+ glycerol 10 %

Pfed pouzitim pfidany inhibitory proteas a fosfatas (na 1 ml pufru E)
« IMDTT 1l

«  Complete™ 20 pl
+  PhoStop™ 100 ul

10x elektrodovy pufr (11)
 Tris30g

 Glycinl144 g
« SDS10g
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1x elektrodovy pufr (11)
* 10x elektrodovy pufr 100 ml

« dH20 900 mi

10x transferovy pufr (11)
« Tris30g

* Glycin144 g

1x transferovy pufr (11)
* 10x transferovy pufr 100 mi

« methanol 100 ml

« dH20 800 mi

10x TBS pufr (1 1)
e TrisslHCIpH 7,4 24,29

- NaCl828¢

Ix TBS — T pufr (1I)
« 10x TBS 100 ml

e« Tween201ml

« dH20 900 mli

Ponceau S (100 ml)
* Ponceau S rozpustény ve 100 ml 5% kyselin€ octové 1 mg

Roztoky pro pripravu chemokompetitivnich bunék E. coli

Roztok A

e 10mM Tris-HCI pH 7,6

e 100mM MgClI>

Roztok B
e 10mM Tris-HCI pH 7,6
e 100mM CaCl:

Roztok C

e 10mM Tris-HCI pH 7,6

e 100mM CaCl>

e 15% glycerol
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3.1.5 Pouzité bakterialni kmeny
e Escherichia coli TOP10
e Escherichia coli DB3.1

e Agrobacterium tumefaciens GW3101

3.1.6 Pouzité plasmidy

Pouzité plasmidy pro klonovani metodou Gateway® technologie jsou pro ptehlednost
sefazeny Vv Tab. 1. Jako kontrola pro PCR reakci byl pouzit plasmid 35S::cYODA:GFP
(Samakovli et al., 2020).

Tab. 1 Tabulka pouzitych vektorti pro klonovani technologii Gateway®.

Vektor Typ Bakterialni/ Gateway® kazeta Promotor/
vektoru rostlinna fazni znacka
rezistence

pDONR207  donor Gen'/- attP1-ccdB-Cm'-attP2 no pro/no tag

pGWB404 destinacni ~ Spc'/Km’ attR1-Cm'-ccdB-attR2- no pro/C-sGFP
SGFP-Tnos

pGWB450 destinaéni ~ Spc/Km' attR1-Cm'-ccdB-attR2- no pro/C-G3GFP
G3GFP-Tnos

pGWB453 destinaéni ~ Spc/Km' attR1-Cm'-ccdB-attR2- no pro/C-mRFP
MRFP-Tnos

pGWB459 destinaéni ~ Spc/Km' attR1-Cm'-ccdB-attR2- no pro/C-tagRFP

taq RFP-Tnos

Legenda: donor — donorovy vektor pro Gateway® klonovani; destinaéni — destinaéni vektor
pro Gateway® klonovani; Gen — gentamycin; Spc — spectinomycin; Km — kanamycin; Cm —
chloramfenikol; att — rekombina¢ni mista pro Gateway® klonovani; GFP — zeleny fluorescencni
protein; RFP — Cerveny fluorescencni protein; no pro — zadny promotor; no tag — zadna fuzni
znacka

3.1.7 Rostlinny material

¢ Nicotiana benthamiana— divoky typ
e Arabidopsis thaliana:
o ekotyp Columbia (Col-0)
o mutant mpk3-5, generace T3, homozygotni linie 1/14_7 (Janalova, 2018;
Samakovli et al., 2020)
o T-DNA mpk3-1 mutantni linie (Alonso et al., 2003)
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3.2 Metody

3.2.1 PCR amplifikace genu YODA s nativnim promotorem

Pro PCR amplifikujici gen YODA s nativnim promotorem byly navrZzeny primery
dle podminek vyrobce GW technologie s pfisluSnymi rekombina¢nimi misty (Tab. 2).
Byla piipravena reakéni smés obsahujici 5x iProof HF pufru o koncentraci 1x, 0,5 uM
primeru 1 nebo 3 a 0,5 uM primeru 2 nebo 4 (Tab. 2), 200 uM dNTP mix, 0,02 U/l
iProof DNA polymerasy, 1,3 % DMSO, 26 % betainem a 1 ul/10ul reakce templatové
DNA. Reakce byla doplnéna na vysledny objem 100 pul deionizovanou vodou pro PCR
a reakéni smés byla rozdélena do Ctyf mikrozkumavek. Jako templat byla pouzita
vyizolovana genomova DNA z A. thaliana ekotypu Col-0 o koncentraci 50 ng/ul.

Podminky pro PCR byly nastaveny podle Tab. 3.

Tab. 2 Sekvence pouzitych primert

Primer Sekvence

primer 1  5’"GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCCTAATATGTGTATAATAC
ACGTACC-3’

primer 2 5-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGGGTCCTCTGTTTGTTGATCC
-3

primer3 5- GGTACCGGGTCCTCTGTTTGTTGATCC - "3

primer4 5" - GGGACTAGTATGCCTTGGTGGAGTAAATCAAAAGATG -3’

Legenda: primer 1 a primer 2 — amplifikace genu YODA s nativnim promotorem; primer 3, 4 —
kontrolni PCR amplifikace useku plasmidu 35S::YODA:GFP

Tab. 3 Podminky PCR reakce

Krok Faze Teplota Cas Pocet
opakovani
1 inicia¢ni 98 °C 130" 1
denaturace
2 denaturace 98 °C 107 30
3 annealing 50 °C 307
primert
4 elongace 72 °C 3’10
5 finalni elongace 72 °C 7 1
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3.2.2 Agarosova elektroforéza

Pro ovéfeni prubéhu PCR reakce byla pouzita agarosova elektroforéza v 1% agarosovém
gelu. Ze vzorki po PCR byly odebrany 2 ul reakéni smési a smichany se 3 pul PCR vody
a 1 pl 6x Gel Loading dye. Pro vizualizaci DNA bylo do gelu pfidano barvivo Midori
Green DNA Staining Solution (2 ul/100 ml gelu). Gel byl zalit 1x TAE pufrem
Vv elektroforetické van¢ a elektroforéza probihala pti konstantnim napéti 90 V. Po 40 min
byl gel zdokumentovan pomoci zatizeni Geldoc™ EZ a vysledek vyhodnocen pomoci
programu ImageLab. Produkty PCR byly piecistény pomoci Diffinity Rapid Tip
(Sigma-Aldrich) a jejich koncentrace byla zmétena na NanoDropu.

3.2.3 BP reakce a LR reakce Gateway® klonovani
Pro BP reakci byla pfipravena reakéni smés o celkovém objemu 10 pl obsahujici
precistény PCR produkt, gen YODA pod nativnim promotorem ohrani¢enym attB misty
(900 ng), donorovy vektor pPDONR207 (300 ng) a enzym BP Clonasa Il (2 ul). Reak¢ni
smés byla nésledné¢ inkubovana pti 25 °C pies noc. Nésledujici den byla provedena
transformace chemokompetentnich E. coli TOP10.

Pro LR reakci byla pfipravena reakéni smeés o celkovém objemu 10 pl obsahujici entry
klon pDONOR207:pgYODA (300 ng), destina¢ni vektory (viz Tab. 1) (300 ng) a enzym
LR Clonasa Il (2 pl). Reakéni smés byla nasledné inkubovana pii 25 °C pies noc

a nasledujici den byla provedena transformace chemokompetentnich E. coli TOP10.

3.2.4 Priprava chemokompetentnich bunék E. coli

Ze zmrazenych kompetitivnich bunék E. coli TOP10 bylo sterilné odpipetovano 30 pl
bun€k do 3 ml ¢istého tekutého LB média bez antibiotik. Suspenze byla kultivovana
pfes noc na tfepacce pii 140-230 RPM pii 37°C. Nasledujici den byla suspenze pielita do
100 ml ¢istého LB média bez antibiotik a kultivovana na tfepacce pii 140-230 RPM a 37
°C do hodnoty ODsoo 0,4-0,6. Poté byla suspenze ponechana na ledu 10 min a nasledné
centrifugovana pii 5000-7000 RPM pii 4 °C po dobu 20 minut. Pelet byl resuspendovan
v roztoku A (1 ml/40 ml suspenze) (viz. str. 26). Suspenze byla ponechana 20-30 minut

na ledu a nasledné centrifugovéna pii 5000-7000 RPM pfi 4 °C po dobu 20 min.
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Pelet byl rozsuspendovan v roztoku B (1 ml/40 ml suspenze) (viz. str. 26). Suspenze byla
ponechéna 30 min na ledu a nasledné centrifugovéana pii 5000-7000 RPM pii 4 °C
po dobu 20 min. Pelet byl rozsuspendovan v roztoku C (viz. str. 26) a suspenze byla
rozpipetovana po 100 ul do vychlazenych sterilnich 2 ml mikrozkumavek, zamrazena

V tekutém dusiku a uchovana v -80 °C.

3.2.5 Transformace E. coli teplotnim Sokem

Chemokompetentni buniky E. coli byly vytazeny z hlubokomraziciho boxu (-80 °C)
a ponechany na ledu. Po rozmrznuti byly buriky jemné promichany poklepem a byl k nim
piidan cely objem BP nebo LR reakce (10 ul). Buiiky byly ponechany na ledu 30 minut
a poté byl proveden teplotni Sok ve vodni 14zni po dobu 50 s a pfi teplot€ 42 °C. Nasledné
byly bunky ponechany 2 min na ledu. Do kazdé mikrozkumavky byl piidan 1 ml
sterilniho LB média a mikrozkumavky byly umistény na tiepacku po dobu 2 hodin (37
°C, 250 RPM). Po kultivaci byla bakterialni suspenze centrifugovana 30 s az 1 min, 12000
g a piiblizné 1 ml ¢irého LB média byl odpipetovan. Ve zbytku média byly bunky
resuspendovany a nasledné rozetieny hokejkou ve sterilnim boxu na Petriho misky
stuhym LB médiem a obsahem Gentamycinu (BP) nebo Spectinomycinu (LR)
0 koncentraci 50 ug/ml. Misky byly kultivovany dnem vzhuru v inkubatoru pii 37 °C

pfes noc. Nasledujici den byly misky zalepeny parafilmem a pfemistény do lednice.

3.2.6 Transformace A. tumefaciens nizkou teplotou

Chemokompetentni buniky A. tumefaciens byly vytazeny z hlubokomraziciho boxu (-80
°C) a ponechany na ledu do rozmrznuti. K buikam byl pfidan 1 pl pfislusného plasmidu
a smés byla ponechéana na ledu po dobu 30 min. Nasledn¢ byla provedena transformace
nizkou teplotou v tekutém dusiku po dobu 50 s. Po transformaci byly buniky ponechany
2 min v pokojové teploté a poté k nim byl pfidan 1 ml ¢istého LB média. Bunky byly
nasledné kultivovany na tfepacce pfi 200 RPM po dobu 3 hod a pii teploté 28 °C.
Poté byly buiiky stoCeny a byl odpipetovan 1 ml ¢irého média. Ve zbytku média byl
rozsuspendovan pelet a bakteridlni suspenze byla rozetfena hokejkou ve sterilnim boxu
na Petriho misky spevnym LB médiem sobsahem spectinomycinu o koncentraci
50 pg/ml. Misky byly kultivovany dnem vzhtiru v inkubatoru pii 28 °C pies 2 noci. Poté
byly misky zaparafilmovany a pfemistény do lednicky. Kolonie byly dale testovany

a pozitivni kolonie byly kultivovany.
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Z pozitivnich kolonii byly pfipraveny glycerolové zasobni roztoky tak, ze bylo odebrano
100 pl kultury, ktera byla nasledné rozpusténa ve 400 pl 50% glycerolu. Poté byly
glycerolové  zéasobni roztoky zmrazeny v tekutétm dusiku a uskladnény

V hlubokomrazicim boxu.

3.2.7 Colony PCR

Pro ovéfeni pozitivnich kolonii pro buiiky E. coli po transformaci byla provedena Colony
PCR. Jednotlivé kolonie narostlé na Petriho miskach byly rozsuspendovany v 10 ul PCR
dH20. Tyto suspenze byly pouzity jako templat pro PCR reakci. Byla ptipravena reak¢ni
smé&s obsahujici 5 uM primer 1 a 5 uM primer 2 (Tab. 5), 1x koncentraci 10x DreamTaq
PCR MasterMix pufru, 10 mM dNTPs mix, 0,025 U/1ul DreamTaqg polymerasy a 1 ul
DNA templatu. Reakce byla doplnéna na vysledny objem 10 pl deionizovanou dH20.
Podminky reakce byly nastaveny podle Tab. 6. Pribéh reakce byl nasledné ovéeren

pomoci agarosové elektroforézy.

Tab. 5 Sekvence primert pro Colony PCR

Primer Sekvence

primer 1A 5- TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC -3°
primer 2A 5"-GTCATGTGCATGACTTGGTTGAGC- 3’
primer 1B 5- TGTAAAACGACGGCCAGT -3’

primer 2B 5" - GACAGAACTCCGATTTTGTTCTG - 37
Primer 2C 5" - CAGGAAACAGCTATGACCATG - 37

Legenda: Primery 1A a 2A - Colony PCR pozitivnich kolonii E. coli po BP reakci; primery 1B a
2B — Colony PCR pozitivnich kolonii E. coli po LR reakci; primery 1B a 2C — primery pro Colony
PCR pozitivni kontrolu.

Tab. 6 Nastaveni PCR reakce pro Colony PCR

Krok Faze Teplota Cas Pocet
opakovani
1 iniciacni 95 °C 2’ 1
denaturace
2 denaturace 95 °C 307 35
3 annealing 53 °C 307
primert
4 elongace 72 °C 230
5 finalni elongace 72 °C 10° 1
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3.2.8 Kultivace pozitivnich kolonii a izolace plasmidové DNA

Pozitivni kolonie E. coli byly kultivovany pies noc v3 ml LB média s ptfidavkem
ptislusného antibiotika (1:1000) pti 37 °C. Nasledujici den bylo 100 ul bakterialni kultury
odebrano, ze které byly pfipraveny glycerolové zasobni roztoky.

Zbytek kultury byl pouzit na izolaci plasmidové DNA. Plasmidova DNA byla
izolovana pomoci QIAprep Spin Miniprep kit (250) (QIAGEN) podle piiloZzené¢ho
navodu. Cisty plasmid byl eluovan v 35 pl dH20 a jeho koncentrace byla zméfena pomoci
NanoDrop™ Lite spektrofotometru.

3.2.9 Restrik¢ni Stépeni

Pro ovéteni spravnosti rekombinantniho plasmidu bylo provedeno restrikéni Stépeni. Byla
ptipravena reakéni smés obsahujici 1 pl 10xRestriction Enzyme buffer, 0,5 ul ptislusného
enzymu a 300-500 ng plasmidu. Reakce byla doplnéna na vysledny objem 10 pl
deionizovanou dH20. Reakéni smés byla ponechana ve 37 °C 1h — pies noc a dale byla

ovéfena pomoci agarosové elektroforézy.

3.2.10 Transientni transformace listi N. benthamiana

Pozadované kmeny A. tumefaciens byly vytazeny z hlubokomraziciho boxu a nechany
rozmrazit na ledu. Do 1 ml ¢istého LB média s pfidavkem 150 uM spektinomycinu bylo
napipetovano 10 pl bakteridlni kultury, ktera byla poté kultivovana pies noc pii 28 °C
ve tm¢ a za stalého tfepani na tfepacce s kruhovym tiepanim (200 rpm). Nasledujici den
byla proméfena hustota bakterialni suspenze na spektrofotometru pii ODeoo a V piipadé
nutnosti dofedéna pomoci LB média na ODeggo s hodnotou 0,7. Nasledn¢ byly suspenze
centrifugovany 6 min pti 3000 g a supernatant byl odstranén. Pelet byl rozsuspendovan
Vv pufru obsahujici 10mM MES, 150uM acetosyringon a 10 mM MgClz. Vzorky byly
inkubovany po dobu 2 hod ve tmé ptfi pokojové teploté. Pomoci injekéni stiikacky
bez jehly byly suspenze vtlacovany do spodni strany listu N. benthamiana.
Po agroinfiltraci byly rostliny N. benthamiana zakryty do mikrotenového sacku
aponechany pii 23 °C pies noc ve vlhké komtrce. Po tiech dnech byla sledovéana u¢innost

agroinfiltrace pomoci konfokalniho mikroskopu.
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3.2.11 Sterilizace a vysev semen A. thaliana

Sterilizace semen A. thaliana byla provedena ve sterilnich podminkach flowboxu.
Semena byla odsypéna do 1,5 ml sterilni mikrozkumavky. Semena byla kultivovana
za mirné¢ho tfepani po dobu 5 min v 1 ml 70% ethanolu. Nésledné byl 70% ethanol
odpipetovan a k semenim byl pfidan 1 ml 96% ethanolu. Semena byla kultivovana v 96%
ethanolu po dobu 1 min a nasledné byl 96% ethanol odpipetovan. Nakonec byla semena
dvakrat promyta v1 ml dH2O vzdy po dobu 5 min. Poté byla semena pfenesena
na filtra¢ni papir do sterilni Petriho misky a po uschnuti byla miska zalepena parafilmem
a doskladnéna v 4 °C.

Vysev semen byl proveden ve flowboxu. Semena byla vyseta na Petriho misky
se sterilnim 2 MS médiem a pfisluSnym antibiotikem. Nésledné byly misky zalepeny
prodysnou lepici paskou. Misky byly ulozeny do lednice ptes noc. Nasledujici den byly
misky premistény do fytotronu a kultivovany ve vertikalni poloze pfi 23 °C v rezimu

dlouhého dne (16 hod svétlo/8 hod tma, intenzita svétla 80 pmol/m?/s a vihkost 70 %).

3.2.12 Selekce Crispr/Cas9 mpk3-5 mutanti A. thaliana

Z 1l4dennich semenacktt homozygotnich mutantnich linii Crispr/Cas9 mpk3-5 byly
ve flowboxu odstfiZeny stejné velké listy. Listy byly nasledné pfeneseny na Petriho misku
s Cistym Y2 MS médiem s piidavkem fosfinotricinu (50uM). Misky byly zalepeny
parafilmem a poté pteneseny do fytotronu a nasledné kultivovany v horizontalni poloze
pfi 23 °C v rezimu dlouhého dne (16 hod svétlo/8 hod tma, intenzita svétla 80 pmol/m?/s

a vlhkost 70 %) po dobu 7 dni. Po 7 dnech byl vysledek zdokumentovan fotoaparatem.
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3.2.13 Selekce T-DNA mpk3-1 mutanti A. thaliana

Z 10-20dennich T-DNA mpk3-1 mutantnich rostlin A. thaliana byla extrahovana gDNA
pomoci Phire Plant Direct PCR kitu. Ze semenacku byl odstiihnut list, ktery byl nasledné
rozmélnén pomoci $picky ve 20 ul diluéniho pufru v mikrozkumavce. Poté byly vzorky
ponechany minimalné 1,5 hod na ledu a extrahovana gDNA v dilu¢nim pufru byla pouzita
jako templéat pro PCR.

Pro genotypizaci pomoci PCR byly pro kazdy vzorek piipraveny 2 reakéni smési,
kazda o celkovém objemu 10 pl obsahujici extrahovanou gDNA (0,25 ul), 2x Phire Plant
PCR pufr s nukleotidy (5 ul), Phire ®Hot Start DNA polymerasu 11 (0,2 pl), primer F
(0,5 uM) a primer R (0,5 pM). Prvni reakéni smés obsahovala oba primery pro MPK3
gen (LP, RP) a druha reakéni smés obsahovala primer pro T-DNA inzert (LB) a MPK3
gen (RP) (Tab. 7). Podminky PCR reakce byly nastaveny podle Tab. 8. Vysledek priabéhu

PCR reakce byl nasledné ovéfen agarosovou elektroforézou.

Tab. 7 Sekvence primert pro selekci T-DNA mutantt

Primer umisténi Sekvence
primer RP MPK3 gen 5- CTGCCTTTTCACGGAATATG-3’
primer LP  MPK3 gen 5-ATTTTTGTCAACAATGGCCTC- 3’

Primer LB T-DNA inzert 5-ATTTTGCCGATTTCGGAAC -3’

Tab. 8 Nastaveni PCR reakce pro selekci T-DNA mutanti

Krok Faze Teplota Cas Pocet
opakovani
1 iniciacni 98 °C 5 1
denaturace
2 denaturace 98 °C 57 40
3 annealing 63 °C 57
primert
4 elongace 72 °C 25"
5 findlni elongace 72 °C 1 1
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3.2.14 Stabilni transformace A. thaliana metodou floral dip

Z 5 az 6 tydnu starych rostlin A. thaliana byly usttizeny prvni kvétonosné lodyhy. Tyden
po ostfihani byly rostliny pouzity ke stabilni transformaci metodou floral dip (Clough
a Bent, 1998; Davis et al., 2009). Pozadované kmeny A. tumefaciens obsahujici ptislusné
konstrukty (Tab. 9) byly nechany na ledu rozmrznout. Nasledn¢ bylo 10 ul bakterialni
kultury zaockovano do 10 ml YEB kultivaéniho média s pfidavkem 150uM
spectinomycinu a 105uM gentamycinu. Bakterialni suspenze byla kultivovana 1 az 2 dny
do saturovaného stavu za stalé¢ho tiepani 250 rpm pii teploté 28 °C. Saturovana kultura
byla 50x zfedéna ¢istym YEB kultivaénim médiem bez ptidanych antibiotik a nasledné
kultivovéna pti 28 °C a stalého tfepani do hodnoty ODeoo 0,8 az 1. Bakteridlni suspenze
byla proméfena na spektrofotometru a nafedéna na hodnotu ODego 0,8. K bakterialni
kultufe byl pfidan Silwet star (150 ul/500 ml kultury) a kultura byla promichana
sklenénou ty¢inkou. Nadzemni €asti rostlin A. thaliana byly 2x po sob¢ na 10 s ponoifeny
do bakterialni suspenze, jemn¢ otfeny a zabaleny do mikrotenového sacku k vytvoteni
vlhké komurky. Rostliny byly kultivovany 20 h vtemnu a nésledné pfeneseny
do fytotronu. Po 14 dnech byla metoda opakovana pro zvySeni vytézku transformace.
Rostliny byly ponechany ve fytotronu a semena sesbirdna, oCiSténa a vysuSena a dale

uskladnéna v mikrozkumavkéch.

Tab. 9 Pouzité Agrobacterium tumefaciens s piislusnymi konstrukty a resistenci na antibiotika

Vektor Bakterialni resistence/Rezistence v rostlinach

pYODA::gYODA:GFP v pGWB404 spectinomycin, gentamycin/kanamycin

pYODA::gYODA:tagRFP v pGWB453 spectinomycin, gentamycin/kanamycin

pMPK3::gMPK3:mCherry v pB7m34GW  spectinomycin, gentamycin /fosfinotricin
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3.2.15 Selekce transformovanych semen A. thaliana

Sesbirana semena z transformovanych rostlin A. thaliana metodou floral dip byla
sterilizovana a nasledné vyseta ve flowboxu na Petriho misky s pevnym'’2 MS médiem
s ptidavkem 50 puM fosfinotricinu (PPT) nebo 100 uM kanamycinu (Km) podle
vlozeného konstruktu (Tab. 9). K zamezeni rustu bakterii A. tumefaciens byl do média
pridan ticarcillin o vysledné koncentraci 260 puM. Misky byly sterilné zalepeny
parafilmem a kultivovany ve vertikalni poloze po dobu 7 dni pii 23 °C za podminek
dlouhého dne (16 hod svétlo/8 hod tma, intenzita svétla 80 pmol/m?/s a vlhkost 70 %).

Vysledek byl zdokumentovan na fotoaparat.

3.2.16 Genotypizace transformovanych rostlin A. thaliana

Ze stejné starych rostlin A. thaliana péstovanych ex vitro byla extrahovana gDNA pomoci
Phire Plant Direct PCR kitu. Z rostlin byl odsttihnut stejné velky list, ktery byl rozmélnén
ve 20 ul dilu¢niho pufru v mikrozkumavce. Vzorky byly nechany minimalné 1,5 hod
na ledu a vyextrahovana gDNA byla pouzita jako templat pro PCR.

Pro genotypizaci pomoci PCR byla pfipravena pro kazdy vzorek reakcéni smeés
obsahujici 2 ul 5x Phire Plant PCR pufru bez nukleotidii, 0,2 ul dNTPs, 0,2 ul Phire® Hot
Start DNA polymerasy I, 0,5 uM primeru F a 0,5 uM primeru R (Tab. 10) a 0,25 pul
templatové DNA. Reakéni smés byla doplnéna na vysledny objem 10 pl destilovanou
vodou. Podminky reakce byly nastaveny podle Tab. 11. Vysledek PCR reakce byl

vyhodnocen agarosovou elektroforézou.

Tab. 10 Sekvence primert pro genotypovani transformovanych rostlin A. thaliana

Primery Sekvence

Primer F pro 5’- GGTTCGTAACTAAACAAGTCTGG -3°
pYODA::gYODA:GFP

primer R pro 5’- GGG TGT TCT GCT GGT AGT G - 37
pYODA::gYODA:GFP

primer F pro 5’- GGAAACAGTACTTCTTGTACCAGC -3’
pMPK3::gMPK3:mCherry

Primer R pro 5’- CCATGGTCTTCTTCTGCATTACG -3’

pMPK3::gMPK3:mCherry
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Tab. 11 Nastaveni PCR reakce pro genotypovani transformovanych rostlin A. thaliana

52

Krok Faze Teplota Cas Pocet
opakovani
1 iniciaéni 98 °C 5 1
denaturace
2 denaturace 98 °C 5 40
3 annealing a/b °C 57
primerti
4 elongace 72 °C xly”’
5 finalni elongace 72 °C 1’ 1

Legenda: a — teplota nasedani primerti pro genotypizaci YODA-GFP mutantt 62 °C; b — teplota
nasedani primerd pro genotypizaci MPK3-mCherry mutanti 64 °C; x — doba elongace pii
genotypizaci YODA-GFP mutanti 30 s; y — doba elongace pii genotypizaci MPK3-mCherry
mutantt 25 s.

3.2.17 Extrakce proteint

Z pozitivnich rostlin z genotypizace byly odstiihnuty listy a nasledné zmrazeny
a homogenizovany Vv tekutém dusiku na prasek. Ke vzorkiim byl pfidan extrakéni pufr E
s inhibitory fosfatas a proteas v poméru 1 pl/l1 mg rostlinného materialu. Vzorky byly
ponechany na ledu po dobu 1 hod a nasledné centrifugovany 10 min pii 9000 g a 4 °C.
Nasledné byl supernatant piepipetovan do ¢istych mikrozkumavek. Koncentrace proteinii

byla méfena na NanoDrop™ Lite spektrofotometru.

3.2.18 SDS-PAGE elektroforéza

K extrahovanym proteinovym vzorkiim byl pfiddn 4x Laemmli pufr obsahujici
5% B-merkaptoethanol, poté byly vzorky denaturovany pfi teploté 95 °C po dobu 5 min
na termobloku. Na SDS-PAGE elektroforézu byl pouzit 10% polyakrylamidovy gel
ptipraveny pomoci 10% FastCast™ Acrylamide Solutions kitu. Gel byl piipevnén
do elektroforetické vany a vana i meziprostor mezi gely byly zality 1x elektrodovym
pufrem. Do prvni jamky byl napipetovan proteinovy standard o objemu 3 ul (Precision
Plus Protein™ Dual Colour Standards) a do dalsich vzorky obsahujici stejné mnozstvi
proteini  (20-50 pg protein) podle detekovaného proteinu. Elektroforéza
V denaturujicich podminkéach probihala 10 min pfi konstantnim napé&ti 100 V a nasledné

1 h pfi konstantnim napéti 160 V.
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3.2.19 Western-blot analyza

Po SDS-PAGE elektroforéze byly proteiny pieneseny z gelu na PVDF membranu. PVDF
membrana byla rehydratovana v methanolu po dobu 10 s a poté i s gelem byla inkubovana
za mirného kyvani v 1X transferovém pufru po dobu 10 min. Pro pienos byla ptipravena
komirka, ktera byla vlozena do elektroforetické vany a zalita 1x transferovym pufrem.
Transfer proteinii na membranu probihal 10 min pii konstantnim napéti 100 V a nésledné
pii konstantnim napéti 16 V ptes noc. Druhy den bylo napéti nastaveno opét na 100 V
na 10 min. Po pfenosu byla PVDF membrana s proteiny 10 s barvena v Ponceau S
pro ovéfeni transferu proteind a poté byla odbarvena v 1x TBS-T.

Vymytd membrana byla blokovana 1 hod pfi mirném kyvani v roztoku 5% suSeného
mléka a 5% BSA v 1x TBS-T. Nasledn¢ byla membrana kratce promyta v 1x TBS-T
a nasledn¢ inkubovana s primarni protilatkou (Tab. 12) pfi pokojové teploté¢ a mirném
kyvani. Po inkubaci byla membrana opét promyta v 1X TBS-T (6x10 min). Nasledovala
inkubace membrany se sekundérni protilatkou proti primérni protilatce konjugovanou
s kifenovou peroxidasou (Tab. 12) pti pokojové teploté¢ za mirného kyvani. Poté byla
membrana opét vymyta v 1X TBS-T (6x10 min). Detekce proteinti byla provedena
pomoci inkubace membrany v roztoku Clarity™ Westernblot ECL Blotting Substrates
po dobu 1 min a nasledné byl vysledek zaznamenan a vyhodnocen pomoci Chemidoc™

MP zafizeni a programu ImageLab.

Tab. 12 Prehled pouzitych protilatek na westernblot a podminky inkubace

Protilatka Typ protilatky Roztok Doba inkubace
primarni anti-GFP monoklondlni o) g\ 1y TRS.T 1 hod

krali¢i
primarni anti-MPK3 monoklondlni  s0, B\ 1y TRS.T 1 hod

krali¢i
primarni anti-mCherry E;‘;i"kl"“alm 4% BSA v 1x TBS-T 1 hod
sekundérni anti-kralici kozi 1% BSA v 1x TBS-T 1,5 hod
Sekundérni anti-mysi kozi 1% BSA v 1x TBS-T 1,5 hod
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3.2.20 Selekce homozygotnich linii komplementovanych v MPK3 genu

Semena Col-0 a komplementovanych linii v MPK3 genu generace T2 a T3 byla vyseta
na Petriho misky s 2 MS médiem a obsahem 50 pM fosfinotricinem. Misky byly
ponechany dva dny ve 4 °C kvuli procesu stratisfikace. Nasledné byly misky pfeneseny
do fytotronu a kultivovany na svétle po dobu 6 hod pii 23 °C (intenzita svétla
80 pmol/m?/s a vihkost 70 %). Poté byly misky uschovany do tmy po dobu 3 dni. Nakonec
byly misky pieneseny do fytotronu a kultivovany (16 hod svétlo/8 hod tma, intenzita
svétla 80 umol/m2/s a vlhkost 70 %) a po 7 dnech byl vysledek selekce zdokumentovan.

3.2.21 Mikroskopicka analyza transformovanych rostlin

Semena A. thaliana z homozygotnich rostlin (T3 generace) nebo generace T1 byla naseta
na Petriho misky s ¢istym %2 MS médiem a kultivovana ve vertikalni poloze
pfi podminkach dlouhého dne (viz. kapitola 3.2.11). K mikroskopické analyze byly
pouzity 5 a 7denni semenacky. Semenacky byly selektovany pomoci mikroskopu ZEISS
AXxio Zoom.V16 (Zeiss). Vyselektované semenacky byly piemistény do kapky tekutého
%2> MS média na podloznim sklicku a opatrné zakryty krycim sklickem. Preparaty byly
pozorovany pomoci konfokalniho skenovaciho laserového mikroskopu znacky Zeiss

a vyhodnoceny programem Zen Blue (Zeiss).

3.2.22 Aplikace solného stresu na komplementované rostliny

Semena Col-0, mpk3-1 a homozygotnich rostlin generace T3 komplementované v MPK3
genu byla vyseta na Petriho misky s ¢istym 2 MS médium a nasledné¢ byly misky
kultivovany ve fytotronu (viz. kapitola 3.2.11). Ttidenni semenacky byly poté pfeneseny
na %2> MS médium s obsahem 150mM NaCl a misky byly poté kultivovany o dobu dvou
tydnt. Experiment byl proveden ve tfech biologickych replikach a vysledky byly

zdokumentovéany po 7 a 14 dnech.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Amplifikace genu YODA s nativnim promotorem

Gen YODA s nativnim promotorem byl amplifikovdn pomoci PCR. Jako templat byla
pouzita gDNA izolovana z A. thaliana ekotypu Col-0. Jako pozitivni kontrola pro ovéfeni
spravného prab&hu PCR reakce byl pouzit plasmid nesouci konstrukt 35S::9:YODA:GFP
(Samakovli et al., 2020). Promotorova oblast genu YODA (AT1G63700) byla
identifikovana pomoci Sequence Viewer, ktery je volné dostupny na strankach
http://arabidopsis.org. Promotorova sekvence byla stanovena 950 pari bazi pied 5"UTR
regionem genu YODA (Obr. 12 A)

Pomoci kontrolni PCR reakce v malém objemu byla amplifikovana sekvence YODA
promotoru a YODA genu o celkové velikosti 5800 bp (Obr. 12 A,B). Prubéh PCR reakce
byl ovéfen pomoci agarosové elektroforesy (Obr. 12 B). Po ovéfeni byla reakce
provedena ve velkém objemu (tzv. ,,scale-up* reakce) 100 pl. Produkty ,,scale-up* PCR
byly nasledn¢ purifikovany a pouzity pro BP rekombinantni reakci jednokomponentové

Gateway® technologie.
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Obr. 12 Amplifikace genu YODA s nativnim promotorem pomoci PCR. (A) Sekvenéni mapa
YODA genu s vyznacenymi exony (zelen¢), introny (bile), UTR sekvencemi (Zluté), start a stop
kodonem (Cerveng€), promotorovou ¢asti (modie) a primery ohraniujici amplifikovanou ¢ast
(Primer 1 a 2). Mapa vytvoiena pomoci programu SnapGene. (B) Vysledek amplifikace YODA
s vlastnim promotorem. Jako templat DNA byla pouzita izolovana gDNA z A. thaliana.
Predpokladana velikost produktu PCR reakce byla 5800 bp. Vzorek 1-4 byl urcen jako pozitivni,
byl pfe¢istén a pouzit pro nasledné Gateway® klonovani. Jako pozitivni kontrola reakce byl pouzit
plasmid 35S::cYODA:GFP (+) tvofici produkt o velikosti 2700 bp. (B). Marker — Gen Ruler 1 kb
Plus DNA Ladder.
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4.2 Kontrolni $tépeni vektori pro Gateway® klonovani

Pied vlastni rekombinac¢ni reakci bylo nutné prazdné Gateway® donorové i destina¢ni
vektory amplifikovat a provéfit jejich spravnost. K amplifikaci prazdnych vektori byly
pouzity bunky E. coli DB3.1, jelikoz tento kmen je resistentni k ccdB genu, ktery je
pro kmen TOP10 letalni. Transformované kmeny E. coli byly dale selektovany na LB
médiu s piidavkem selekéniho antibiotika a pozitivni kolonie byly kultivovany
do saturovaného stavu. Dale byly z bakteridlnich kultur izolovany plasmidy, které byly
nasledné ovéfeny pomoci restrikéniho St€peni (Obr. 13 a 14). Pfedpokladané velikosti
fragmentd vznikajicich po Sté€peni byly uréeny za pomoci programu ApE-A plasmid
editor.

Donorovy vektor pPDONR207 o celkové velikosti 5585 bp byl linearizovan pomoci
enzymu EcoRI (Obr. 13A) za pouziti dvojitého $tépeni enzymy EcoRI a BamHI
(Obr. 13B) byl stépen na fragmenty 5131 bp a 453 bp a pomoci enzymu Pvull (Obr. 13C)
byl $t€pen na fragmenty o velikosti 4983 bp a 680 bp. Pouze vektory pDONR207 tvofici
dané fragmenty byly pouZzity pro rekombinacni BP reakci.

Destina¢ni vektory pGWB404, pGWB450, pGWB453 a pGWB459 byly ovéieny
pomoci restrikéniho §tépeni enzymem EcORI (Obr. 14). VSechny destinacni vektory byly
po plsobeni enzymu ECORI $tépeny na tfi fragmenty tak, jak bylo ptfedpokladano
programem ApE — A plasmid editor. Vektor pPGWB450 byl stépen na tseky o velikosti
7365, 2433 a 1763 bp, vektor pGWB404 na useky dlouhé 7355, 2433 a 1763 bp, vektor
pGWB459 na velikost 7365, 2430 a 1763 a vektor pGWB453 na fragmenty o velikosti
7365, 2394 a 1763 bp (Obr. 14). Opét pouze ty destina¢ni vektory, které tvotily fragmenty

o pedpokladané velikosti, byly pouzity pro LR rekombinaéni reakci.
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Obr. 13 Kontrolni $tépeni donorového vektoru pDONR207. (M) Marker v bp. (A) Linearizace
vektoru pDONR207 enzymem EcoRI na velikost 5585 bp. (B) Stépeni vektoru pDONR207
na fragmenty o velikosti 5131 bp a 453 bp (hvézdicka) enzymy EcoRl a BamHI. (C) Stépeni
vektoru pDONR207 enzymem Pvull na useky o velikosti 4983 bp a 680 bp (Sipka). Marker — Gen
Rulerl kb Plus DNA Ladder.
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Obr. 14 Kontrolni $tépeni destinaénich vektora pGWB450 (1), pGWB404 (2), pGWB459 (3)
a pGWBA453 (4) enzymem EcoRI. Vsechny vektory pGWB po $tépeni enzymem ECORI tvotily
3 fragmenty: o velikosti 7365 nebo 7355 bp, druhy o délce 2433, 2430 nebo 2394 bp a teti tsek
dlouhy 1763 bp. Velikosti fragmenti vznikajicich po $tépeni jednotlivych vektort (v zavorkach)
byly navrhnuty pomoci programu ApE - A plasmid editor. Marker — Gen Rulerl kb Plus DNA
Ladder.
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4.3 BP reakce a selekce entry klonu po BP reakci

Pii BP reakci doSlo za pomoci BP klonasy krekombinaci mezi attB misty
ohraniCujicimi PCR produkt a attB sekvencemi nachazejicimi se v donorovém vektoru
pDONR207 za vzniku entry Kklonu (Obr. 15). Reak¢éni smés byla dale pouzita
k transformaci E. coli TOP10. Transformované kolonie byly nasledné kultivovany na LB
médiu s piidavkem selekéniho antibiotika. Pozitivni kolonie byly rozmichany v dH>0O
a tyto bakterialni suspenze byly pouzity jako templat DNA pro Colony PCR. Prib&éh PCR
reakce byl nasledné ovéfen pomoci agarosové elektroforézy v 1% agarosovém gelu
(Obr. 16). Predpokladana velikost produktu amplifikovaného pomoci PCR byla 4000 bp.
Jako pozitivni kontrola PCR reakce byl pouzit plasmid 35S::YODA:GFP
s amplifika¢nimi primery pro gen YODA.

U pozitivnich kolonii dochazelo k amplifikaci useku o velikosti 4000 bp tak, jak bylo
predpokladano. U falesné pozitivnich kolonii nedochéazelo k zddné amplifikaci DNA.
Celkem bylo pomoci Colony PCR ur¢eno 7 pozitivnich kolonii (Obr. 16), které byly
nasledné kultivovany v tekutém LB médiu s ptidavkem selekénich antibiotik
do saturovaného stavu.

Primer 1A (300 .. 324)

_HindIII (1722)

(5701) HindIII X\ _\ " Xhol (3521)
(5456) Pstl

Primer 2A (4390 .. 4413)

Obr. 15 Mapa entry klonu s pDONR207 s pYODA::gYODA sekvenci. Klonovaci vektor
0 velikosti 9185 bp obsahuje: sekvenci pYODA::gYODA s nativnim promotorem (pgYODA),
pocatek replikace (ori), resistence na gentamycin (GmMR), rekombina¢ni mista pro LR reakci
(attL1, attL?2), restrikéni mista pro endonukleasy Hindlll, Xhol a Pstl a vyznacené primery
pro Colony PCR. Vytvoieno pomoci programu SnapGene.
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Po dosazeni saturovaného stavu byly z bakterialnich kultur izolovany plasmidy. Plasmidy
byly poté stépeny pomoci restrikénich enzymu Pstl, Xhol a Hindlll a vysledek $tépeni
byl ovéten pomoci agarosové elektroforézy v 1% gelu (Obr. 17). Jako negativni kontrola
byl pouzit plasmid z falesné pozitivni kolonie ¢. 3. Pfedpokladané velikosti fragmenta
po Sté€peni byly uréeny pomoci programu ApE-A plasmid editor.

Plasmid pYODA::gYODA v pDONR207 o celkové velikosti 9185 bp byl pomoci
restrikéniho enzymu Pstl (Obr. 17A) Stepen na fragmenty o velikosti 8283 a 902 bp,
enzymem Xhol (Obr. 17B) byl linearizovan na produkt o velikosti 9185 bp a po $té€peni
enzymem Hindlll (Obr. 17C) tvofil fragmenty o velikosti 5205 a 3980 bp. Pouze
plasmidy, které po Stépeni tvofily pfedpokladané fragmenty, byly pouzity pro LR

rekombinacni reakci jednokomponentové Gateway® technologie.
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Obr. 16 Testovani pozitivnich kolonii E. coli po BP reakci pomoci PCR. Jako templat DNA byla
pouzita suspenze kolonii v dH,O (1-20). Océekavana velikost produktu po BP reakci byla 4000
bp. Pozitivni kolonie 6, 7, 8, 9, 10, 12 a 13 byly nasledné zpracovany k dal$imu pokusu. Marker
— Gen Ruler 1 kb Plus DNA Ladder.
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Obr. 17 Vysledek S§tépeni entry klonu (plasmidu) pYODA::gYODA v pDONR207 izolovanych
z pozitivnich kolonii z Colony PCR. (A) Stepeni plasmidu enzymem Pstl na velikosti 8283 a 902
bp. (B) Linearizace plasmidu enzymem Xhol na velikost 9185 bp. (C) St&peni plasmidu enzymem
Hindlll na fragmenty velikosti 5205 a 3980 bp. Vzorky 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13 byly ureny jako
pozitivni. Vzorek ¢. 3 byl pouzit jako negativni kontrola $tépeni. Marker — Gen Ruler 1 kb Plus
DNA Ladder.
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4.4 LR reakce a selekce pozitivnich kolonii po LR reakci

Pii LR reakci doslo za pomoci LR clonasy k rekombinaci mezi attL misty nachazejicimi
se v entry klonu pYODA::gYODA v pDONR207 a attR useky v destina¢nich vektorech
za vzniku expresniho vektoru. Reakéni smés byla dale pouzita k transformaci E. coli
TOP10 teplotnim Sokem. Testovani kolonii E. coli transformovanych po LR reakci
probihala opét pomoci Colony PCR. Pozitivni kolonie kultivované na LB médiu
s ptidavkem selekéniho antibiotika byly rozmichany v dH20. Tyto bakterialni suspenze
byly poté pouzity jako templatovda DNA pro Colony PCR. Pribéh PCR reakce byl
nasledné vyhodnocen pomoci agarosové elektroforézy v 1% agarosovém gelu (Obr. 18).
Ptedpokladana velikost amplifikovaného tiseku pomoci PCR byla 900 bp. Jako pozitivni
kontrola PCR reakce byl pouzit prazdny vektor pGWB404.

U pozitivnich kolonii dochazelo k amplifikaci fragmentu o velikosti 900 bp (Obr. 18)
tak, jak bylo ptedpokladano. U falesné pozitivnich kolonii nedochazelo k zadné
amplifikaci DNA. Celkem bylo pomoci Colony PCR uréeno 8 pozitivnich kolonii
(Obr. 18). Tyto kolonie byly dale kultivovany v tekutém LB médiu s piidavkem

selekéniho antibiotika do saturovaného stavu a nasledné z nich byl izolovan plasmid.

+ 1 2 3 4 56 7 8

5000 =—
4000 —
3000 —
2000 —
1500 =—

1000 — - e e e e

700 —

500 =—
400 —

Obr. 18 Selekce pozitivnich kolonii E. coli po LR reakci pomoci PCR. Jako templat DNA byla
pouzita suspenze kolonii v dH20. Velikost produktu po LR reakci byla 900 bp. Pozitivni kolonie
1-8 byly nasledné zpracovany pro dalsi experiment. Jako pozitivni kontrola byl pouzit prazdny
vektor pPGWB404 (+). Vzorky: pYODA::gYODA:GFP v pGWB404 (1,2), pYODA::gYODA:GFP
v pGWB450 (3,4), pYODA::gYODA:mRFP v pGWB453 (5,6) a pYODA::gYODA:tagRFP
v pGWB459. Marker — Gen Ruler 1 kb Plus DNA Ladder.
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Po nakultivovani pozitivnich kolonii E. coli do saturovaného stavu byly z bakterialnich
kultur izolovany plasmidy. Plasmidy byly poté §tépeny pomoci restrikénich enzymi
Hindlll a Pstl a vysledek $tépeni byl ovéifen pomoci agarosové elektroforézy v 1% gelu
(Obr. 19A a 19B). Velikost fragmentt vznikajicich §t€penim danych vektort byla ur¢ena
pomoci programu ApE-A plasmid editor (Obr. 19C). Pouze plasmidy, které po Stépeni
tvorily dané fragmenty, byly pouzity pro transformaci A. tumefaciens nizkou teplotou.
Nasledn¢ byly transformované kolonie A. tumefaciens kultivovany a selektovany
na Petriho miskach s pfidanym antibiotikem. Poté byly z kment pfipraveny glycerolové
zasobni roztoky a dale byly suspenze pouzity pro transientni transformaci

N. benthamiana.
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Vektor Hindlll Pstl
pYODA::gYODA:GFP v pGWB404 (1) 10377+3979+1343 bp 7383+5061+3255 bp
pYODA::gYODA:GFP v pGWB450 (2) 9082+3979+1353+1295bp  7383+5071+3255 bp

pYODA::gYODA:tagRFP v pGWB453 (3)  9082+3979+1353+1256 bp  7838+5071+2051+1165 bp
pYODA::gYODA:tagRFP v pGWB459 (4) 10374+3979+1353 bp 7383+5071+3252 bp

Obr. 19 Vysledek restrikéniho $tépeni expresnich vektori s genem YODA pod nativnim
promotorem. Vysledek $tépeni expresnich vektor (plasmidid) pYODA::gYODA v pGWB404,
pPGWB450, pGWB453 a pGWB459 izolovanych z pozitivnich kolonii z Colony PCR. (A) Stepeni
plasmidi enzymem Hindlll. (B) St&peni plasmidti enzymem Pstl. (C) Tabulka piedpokladanych
velikosti fragmentt po $té€peni expresnich vektord enzymy Hindlll a Pstl ur¢enych podle
programu Ape-A plasmid editor. Plasmidy 1-4 byly dale pouzity na transientni transformaci
N. benthamiana. Marker — Gen Rulerl kb Plus DNA Ladder.
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4.5 Transientni transformace Nicotiana benthamiana

Pro transientni transformaci listd Nicotiana benthamiana byly rostliny vecer
pted transformaci fadné zality. Byly pouzity kmeny A. tumefaciens nesouci konstrukty
pYODA::gYODA:GFP (Obr. 20), pYODA::gYODA:mRFP a pYODA:gYODA::tagRFP
(Obr. 21). Piipravené bakteridlni kultury byly pomoci injekéni stiikacky vpraveny
do abaxialni strany listd N. benthamiana a rostliny byly nasledné kultivovany
ve fytotronu (16 hod svétlo/8 hod tma, intenzita svétla 80 umol/m2/s a vihkost 70 %).
Po tiech dnech byly z listt ptipraveny preparaty, které byly pozorovany pod konfokalnim
mikroskopem (Obr. 20 a 21). Jako pozitivni kontrola transientni transformace listi N.
benthamiana byly pouzity kmeny A. tumefaciens s konstrukty 35S::GFP:TUB6 (Kienek
et al., 2015) a 35S::tagRFP-TUA6 (Murata et al., 2013) pro expresi fiznich proteint
GFP-TUBG6 (Obr. 20) a tagRFP-TUAG (Obr. 21). Jako negativni kontrola byly pouzity
listy inokulované Cistym kultivaéni médiem.

V listech N. benthamiana transformovanymi konstrukty pYODA::gYODA:GFP
(Obr. 20) byl sledovan signal v zeleném kanalu pii excitaci 488 nm a emisi 493-534 nm
pro detekci proteinu YODA-GFP a v ¢erveném kanalu pii excitaci 561 nm a emisi
566-703 nm pro kontrolu autofluorescence chloroplastii. V listech transformovanych
konstrukty pYODA::gYODA:mRFP a pYODA::gYODA:tagRFP (Obr. 21) byl signal
fuzniho proteinu YODA-RFP pozorovan v ¢erveném kanalu pii excitaci 561 nm a emisi
538-632 nm a v zeleném kanalu pii excitaci 488 nm a emisi 493-534 nm byla pozorovéana
autofluorescence chlorofylti. Snimky zeleného a cCerveného kandlu byly spojeny
ke kontrole piekryvu jednotlivych signald.

U obou konstruktii byl pozorovan signal fizniho proteinu YODA-GFP (Obr. 20) nebo
YODA-RFP (Obr. 21) pod nativnim promotorem u plasmatické membrany, jak bylo
zjisténo jiz diive (Zhang et al., 2015). Signal byl také zachycen v cytoplasmé
epidermalnich bun¢k. Dale byly tyto konstrukty pouzity na stabilni transformaci
A. thaliana metodou floral-dip. V pozitivnich kontrolach tvofici znaceny protein
GFP-TUB6 nebo tagRFP-TUA6 byl signal pozorovan na cytoskeletu bunék. V
negativnich kontrolach nebyl detekovan zadny signal tak, jak bylo ptedpokladano.
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Zeleny kanal Cerveny kanal Dohromady

pYODA::gYODA:GFP .
Y pGWB404 GFP-TUB6

pYODA::gYODA:GFP
pGWB450

Obr. 20 Snimky z konfokalniho mikroskopu po transientni transformaci listd N. benthamiana
(3DAT) s méfitkem 20 pm. Snimky po transientni transformaci konstruktem
pYODA::gYODA:GFP. Znaeny protein YODA pod nativnim promotorem (zeleny kanal). Jako
pozitivni kontrola byly pouzity listy transformované konstruktem 35S::GFP:TUBG.
Jako negativni kontrola byla ovéfena autofluorescence chloroplastti (Cerveny kanal).
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Cerveny kanal Zeleny kanal Dohromady

pYODA::gYODA:mRFP !
v DOWBA53 tagRFP-TUA6

pYODA::gYODA:tagRFP
v pGWB459

Obr. 21 Snimky z konfokalniho mikroskopu po transientni transformaci listi N. benthamiana
(3DAT) s meétitkem 20 pm. Snimky po transientni transformaci konstruktem
pYODA:gYODA:mRPF nebo pYODA:gYODA:tagRPF. Znaceny protein YODA pod nativnim
promotorem (Cerveny kanal). Jako pozitivni kontrola byly pouzity listy transformované
konstruktem 35S::tagRFP:TUAG6. Jako negativni kontrola byla ovéfena autofluorescence
chloroplastt (zeleny kanal).
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4.6 Selekce mutantnich rostlin mpk3 pro komplementaci genu MPK3
Pro komplementaci MPK3 genu v rostlinach mpk3-1 a mpk3-5 byla selektovana semena
mutantnich linii s vyfazenym genem MPK3. Pro komplementaci byly pouzity rostliny,
kde byl gen MPK3 vyfazen dvéma odliSnymi zpusoby. V jednom pftipadé se jednalo
0 homozygotni linie 1/14 7 mutanta mpk3-5 piipravené pomoci technologie
CRISPR/Cas9 v nasi laboratoii (Janalova, 2018; Samakovli et al., 2020), ve druhém
ptipad¢ se jednalo 0 T-DNA mpk3-1 inzeréniho mutanta bézné pouzivaného pro studium
této kinasy (Alonso et al., 2003).

Pro komplementaéni esej genu MPK3 byly selektovany Crispr/Cas9 mpk3-5 mutantni
rostliny s vystépenou Crispr/Cas9 kazetou, protoze vyselektované Crispr/Cas9 mutantni
rostliny mpk3-5 byly dale komplementované konstruktem obsahujici stejny selekéni
marker jako CRISPR/Cas9 kazeta, gen bar. Selekce probihala pomoci herbicidu
fosfinotricinu (Obr. 22), jelikoz pouzity konstrukt CRISPR/Cas9 obsahuje gen bar
nesouci rezistenci k danému herbicidu. Semena homozygotnich mutant mpk3-5 byla
vyseta na Petriho misky s ¢istym %2 MS médiem. Z 14dennich semenacki byly sterilné
odstfiZzeny pfiblizné stejné velké listy, které byly pfeneseny na Petriho misku s /2 MS
médiem a s piidavkem 50 uM fosfinotricinu. Jako pozitivni kontrola byla pouzita semena
rostlin ekotypu Col-0 (Obr. 22).

V listech semenackti mpk3-5 bez kazety CRISPR/Cas9 dochazelo po tydennim
pusobeni herbicidu ke Zloutnuti z divodu ztraty chlorofylu v listech, coz prokazuje
nepiitomnost genu bar a tedy kazety CRISPR/Cas9 (Obr. 22). U listi semenacki,
které byly rezistentni na pfitomnost fosfinotricinu, zlstaly listy po tydennim plisobeni
herbicidu zelené, coz prokazuje piitomnost genu pro rezistenci na fosfinotricinu,
a tedy dochazi k zamezeni pusobeni fosfinotricinu a hromadéni amoniaku v listech
(Obr. 22). Selektované rostliny bez kazety CRISPR/Cas9 mpk3-5 byly dale pouzity

na transformaci metodou floral dip.
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Obr. 22 Selekce mutantnich rostlin mpk3-5linie 1/14_7 v generaci T3 pro komplementaci v genu
MPKS3. Pro selekci byly odstiizeny a sterilné pfeneseny stejné velké listy na selekéni médium
s obsahem fosfinotricinu (50 uM). Listy byly kultivovany na médiu po dobu 7 dni. (A) Snimek
potizeny 0 dni po prenosu listli na selekéni médium (0 DAT; 0 days after treatment). (B) Snimek
pofizen 7 dni po pfeneseni listti na selekéni médium (7 DAT; 7 days after treatment). Listy
mutantnich rostlin mpk3-5 s vystépenou CRISPR/Cas9 kazetou, a tedy bez rezistence na PPT jsou
vyznaceny Cervené. Jako pozitivni kontrola byly pouzity semenacky ekotypu Col-O0.
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Inzeréni T-DNA mpk3-1 mutantni semena pro komplementacni esej genu MPK3 byla
selektovana pomoci genotypizace metodou PCR. Semena s piedpoklddanou mutaci
mpk3-1 byla vyseta na Petriho misky s ¢istym Y2 MS médiem. Ze 14 az 20dennich
semenacki byla extrahovana gDNA, ktera byla pouzita jako templat pro PCR reakci. Jako
negativni kontrola byla pouzita rostlina ekotypu Col-0. Pro kazdy vzorek byly pfipraveny
2 reakéni smési, prvni pro amplifikaci MPK3 genu o velikosti 1229 bp a druha
pro amplifikaci T-DNA inzertu o velikosti 600 bp. Amplifikace metodou PCR byla
nasledné ovéiena agarosovou elektroforézou (Obr. 23).

Byly selektovany rostliny, u kterych nedochéazelo k amplifikaci MPK3 genu
a dochazelo k amplifikaci pouze T-DNA inzertu (Obr. 23), coz prokazuje, ze dané
rostliny nemaji funk¢éni gen MPKS3, jelikoz je v genu MPK3 vlozen T-DNA inzert.
Celkem bylo genotypizaci selektovano 10 rostlin mpk3-1, které byly dale pouzity

na stabilni transformaci metodou floral dip.
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Obr. 23 Ovéfeni vysledku genotypizace T-DNA mpk3-1 mutantnich rostlin pomoci PCR
agarosovou elektroforézeou v 1% gelu. (A) Vysledek amplifikace T-DNA inzertu pomoci PCR.
Amplifikace T-DNA inzertu prob¢hla v T-DNA mpk3-1 mutantech (1-10). (B) Vysledek
amplifikace MPK3 genu pomoci PCR. K amplifikace genu MPK3 byla detekovana pouze
u pozitivni kontroly rostliny ekotypu Col-0 (+). Jako negativni kontrola pro obé reakce byla
pouzita dH>O (-). Marker — Gen Rulerl kb Plus DNA Ladder.
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4.7 Selekce transformovanych semen A. thaliana

Ke stabilni transformaci konstruktem pYODA::gYODA:GFP, pYODA::gYODA:RFP
a pMPK3::gMPK3:mCherry byly pouzity rostliny ekotypu Col-0 a mutantni rostliny
mpk3-5 a mpk3-1. Kmen A. tumefaciens GV3101 s konstruktem
pPMPK3::gMPK3:mCherry ve vektoru pB7m34GW byl piipraven a dodan Mgr.
Dominikem Novakem, PhD. (Obr. 24)

Semena z transformovanych rostlin konstruktem pMPK3::gMPK3:mCherry byla
posbirana a vyseta na 2 MS médium s piidavkem 50 uM fosfinotricinu (Obr. 25). Po 7
dnech semenacky, které byly na médiu s pfidanym herbicidem vyrazné vétsi a zelené,
coz prokazuje ptitomnost konstruktu pMPK3::gMPK3:mCherry s genem rezistence bar,
byly piesazeny na ¢isté 2 MS médium a po 2 tydnech do pudy. Pro zamezeni
kontaminace semenackt bakterii A. tumefaciens bylo do média ptidano 260 uM
ticarcillinu. Celkem bylo pomoci selekce urc¢eno 10 rostlin Col-0, 25 mutantnich rostlin
mpk3-5 (Obr. 25) a 27 rostlin mpk3-1 (Obr.26) svlozenym konstruktem
pPMPK3::gMPK3:mCherry. Tyto rostliny byly dale pouzity na genotypizaci.

pgMPK3 v pPB7m34GW

12107 bp

Obr. 24 Mapa konstruktu pouzitého pro transformaci mpk3 rostlin A. thaliana. Konstrukt pB7m34GW
obsahuje nativni promotor genu MPK3 (NP), gen MPK3 (gMPK3), fluorescenéni protein (mCherry),
ohraniceni inzertu (RB, LB), 35S promotor, gen resistence na fosfinotricin (Bar) a spektinomycin
(SM/SpR) a rekombina¢ni mista (attR3, attR4).
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Obr. 25 Vysledek selekce transformovanych rostlin metodou floral-dip. Selekce mpk3-5 (A)
a mpk3-1 (B) mutantnich linii konstruktem pMPK3::gMPK3:mCherry kultivovanych 7 dni
na %2 MS médiu s obsahem 50 uM fosfinotricinu.
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Semena z  transformovanych  rostlin  konstruktem  pYODA::gYODA:GFP
a pYODA::gYODA:mRFP (Obr. 26) byla selektovana na 2 MS médiu s pfidavkem 100
uM kanamycinu (Obr. 27). Po 7 dnech byly vybrany pozitivni semenacky,
u kterych nedochazelo ke ztraté chlorofylu v listech, coz dokazuje vlozeny konstrukt
pYODA::gYODA:GFP/RFP sgenem rezistence na kanamycin. Pro zamezeni
kontaminace semenacki bakterii A. tumefaciens bylo do média piidano 260 uM
ticarcillinu. Vybrané rostliny byly dale ptesazeny na Cisté /2 MS médium a po 14 dnech
do pudy. Pomoci selekce bylo celkem vybrano 6 rostlin ekotypu Col-0 (Obr. 27)
s vlozenym konstruktem pYODA::gYODA:eGFP, ale zadné rostliny s konstruktem
pYODA::gYODA:mRFP. Vyselektované rostliny byly dale testovany na pfitomnost

konstruktu.

A (301) HindIII Pstl (317) B (301) HindIII Pstl (317)

HindIII (1654)

pgYODa v pGWB453

YODA v pGWB404
P9 P 15 670 bp

15 699 bp

$F 7 pstl (s388)
HindIIl (5633)

/ Pstl (5378)
HindIII (5623)

PstI (6553)
(8633) Pstl (8604) Pstl HindIII (6889)

Obr. 26 Mapy konstruktd pouzitych pro transformaci rostlin Arabidopsis thaliana. (A) Konstrukt
pYODA::gYODA:eGFP ve vektoru pGWB404. (B) Konstrukt pYODA::gYODA:mRFP
ve vektoru pGWB453. Konstrukty obsahuji pocatek replikace (ori), gen YODA s nativnim
promotorem (pYODAQYODA), fluorescencni znacku (eGFP, mRFP), resistenci na spektinomycin
(SmR) a kanamycin (NeoR/KanR), ohraniceni inzertu (RB T-DNA, LB T-DNA), NOS promotor
a terminator a restrikéni mista pro nukleasu Pstl a HindlI1.
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Obr. 27 Selekce transformovanych rostlin konstruktem pYODA::gYODA:GFP v pGWBA404.
Vysledek selekce transformovanych rostlin ekotypu Col-0 s konstruktem pYODA::gYODA:GFP
kultivovanych na %2 MS s obsahem 100 uM kanamycinu po dobu 7 dni. Jako negativni kontrola
byly pouzity rostlinu ekotypu Col-0 a jako pozitivni kontrola rostliny hsp90.1 s rezistenci
na kanamycin. Cervené vyznaceny vyselektované rostliny (A-C).
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4.8 Genotypizace selektovanych rostlin A. thaliana

Pro vytazeni falesné pozitivnich rostlin ze selekce byla provedena genotypizace pomoci
PCR. Ze selektovanych rostlin transformovanych konstrukty pYODA::gYODA:GFP
(Obr. 28) a pMPK3::gMPK3:mCherry (Obr. 29, 30, 31, 32) byla extrahovana gDNA,
ktera byla pouzita jako templat pro PCR reakci. Pro genotypizaci byly pouzity 2
kombinace primerit pro kazdy konstrukt. Prvni primer se nachdzel v genu YODA
nebo MPK3 a druhé primery ve fazni znacce GFP nebo mCherry podle pouzitého
konstruktu.

Na  pritomnost konstruktu = pYODA::gYODA:GFP  bylo genotypovano
6 vyselektovanych rostlin na pozadi ekotypu Col-0 (Obr. 28). Prvni kombinace primert
(Obr. 28A) amplifikovala tsek o velikosti 2620 bp a druha kombinace primert (Obr. 28B)
usek o velikosti 3057 bp. Jako pozitivni kontrola byl pouzit konstrukt
pYODA::gYODA:GFP v pGWB404 a jako negativni kontrola byla pouzita rostlina
ekotypu Col-0 a c¢ista dH20. Jako kontrola dilu¢niho protokolu byl pouzit pozitivni
vzorek z genotypizace Col-0 s konstruktem pMPK3::gMPK3:mCherry (Obr. 28).

V prvni kombinaci primert dochéazelo k amplifikaci useku o velikosti 2620 bp
(Obr. 28A) pouze u vzorkt 1 a 6.V druhé kombinaci primerd dochazelo k amplifikaci
useku o velikosti 3057 bp (Obr. 28B) také pouze u vzorku 1 a 6. Rostliny byly urceny
jako pozitivni a dale zpracovany. U rostliny ¢. 1 dochézelo k mnohem vétsi amplifikaci
obou usekli pomoci PCR nejspise proto, ze se V rostliné nachazi vicenasobna inzerce
konstruktu pYODA::gYODA:GFP, coz mize byt ovéfeno v T2 generaci pomoci selekce.

Na piitomnost konstruktu pMPK3::gMPK3:mCherry bylo testovano 27 mutantnich
rostlin mpk3-1 (Obr. 29 a 30), 22 mutantnich rostlin mpk3-5 (Obr. 31) a 12 rostlin ekotypu
Col-0 (Obr. 32) ze selekce. Z danych rostlin byla extrahovana gDNA, ktera byla pouzita
jako templat pro PCR reakci. Jako pozitivni kontrola byl pouzit konstrukt
PMPK3::gMPK3:mCherry v pB7m34GW a jako negativni kontrola rostlina ekotypu
Col-0 a cista dH20. Prvni kombinaci primert se amplifikoval tisek o velikosti 2114 bp
(Obr. 29A, 30A, 31A a 32A) a druhou kombinaci primera usek o velikosti 1336 bp
(Obr. 29B, 30B, 31B a 32B).
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Jako pozitivni bylo celkem urceno 12 rostlin mpk3-1 (Obr. 29, 30), 16 rostlin mpk3-5
(Obr. 31) a 1 rostlina ekotypu Col-0 (Obr. 32), u kterych dochazelo k amplifikaci daného
useku pMPK3::gMPK3:mCherry v prvni nebo druhé kombinaci primer, coz dokazuje
uspésnou transformaci téchto rostlin. Pozitivni rostliny byly dale pouzity na Western-blot

analyzu.
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Obr. 28 Vysledek genotypizace transformovanych rostlin ekotypu Col-0 konstruktem
pYODA::gYODA:GFP (1-6). Jako templat pro PCR reakci byla pouZita extrahovana gDNA z listil
A. thaliana. (A) Genotypizace pomoci 1. kombinace primerti, piedpokladana velikost produktu
2620 bp. (B) Genotypizace pomoci 2. kombinace primert, piedpokladana velikost produktu 3057
bp. Jako pozitivni kontrola byl pouzit vektor pYODA::gYODA:GFP v pGWB404 (7).
Jako negativni kontrola byla pouzita rostlina ekotypu Col-0 (9). Jako kontrola diluéniho protokolu

pii extrakci gDNA byla pouzita pozitivni rostlina ekotypu Col-0 s vlozenym konstruktem
pMPK3::gMPK3:mCherry (8). Marker — Gen Ruler 1 kb Plus DNA Ladder.

—_
N
(=3
(=

57



M + 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101 12 13 -

>

:
g
ARR RNl

w

M + 1 2 3 45 6 7 8 9 10 1 1213 -

g
L
FEEETTIE

Obr. 29 Vysledek genotypizace transformovanych rostlin mpk3-1 linie 16 generace T1
konstruktem pMPK3::gMPK3:mCherry (2-13). Jako templat pro PCR reakci byla pouzita
extrahovana gDNA zlisti A. thaliana. (A) Genotypizace pomoci 1. kombinace primert.
Predpokladana velikost produktu 2114 bp. (B) Genotypizace pomoci 2. kombinace primert.
Piedpokladana velikost produktu 1336 bp. Jako pozitivni kontrola byl pouzit vektor
pMPK3::gMPK3:mCherry v pB7m34GW (+). Jako negativni kontrola byla pouZita rostlina
ekotypu Col-0 (-) a dH.0 misto templatové DNA (1). Marker — Gen Ruler 1 kb Plus DNA Ladder.
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Obr. 30 Vysledek genotypizace transformovanych rostlin mpk3-1 linie 18 generace
T1pMPK3::gMPK3:mCherryi (2-16). Jako templat pro PCR reakci byla pouzita extrahovana
gDNA zlistd A. thaliana. (A) Genotypizace pomoci 1. kombinace primeri. Pfedpokladana
velikost produktu 2114 bp. (B) Genotypizace pomoci 2. kombinace primert. Pfedpokladana
velikost produktu 1336 bp. Jako pozitivni kontrola byl pouzit vektor pMPK3::gMPK3:mCherry
v pPB7m34GW (+). Jako negativni kontrola byla pouzita rostlina ekotypu Col-0 (-) a dHO misto
templatové DNA (1). Marker — Gen Ruler 1 kb Plus DNA Ladder.
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Obr. 31 Vysledek genotypizace transformovanych rostlin mpk3-5 linie 14/1_7 generace T1
konstruktem pMPK3::gMPK3:mCherry (2-23). Jako templat pro PCR reakci byla pouzita
extrahovana gDNA zlista A. thaliana. (A) Genotypizace pomoci 1. kombinace primeru.
Predpokladana velikost produktu 2114 bp. (B) Genotypizace pomoci 2. kombinace primert.
Predpokladana velikost produktu 1336 bp. Jako pozitivni kontrola byl pouzit vektor
pPMPK3::gMPK3:mCherry v pB7m34GW (+). Jako negativni kontrola byla pouzita rostlina
ekotypu Col-0 (-) a dH20 misto templatové DNA (1). Marker — Gen Ruler 1 kb Plus DNA Ladder.
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Obr. 32 Vysledek genotypizace  selektovanych  rostlin  Col-0 s konstruktem
pPMPK3::gMPK3:mCherry generace T1 (1-8). Jako templat pro PCR reakci byla pouzita
extrahovana gDNA zlista A. thaliana. (A) Genotypizace pomoci 1. kombinace primeru.
Predpokladana velikost produktu 2114 bp. (B) Genotypizace pomoci 2. kombinace primert.
Predpokladana velikost produktu 1336 bp. Jako pozitivni kontrola byl pouzit vektor
pMPK3::gMPK3:mCherry v pB7m34GW (+). Jako negativni kontrola byla pouZita rostlina
ekotypu Col-0 (-). Marker — Gen Ruler 1 kb Plus DNA Ladder.
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4.9 Western-blot analyza transformovanych rostlin A. thaliana

Z listi pozitivnich rostlin po genotypizaci péstovanych ex vitro byly extrahovany
proteiny. Proteiny byly separovany podle molekulové hmotnosti pomoci SDS-PAGE
elektroforézy a nasledné byly proteiny preneseny na PVDF membranu. Pro ovéteni
pfenosu proteinti byla membrana barvena barvivem Ponceau S (Obr. 33A a 34A).
Proteiny byly nasledn¢ detekovany pomoci primarni protilatky proti MPK3 proteinu
a pot¢ pomoci sekundarni protilatky proti primarni protilatce znacené kienovou
peroxidasou. Vysledna chemiluminiscence byla zaznamenéna piistrojem ChemiDoc™.
Jako negativni kontroly byly pouzity rostliny mpk3-5 a mpk3-1. Jako pozitivni kontrola
byla pouzita rostlina ekotypu Col-0.

Bylo dokazano, ze u transformovanych rostlin mpk3-5 (Obr. 33) a mpk3-1 (Obr. 34)
s vlozenym konstruktem pMPK3::gMPK3:mCherry byl detekovan fuzni protein
MPK3-mCherry o velikosti 70 kDa, coz prokazuje tvorbu fazniho MPKS3 proteinu
v danych rostlinach. U nékterych rostlin mpk3-1 a mpk3-5 transformovanych
konstruktem pMPK3::gMPK3:mCherry byl detekovan jak nativni, tak fuzni protein
MPK3, coz muze byt zpisobeno $tépenim fizniho proteinu MPK3-mCherry. Z tohoto
divodu muze dochazet i ktvorbé nativniho MPK3 proteinu v danych rostlinach.
U rostliny ekotypu Col-0 transformované konstruktem pMPK3::gMPK3:mCherry
(Obr. 33 a 34) byl detekovan fazni protein MPK3-mCherry o velikosti 70 kDa i nativni
protein MPK3 o velikosti 43 kDa tak, jak se piedpokladalo podle genotypizace.
U pozitivni kontroly rostliny ekotypu Col-0 byl detekovan nativni protein MPK3
a u negativnich kontrol mpk3-1 a mpk3-5 nebyl detekovan zadny protein.

Pomoci western-blot analyzy byly urceny celkem 4 rostliny mpk3-1 (Obr. 33)
a 4 rostliny mpk3-5 (Obr. 34), u kterych byl detekovan protein MPK3-mCherry,
coz dokazuje, Ze tyto rostliny byly spésné transformovany. Dale byla urena 1 rostlina
ekotypu Col-0 tvorici protein MPK3-mCherry (Obr. 33 a 34). Komplementované rostliny
mpk3-1 a mpk3-5 byly nasledné pouzity pro selekci homozygotnich linii v generaci T3
komplementovanych konstruktem pMPK3::gMPK3:mCherry.

Je zndmo, ze fuzni proteiny odvozené od dsRed jsou nachylné na Sté€peni pii ptipravé
vzorkid na western blot analyzu (http://evrogen.com). Z tohoto divodu byly membrany
inkubovany s anti-mCherry protilatkou (Obr. 33C a 34C), kde se potvrdilo, Ze fuzni
protein MPK3-mCherry je §t€pen na MPK3 (43 kDa) a mCherry (27 kDa). Pro potvrzeni,

zda ke Stépeni fuzniho proteinu MPK3-mCherry dochdzi ptipravou vzorkd,
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nebo uz v rostlinach, byla Western-blot analyza zopakovana s rostlinami T2 generace
(Obr. 35). Pro piipravu vzorkt na SDS-PAGE elektroforézu byla pouzita riizna teplota
denaturace (95, 70, 60 a 0 °C) a pro detekci fuzniho proteinu MPK3-mCherry byly
pouzity primarni protilatky proti mCherry (Obr. 35A, B) a MPK3 (Obr. 35C, D). U linie
9/7 nebylo detekovano volné mCherry ani MPK3 a u linie 11/2 bylo pozorovano mirné
Stépeni proteinu MPK3-mCherry v obou ptipadech (Obr. 35, 36). U nezahtatych vzorka
byl detekovan pouze nativni nedenaturovany protein MPK3-mCherry. Z vysledku
je patrné, ze mira St€peni neni ovlivnéna rtznou teplotou denaturace (70-95 °C)
a zaroven, ze ke Stépeni proteinu MPK3-mCherry nedochazi v rostling, ale zahtatim
vzorku pro denaturaci na SDS-PAGE analyzu.
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Obr. 33 Vysledek Western-blot analyzy transformovanych rostlin  konstruktem
pMPK3::gMPK3:mCherry na pozadi mpk3-5 (2, 4-11). (A) Ovéfeni pienosu proteintt na PVDF
membranu obarvenim v Ponceau S. (B, C) Detekce proteinu MPK3-mCherry o velikosti 70 kDa
pomoci primarni protilatky proti MPK3 (B) nebo mCherry (C) a sekundarni protilatky
konjugované s kienovou peroxidasou. Protein MPK3-mCherry byl detekovan u vzorku €. 2, 4, 5,
6, 7, 8 a 10. Pouze nativni protein MPK3 se vyskytoval u kontroly, kde byla pouzita rostlina
ekotypu Col-0 (1). Do v8ech jamek bylo naneseno 20 pg protein.
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Obr. 34 Vysledek Western-blot analyzy transformovanych rostlin  konstruktem
pMPK3::gMPK3:mCherry na pozadi mpk3-1 (2, 4-10). (A) Ovéfeni pienosu proteint na PVDF
membranu obarvenim v Ponceau S. (B,C) Detekce proteinu MPK3-mCherry o velikosti 70 kDa
pomoci primarni protilatky proti MPK3 (B) nebo mCherry (C) a sekundarni protilatky
konjugované s kienovou peroxidasou. Protein MPK3-mCherry byl detekovan u vzorku ¢. 2, 5, 6,
9, 10, 11. Pouze nativni protein MPK3 se vyskytoval u kontroly, kde byla pouZita rostlina ekotypu
Col-0 (1). Do jamek ¢. 1-10 bylo naneseno 20 g proteind.
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Obr. 35 Western-blot analyza komplementovanych linii generace T2. (A, C) Ovéfeni pfenosu
proteind na membranu barvenim v Ponceau S. (B) Detekce flizniho proteinu MPK3-mCherry
primarni protilatkou proti mCherry a sekundarni protilatkou proti primarni protilatce
konjugovanou s kienovou peroxidasou. (C) Detekce fazniho proteinu MPK3-mCherry primarni
protilatkou proti MPK3 a sekundarni protilatkou proti primarni protilatce konjugovanou
s kfenovou peroxidasou. Vzorky byly denaturovany pii 95 °C (1, 2, 3, 4, 8, 12), 70 °C (5, 9),
60 °C (6, 10) a pfi 0 °C (7, 11). Vzorky: Col-0 (1), mpk3-5 (2), Col-0+MPK3-mCherry (3),
mpk3-5+MPK3-mCherry 9/7 T2 (4-7), mpk3-5+MPK3-mCherry 11/2 T2 (8-11),
a mpk3-5+MPK3-mCherry 11 T1 (12). Do jamek bylo naneseno 20 pg proteint.
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Western-blot analyze byly podrobeny 1 pozitivni rostliny na konstrukt
pPYODA::gYODA:GFP. Ze stejn¢ starych rostlin péstovanych v pid¢ byly odebrany listy
na extrakci proteini. Proteiny byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE elektroforézy
a nasledné byly pfeneseny na PVDF membranu. Poté byla membrana barvena v Ponceau
S. Proteiny byly detekovany primarni protilatkou proti GFP a sekundarni protilatkou proti
primarni protilatce konjugované s kienovou peroxidasou. Vysledek Western-blot analyzy
byl zaznamenan piistrojem ChemiDoc™ a vyhodnocen programem ImageLab (Biorad).
Jako pozitivni kontrola byla pouzita rostlina A. thaliana exprimujici volné GFP
a jako negativni kontrola rostlina N. benthamiana tvotici YODA-YFP a rostlina ekotypu
Col-0.

U pozitivnich rostlin z genotypizace byl detekovan protein o velikosti 130 kDa
(Obr. 36). Ackoli je tento protein (130 kDa) vétsi nez piedpokladana velikost fizniho
proteinu YODA-GFP (123 kDa), byl tento vysledek povazovan za pozitivni, jelikoz
u ostatnich rostlin v této pozici nebyl detekovan zadny protein. Protoze je YODA
zapojena piedev§im do vyvojovych procest v rostlingé jako napt. pti embryogenezi
a tvorb¢ stomat (Lukowitz et al., 2004; Nadeau a Sack, 2002a), pii Western-blot analyze
provedené z 6tydennich rostlin byla detekovana velmi nizka abundance YODA-GFP
fazniho proteinu (Obr. 36). Z pozitivnich rostlin byly pozdéji sesbirany semena.
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Obr. 36 Vysledek western-blot analyzy transformovanych rostlin  konstruktem
pYODA::gYODA:GFP. (A) Ovéteni prenosu proteini na PVDF membranu obarvenim v Ponceau
S. (B) Detekce proteinu YODA-GFP o velikosti 120 kDa (hvézdic¢ka) pomoci primarni protilatky
proti GFP a sekundarni protilatky konjugované s kienovou peroxidasou. Protein YODA-GFP byl
detekovan ve vzorcich 4,8 (oznaceno hvézdickou). Jako negativni kontrola byla pouZita rostlina
ekotypu Col-0 (1) a vzorek pripraveny z N. benthamiana transformovany YODA-YFP (3).
Jako pozitivni kontrola byla pouzita rostlina A. thaliana exprimujici volné GFP (2).

64



4.10 Selekce homozygotnich linii MPK3-mCherry

Pro selekci homozygotnich rostlin generace T3 byla pouzita semena T2 generace
z mpk3-1 a mpk3-5 mutantnich rostlin komplementovanych konstruktem
PMPK::gMPK3:mCherry. Pro selekci homozygotnich rostlin byl pouzit protokol dle
Harrison et al., 2006.

Z kazdé T2 linie bylo vysazeno 50 semen na ‘2 MS médium s obsahem 50 uM
fosfinotricinu (viz. kapitola 3.2.20). Po 7 dnech selekce byly vybrany heterozygotni linie,
u kterych piezivalo 75 % semenackt (Obr. 37). Jako negativni kontrola byla pouzita
semena divokého typu (Col-0) (Obr. 37A).

Z linii generace T2 se §tépnym pomérem 3:1 bylo piesazeno 10 ptezivsich rostlin,
ze kterych byla posbirana semena generace T3. Z kazdé linie bylo vyseto 20 semen
na selekéni 2 MS médium s obsahem 50 uM fosfinotricinu a byla provedena rychla
selekce (Harrison et al., 2006) (Obr. 37B). Po 7 dnech byly vybrany pouze ty linie
generace T3, u kterych pieZivalo 100 % semenackd.

Pii pouziti rychlé selekce byly u rostlin resistentnich na fosfinotricin pozorovany
prodlouZzené hypokotyly a zelené kotyledony oproti kontrolnim rostlindm a rostlinam
selekce na antibiotikum kanamycin a herbicid fosfinotricin (Harrison et al., 2006)
(Obr. 37).

Stépny pomér 3 piezivii ku 1 mrtvé u linii v generaci T2 (Obr. 37A) dokazuje,
7ze  pifi transformaci  Agrobacteriem  doslo pouze k jedné inzerci
pMPK3::gMPK3:mCherry do genomu. Na druhou stranu u rostlin se §t€pnym pomérem
15:1 se nachazi pravé dva inzerty pMPK3::gMPK3:mCherry, a tedy pro selekci
homozygotnich linii v T3 generaci nebyly dale zpracovany. Linie s nejasnym vysledkem
selekce (napft. 1:1) nebyly pouzity pro dalsi pokusy.

Selekci linii generace T3 se 100 % preziv§imi semenacky (Obr. 37B) byly ziskany
homozygotni linie s praveé jednim inzertem pMPK3::gMPK3:mCherry. Linie se §t€pnym
pomérem 3:1 byly uréeny jako heterozygotni pro pMPK3::gMPK3:mCherry. Selekci
bylo ziskano 15 homozygotnich linii na pozadi mpk3-1 a 4 homozygotni linie na pozadi
mpk3-5 komplementovanych konstruktem pMPK3::gMPK3:mCherry generace T3. Tyto

linie byly dale pouZity pro experiment se solnym stresem a mikroskopickou analyzu.
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Obr. 37 Selekce homozygotnich linii generace T3 v MPK3-mCherry. (A) Selekce linii v T2
generaci se Stépnym pomérem 3:1. (B) Selekce homozygotnich linii generace T3 se 100 %
pieziviimi semenacky. Cervené zakrouzkovany mrtvé semenacky. Vzorky: Col-0 (1,5), linie 3, 6
a7 T-DNA MPK3-mCherry generace T2 (2,3,4), linie T-DNA MPK3-mCherry 3-3/4/5 generace

T3.

66



4.11 Mikroskopicka analyza transformovanych linii A. thaliana

Pro mikroskopickou analyzu YODA-GFP flzniho proteinu byly pouzity listy
z 20dennich rostlin pozitivnich z genotypizace na ptitomnost pYODA::gYODA:GFP
generace T1. Listy byly pieneseny do kapky vody. Preparaty byly nasledné pozorovany
pomoci konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu (CLSM) (Zeiss) a vysledky
byly vyhodnoceny programem Zen black (Zeiss).

V listech A. thaliana transformovanych konstrukty pYODA::gYODA:GFP byl
sledovan signal v zeleném kanalu pii excitaci 488 nm a emisi 493-534 nm pro detekci
proteinu  YODA-GFP. Jako kontrola byl pouzit cerveny kanal pro detekci
autofluorescence chloroplastl pii excitaci 561 nm a emisi 566-703 nm. Snimky obou
kanalt byly spojeny pro kontrolu pfekryvu jednotlivych signalt. Signal fizniho proteinu
YODA-GFP (Obr. 38) pod nativnim promotorem, stejné jako u vysledkd z transientni
transformace (viz. kapitola 4.5), byl signal zachycen v kortexu epidermalnich bun¢k,

vvvvvv

YODA-GFP byl také pozorovan v cytoplasmé epidermalnich bunék (Obr. 38) tak, jak
se predpokladalo (Samakovli et al., 2020).

A B

Zeleny kanal

Cerveny kanal

Dohromady

Obr. 38 Mikroskopicka analyza listdi z20dennich rostlin A. thaliana generace T1
transformovanych konstruktem pYODA::gYODA:GFP. Snimky z konfokalniho mikroskopu
s méfitkem 20 pm. Pozitivni rostliny 1 (A) a 6 (B) z genotypizace. Znaceny protein YODA-GFP
pod nativnim promotorem (zeleny kanal), autofluorescence chloroplastli (Cerveny kanal)
a slouCeny obrazek. (Mikroskop LSM 710 Axio Imager 2 Zeiss; objektiv Plan-Apochromat
20x/0,8 M27)
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Pro mikroskopickou analyzu MPK3-mCherry fuzniho proteinu byly pouzity Sdenni
semenacky mpk3-5 komplementovanych linii a 7denni semenacky mpk3-1
komplementovanych linii MPK3-mCherry generace T3. Semenacky byly selektovany
pomoci mikroskopu ZOOM (Zeiss) a poté byly pieneseny do kapky sterilniho tekutého
%2 MS média a pozorovany pomoci konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu
(CLSM) (Zeiss). Vysledky byly vyhodnoceny programem Zen black (Zeiss).

U semenacku A. thaliana komplementovanych konstruktem
pPMPK3::gMPK3:mCherry byl sledovany signal v ¢erveném kanalu pfi excitaci 561 nm
aemisi 581-635 nm pro detekci proteinu MPK3-mCherry. Jako kontrola byl pouzit zeleny
kanal pro detekci autofluorescence pii excitaci 488 nm a emisi 493-581 nm. Snimky obou
kanalt byly spojeny pro kontrolu piekryvu jednotlivych signali.

Fhzni protein byl pozorovan v prvnim kliénim listu (Obr. 39, 43), kotyledonech (Obr.
40A, 44A), apikalnim meristému stonku (Obr. 40B, 44B), hypokotylu (Obr. 40C, 44C),
basalni ¢asti kotene (Obr. 41A, 45A), v kofenech (Obr. 41B, 45B) a v kofenové Spicce
(Obr. 42, 46) u komplementovanych linii v MPK3 genu na pozadi mpk3-5 (Obr. 39-42)
a mpk3-1 (Obr. 43-46) homozygotnich linii. Abundance MPK3-mCherry fuzniho
proteinu v pletivech A. thaliana odpovida vysledkiim ziskanych z eFP databaze (Winter
et al., 2007). Signal fazniho proteinu MPK3-mCherry byl siln€jsi v nadzemnich ¢astech
nez v kofenovych ¢astech rostliny, tento rozdil byl nejvice patrny pfi pozorovani basalni
Casti kofene (Obr. 41A, 45A)

Fuzni protein byl detekovan v cytoplasmé, v kortikalni oblasti pod plasmatickou
membranou a v jadie bunék, coz koreluje s dfive ziskanymi vysledky (Persak a Pitzschke,
2013; Pitzschke et al., 2014) a s praci zamétenou na ptipravu mutantnich linii A. thaliana
exprimujicich MPK3 ve fizi s mCherry na pozadi Col-0 (Rasmanova, 2017), a to jak
u mpk3-5 MPK3-mCherry, tak u mpk3-1 MPK3-mCherrry komplementovanych linii.
Fazni protein MPK3-mCherry nebyl detekovan v jadérku. Abundance MPK3-mCherry
fazniho proteinu v A. thaliana na bunétné trovni odpovida vysledkim ziskanych
z databaze SUBA4 (Hooper et al., 2017) a eFP databaze (bar.utoronto.ca/eplant)
a studiim provedenym dtive (Guan et al., 2014, Pitzschke et al., 2014; Zhang et al., 2016,
2015).

U mpk3-5 MPK3-mCherry komplementované linie 2/5 (Obr. 39-42) byla pozorovana
vyssi fluorescence MPK3-mCherry fuzniho proteinu nez u linie 9/4 a u mpk3-1
MPK3-mCherry komplementovanych linii 3/5 a 4/2 (Obr. 43-46). Divodem muze byt
pozi¢ni efekt vlozeného inzertu pMPK3::gMPK3:mCherry.
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Obr. 39 Mikroskopicka analyza T3 generace komplementovanych linii mpk3-5 konstruktem
pMPK3::gMPK3:mCherry. Snimky z konfokalniho mikroskopu s métitkem 20 um. Mikroskopie
prvniho kliéniho listu u 5dennich semenackt. Znaceny protein MPK3-mCherry pod nativnim
promotorem (A), autofluorescence chloroplasti (B), slou¢eny obrazek (C) pro kontrolu piekryvu
kanalti a detail ohrani¢ené ¢asti obrazku C (D) s vyznacenymi jadry (hvézdicka) a jadérky (Sipka).
(Projekce maximalni intenzity; mikroskop LSM 710 Axio Imager 2 Zeiss; objektiv
Plan-Apochromat 20x/0,8 M27)
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Obr. 40 Mikroskopicka analyza T3 generace komplementovanych linii mpk3-5 konstruktem
pMPK3::gMPK3:mCherry. Snimky z konfokalniho mikroskopu s métitkem 20 um. Mikroskopie
kotyledont (A), apikalniho meristému stonku (B) a hypokotylu (C) u S5dennich semenacku
A. thaliana. Znaceny protein MPK3-mCherry pod nativnim promotorem (Cerveny kanal),
autofluorescence chloroplastii (zeleny kanal) a slouceny obrazek (dohromady) pro kontrolu
prekryvu kanalt. Vyznacena jadra (hvézdicka) a jadérka (Sipka). (Projekce maximalni intenzity;
mikroskop LSM 710 Axio Imager 2 Zeiss; objektiv Plan-Apochromat 20x/0,8 M27)
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Obr. 41 Mikroskopicka analyza T3 generace komplementovanych linii mpk3-5 konstruktem
pMPK3::gMPK3:mCherry. Snimky z konfokalniho mikroskopu s métitkem 20 um. Mikroskopie
basalni casti kofene (A) a kofene (B) u Sdennich semenackt A. thaliana. Znaceny protein
MPK3-mCherry pod nativnim promotorem (Cerveny kanal), autofluorescence (zeleny kanal)
a slouceny obrazek (dohromady) pro kontrolu piekryvu kanalti. VyznaCena jadra (hvézdicka)
a jadérka (Sipka). (Mikroskop LSM 710 Axio Imager 2 Zeiss; objektiv Plan-Apochromat 20x/0,8
M27)
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Obr. 42 Mikroskopicka analyza T3 generace komplementovanych linii mpk3-5 konstruktem
pMPK3::gMPK3:mCherry. Snimky z konfokalniho mikroskopu s métitkem 20 um. Mikroskopie
kofenové $picky u Sdennich semenackt A. thaliana. Znaceny protein MPK3-mCherry
pod nativnim promotorem (A), autofluorescence chloroplastii (B), slouc¢eny obrazek (C)
pro kontrolu piekryvu kanali a detail ohrani¢ené casti snimku C (D) s vyzna¢enymi jadry
(hvézdicka) a jadérky (Sipka). (Projekce maximalni intenzity; mikroskop LSM 710 Axio Imager
2 Zeiss; objektiv Plan-Apochromat 20x/0,8 M27)
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Obr. 43 Mikroskopicka analyza T3 generace komplementovanych linii mpk3-1 konstruktem
pMPK3::gMPK3:mCherry. Snimky z konfokalniho mikroskopu s métitkem 20 um. Mikroskopie
prvniho kliéniho listu u 7dennich semenackd A. thaliana. Znac¢eny protein MPK3-mCherry pod
nativnim promotorem (A), autofluorescence chloroplastt (B), slou¢eny obrazek (C) pro kontrolu
prekryvu kanali a detail obrazku A s vyznaCenymi jadry (hvézdicka) a jadérky (Sipka).
(Mikroskop LSM 710 Axio Imager 2 Zeiss; objektiv Plan-Apochromat 20x/0,8 M27)
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Obr. 44 Mikroskopicka analyza T3 generace komplementovanych linii mpk3-1 konstruktem
pMPK3::gMPK3:mCherry. Snimky z konfokalniho mikroskopu s métitkem 20 um. Mikroskopie
kotyledonii (A), apikdlniho meristému stonku (B) a hypokotylu (C) u 7dennich semenacki
A. thaliana. Znaceny protein MPK3-mCherry pod nativnim promotorem (Cerveny kanal),
autofluorescence chloroplastii (zeleny kanal) a slouéeny obrazek (dohromady) pro kontrolu
prekryvu kanald s vyznaGenymi jadry (hvézdicka) a jadérky (Sipka). (Mikroskop LSM 710 Axio
Imager 2 Zeiss; objektiv Plan-Apochromat 20x/0,8 M27)
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Obr. 45 Mikroskopicka analyza T3 generace komplementovanych linii mpk3-1 konstruktem
pMPK3::gMPK3:mCherry. Snimky z konfokalniho mikroskopu s métitkem 20 um. Mikroskopie
basalni casti kofene (A) a kofene (B) u 7dennich semenacku A. thaliana. Znaceny protein
MPK3-mCherry pod nativnim promotorem (Cerveny kandl), autofluorescence chloroplastl
(zeleny kanal) a slouceny obrazek (dohromady) pro kontrolu prekryvu kanald s vyznacenymi
jadry (hvézdicka) a jadérky (Sipka).. (Mikroskop LSM 710 Axio Imager 2 Zeiss; objektiv
Plan-Apochromat 20x/0,8 M27)
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Obr. 46 Mikroskopicka analyza T3 generace komplementovanych linii mpk3-1 konstruktem
pMPK3::gMPK3:mCherry. Snimky z konfokalniho mikroskopu s métitkem 20 um. Mikroskopie
kofenové $picky u 7dennich semenacku A. thaliana. Znaceny protein MPK3-mCherry
pod nativnim promotorem (A), autofluorescence chloroplasti (B), slou¢eny obrazek (C)
pro kontrolu prekryvu kanalti a detail ohrani¢ené ¢asti obrazku A (D) s vyznacenymi jadry
(hvézdicka) a jadérky (Sipka). (Projekce maximalni intenzity; mikroskop LSM 710 Axio Imager
2 Zeiss; objektiv Plan-Apochromat 20x/0,8 M27)
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4.12 Aplikace solného stresu na komplementované rostliny v genu

MPKS3

Jak jiz bylo zminéno vyse, MPK3 je zapojena do MAPK kaskady reagujici na osmoticky
stres (Kim et al., 2011). Pti vyfazeni z funkce rostliny vykazuji hypersensitivni reakci
na osmoticky stres (Pitzschke et al.,, 2014). Ztohoto divodu byla uspéSnost
komplementacéni eseje MPK3 genu v mpk3 mutantnich rostlinach testovana osmotickym
stresem. Pro tento experiment byly vybrany homozygotni linie generace T3
komplementované konstruktem pMPK3::gMPK3:mCherry. Semena A. thaliana
homozygotnich linii MPK3-mCherry generace T3 byla po tfech dnech kultivace
na ¢istém Y% MS médiu pfemisténa na %2 MS médium s obsahem 150 mM NaCl a
semenacky byly kultivovany po dobu 14 dni. Jako kontrola byly pouzity rostliny ekotypu
Col-0 a mutantni rostliny mpk3-5 a mpk3-1.

Pied samotnym pokusem byl proveden kontrolni experiment pro porovnani odolnosti
mpk3-1 a mpk3-5 mutantnich rostlin oproti rostlinam ekotypu Col-0 (Obr. 47, 48). Po 7
dnech bylo mozné pozorovat rapidné nizsi pocet prezivsich mpk3-5 mutantnich rostlin
oproti kontrolnim rostlinam (Obr. 47, 48). Rozdily v mpk3-1 mutantnich rostlinach
a kontrolnich rostlinach byly patrné az po 14 dnech kultivace na solném médiu (Obr. 47,
48). U obou mutantnich linii mpk3 byl pozorovan niz$i pocet piezivSich semenackl
na médiu s ptidavkem soli nez u rostlin ekotypu Col-0 (Obr. 48).

Tento kontrolni experiment potvrzuje, ze Mpk3 mutantni rostliny linie mpk3-1
I mpk3-5 jsou sensitivnéj§i na osmoticky stres nez rostliny kontrolni, coz dokazuje i studie
provedena diive na mpk3-1 mutantnich rostlinach pii piisobeni 250 mM NaCl v médiu
(Pitzschke et al., 2014). Vétsi nachylnost mpk3-5 mutantnich linii A. thaliana oproti
rostlinam Col-0 byla testovana jiz dfive, a to pfi aplikaci stejnych podminek, tedy 150
mM NaCl na 3denni semenacky mpk3-5 mutantnich linii a Col-0 (Janalova, 2018).

Pomalejsi odumirani rostlin linie mpk3-1 oproti rostlinam linie mpk3-5 muize byt
zpuisobeno riiznou technikou ptipravy téchto linii. V ptipadé mpk3-5 mutantnich linii byla
pouzita metoda Crispr/Cas9, ktera zpusobuje dvoufetézcové zlomy v DNA.
Dvouftetézcové zlomy jsou nasledné opravovany mechanismy bunék a mize dochazet
k bodovym inzercim nebo delecim, a tim K posunuti ¢teciho ramce a zastaveni tvorby
MPKS3 proteinu (Fauser et al., 2014); Janalova, 2018). V piipadé mpk3-1 mutantnich linii
byl gen MPK3 vyfazen inzerci T-DNA do sekvence MPK3 genu, ¢imz nedochazi
k expresi genu MPK3 (Alonso, 2003).
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Obr. 47 Pusobeni osmotického stresu na kontrolni rostliny A. thaliana. Na kazdé misce byl
kultivovan stejny poc¢et mutantnich rostlin mp3-1 (C), mpk3-5 (B) a dvojnasobny pocet rostlin
ekotypu Col-0 (A, D). Po aplikaci osmotického stresu byl pozorovan vyznamny rozdil mezi
mutantnimi liniemi mpk3 a rostlinami Col-0.
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Obr. 48 Graf reakce kontrolnich rostlin na osmoticky stres po 7 (7 DAT) a 14 dnech po oSetfeni
(14 DAT). Procento piezivsich rostlin pfi kontrolnim pokusu. Jako kontrolni rostliny byly pouZzity
linie mpk3-1 (oranzova), mpk3-5 (Seda) a rostliny ekotypu Col-0 (modra). T#i hvézdi¢ky znaci
statisticky vyznamny rozdil mezi Col-0 a kontrolnimi rostlinami dle studentova t-testu

(p < 0,001).
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Ackoli se predpokladalo, ze po komplementaci MPK3 genu v mpk3-1 a mpk3-5
mutantnich rostlinach budou tyto linie vykazovat vyssi odolnost vii¢i osmotickému stresu
nez mutantni rostliny mpk3, zvysena rezistence se neprokazala. Pfi ptisobeni osmotického
stresu na komplementované linie v MPK3 genu bylo pozorované porovnatelné mnozstvi
V poctu prezivsich u mpk3 mutantnich rostlin a komplementovanych rostlin v MPK3 genu
(Obr. 49, 50, 51, 52).

Piestoze mnozstvi ptezivS§ich mpk3 mutantnich rostlin bylo porovnatelné oproti
kontrolnimu pokusu (Obr. 48, 50, 52), pocet zivych semenacki Col-0 byl znatelné niZsi,
a to uz po 7 dnech od kultivace na solném médiu (Obr. 48, 50, 52). Zajimavé je,
ze mutantni rostliny mpk3 v tomto piipadé prokazovaly signifikantné vys$si odolnost vici
osmotickému stresu oproti rostlinam Col-0 (Obr. 48, 50, 52), coz odporuje vysledkim
z kontrolniho experimentu (Obr. 47, 48). Pfi¢inou snizené schopnosti reagovat
na osmoticky stres u rostlin ekotypu Col-0 oproti mutantnim rostlinam mpk3 v tomto
ptipadé muze byt zpiisobeno pouzitim jinych kontrolnich semen Col-0 nez pfi kontrolnim
experimentu napf. jinak sterilizovanych semen nebo starSich semen.

Pro urceni tspésnosti komplementacni eseje je nutné v budoucnu tento experiment
opakovat. Jasnéjsiho vysledku miize byt docileno napt. pouzitim dalsi kontrolni rostliny
exprimujici pPMPK3::mCherry pro uréeni nezavadnosti fluorescenéniho proteinu a vétsim
mnozstvim opakovani. Dale je nutné provést fenotypovou analyzu komplementovanych

linii oproti rostlinam Col-0 a mpk3.
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Obr. 49 Puasobeni osmotického stresu na komplementované linie A. thaliana v genu MPK3
generace T3 na pozadi mpk3-5 mutantnich rostlin. Na kazdé misce byl kultivovan stejny pocet
komplementovanych semenacka linii 9/4 a 2/5 (B, C), rostlin Col-0 (A) a mutantnich rostlin
mpk3-1 (D).
u komplementovanych a mutantnich rostlin v poctu preziv§ich semenacka.
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Obr. 50 Graf reakce komplementovanych rostlin na osmoticky stres po 7 a 14 dnech po oSetieni.
Procento ptezivsich rostlin po aplikaci 150 mM NaCl po 7 (7 DAT) a 14 dnech kultivace
(14 DAT). (A) Vliv osmotického stresu na komplementované linie mpk3-5. Rostliny Col-0
(modra), mpk3-5 (oranzova) a komplementované linie 9/4 (Seda) a 2/5 (Zluta) generace T3.
Hvézdicky znadi statisticky vyznamny rozdil mezi Col-0 a ostatnimi rostlinami dle studentova t-
testu (3=p<0,001; 2=p<0,01;1=p<0,05).
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Obr. 51 Pisobeni osmotického stresu na komplementované linie A. thaliana v genu MPK3
generace T3 na pozadi mpk3-1 mutantnich rostlin. Na kazdé misce byl kultivovan stejny pocet
komplementovanych semenacku linii 18/3-5 a 18/4-2 generace T3 (B, C), rostlin Col-0 (A)
a mutantnich rostlin mpk3-1 (D). Po pusobeni osmotického stresu nebyl opét pozorovan
vyznamny rozdil u komplementovanych a mutantnich rostlin v poctu piezivsich rostlin.
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Obr. 52 Graf reakce komplementovanych rostlin na osmoticky stres po 7 a 14 dnech po oSetieni.
Procento piezivsich rostlin po aplikaci 150 mM NaCl po 7 (7 DAT) a 14 dnech kultivace
(14 DAT). Vliv osmotického stresu na komplementované linie mpk3-1. Rostliny Col-0 (modra),
mpk3-1 (oranZova) a komplementované linie 3/5 (Seda) a 4/2 (zlutd) generace T3. Hvézdicky
znaci statisticky vyznamny rozdil mezi Col-0 a ostatnimi rostlinami dle studentova t-testu
(3=p<0,001;2=p<0,01;1=p<0,05).
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5 ZAVER

V teoretické cCasti byla vypracovana literdrni reSerSe na téma mitogen aktivované
proteinkinasy (MAPKS) v modelovém organismu Arabidopsis thaliana. Kapitoly
o MAPKSs se zamé&fuji predev§im na mitogen aktivovanou proteinkinasu kinasu kinasu
(MAP3K) YODA a mitogen aktivovanou proteinkinasu 3 (MPK3) a jejich spole¢né
zapojeni v signalnich kaskadach ovliviiujicich vyvoj stomat, embryogenezi a ristu
organismi. Kapitola 0 MPK3 shrnuje dalsi signalni drahy zapojeni MPK3 pii abiotickém
a biotickém stresu napf. pfi solném nebo oxidativnim stresu.

Experimentalni ¢ast je zamétfena na molekularni klonovani konstruktti pro expresi
YODA pod nativnim promotorem ve fuzi s GFP nebo RFP na C- konci a dale
na komplementaéni esej MPK3 genu v mpk3 mutantnich liniich A. thaliana.

Molekularnim klonovanim metodou Gateway® byly pfipraveny 4 rtizné konstrukty pro
expresi YODA pod nativnim promotorem ve fuzi s fluorescenénimi znackami. Pomoci
transientni transformace N. benthamiana bylo ovéfeno, Ze vSechny konstrukty tvoii
znaceny protein YODA. Selekcei transformovanych linii A. thaliana pomoci selekéniho
markeru pfitomného v konstruktech bylo ziskano 6 rostlin pozitivnich na YODA-GFP
konstrukt, ale pouze u dvou rostlin byl pomoci metody PCR detekovan konstrukt
v genomu. U transformovanych linii byla dale testovana pfitomnost fizniho proteinu. Jak
se predpokladalo, protein YODA-GFP byl detekovan pouze u pozitivnich linii
z genotypizace. Mikroskopickou analyzou téchto linii byl fuzni protein pozorovan
v kortikalni oblasti pod plasmatickou membranou a cytoplasmé bunck. Selekci
se nepodatilo ziskat Zadnou rostlinu pozitivni na YODA-RFP konstrukt.

Pro komplementaci genu MPK3 byly pouzity linie mpk3 s vyfazenym genem T-DNA
inzerci (mpk3-1) a piipravené metodou CRISPR/Cas9 (mpk3-5). Linie byly
transformované konstruktem exprimujici MPK3 pod nativnim promotorem
s C- terminalni fizi s mCherry. Selekci pomoci selekéniho markeru pfitomného
v konstruktu se podafilo ziskat velké mnozstvi rostlin jak na pozadi mpk3-1, tak na pozadi
mpk3-5. Metodou PCR byla ovéfena integrace konstruktu do genomu rostlin. Pfitomnost
konstruktu byla detekovana v 12 rostlinach na pozadi mpk3-1 a 16 rostlinach na pozadi
mpk3-5 a v 1 rostlin€ na pozadi Col-0. U téchto rostlin byla dale testovana pfitomnost
proteinu MPK3. Protein MPK3-mCherry byl detekovan u 4 rostlin na pozadi mpk3-1,
4 rostlin na pozadi mpk3-5 a 1 rostliny na pozadi Col-0. Bylo zjisténo, Ze fizni protein

MPK3-mCherry je nachylny na Stépeni pii pfipravé vzorkd na proteinovou analyzu
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pusobenim vysoké teploty. Pomoci selekce na selekéni marker v konstruktu byly
z pozitivnich rostlin selektovany homozygotni linie v generaci T3. Generace T3 byla
pouzita pro mikroskopickou analyzu, kde byla potvrzena tvorba MPK3-mCherry fizniho
proteinu jak u rostlin na pozadi mpk3-1, tak u rostlin na pozadi mpk3-5. Mikroskopickou
analyzou byla také zjisténa lokalizace fizniho proteinu MPK3-mCherry na bunécné
a pletivové urovni. Jak se predpokladalo, protein MPK3-mCherry byl pozorovan
v Kortikalni oblasti pod plasmatickou membranou, cytoplasmé a jadie bunék. Fazni
protein MPK3-mCherry byl abundantni v rostlinach pfevazné v nadzemnich ¢astech,
ato v listech, apikalnim meristému stonku a hypokotylu, ale také v podzemnich ¢astech,
a to v kofenové $picce rostlin. U homozygotnich linii generace T3 byla zjistovana
uc¢innost komplementaéni eseje MPK3 genu v mpk3 mutantnich liniich testovanim reakce
komplementovanych rostlin na solny stres Vv podobé piidavku 150 mM NaCl
do kultivacniho média. Kvuli nekonzistentnim vysledkim kontrolnich rostlin (Col-0,
mpk3) nebylo mozné ur¢it G¢innost komplementacni eseje. Tento experiment bude

V budoucnu opakovan.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ANP1
AP2C1
att
AXR3
BAR
BASL

BIN2
BKS

BP, LR
BSA
Cas9
CBF
CD
CLSM

Cm

Col-0
COP1
Crispr

DAT
dNTPs
ECL
EPFL

ERL
flg22
FLS2
GC
gDNA

kinasapodobna NPK1 (Arabidopsis NPK1-related protein kinase 1)

protein fosfatasa typu PP2C

rekomina¢ni mita pro gateaway technologii

protein reagujici na auxin (AUXIN RESISTANT 3)

gen pro resistenci na fosfinotricin

protein dulezity pro asymetricky vyvoj bunék (BREAKING OF
ASYMMETRY IN STOMATAL LINEAGE)

kinasa BRINSENSITIVE 2

kinasa ovliviiujic signalizaci brasinosteroidi (BRASSINOSTEROID
SIGNALING)

rekombinacni reakce pro Gateway technologii

hovézi sérovy albumin

programovatelna nukleasa Cas9

transkrip¢ni faktor vazajici C- repetice

dokovaci doména kinas na C- terminalnim konci (common docking domain)
konfokalni laserovy skenovaci mikroskop (confocal laser scanning
microscope)

antibiotikum chloramfenykol

ekotyp Columbia rostliny Arabidopsis thaliana

protein reagujici na svétlo (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1)
nahromadéné pravidelné rozmisténé kratké palindromické repetice (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats)

dni po oSetfeni

deoxyribonukleotidy

chemiluminiscencni substrat

ligand pro tvorbu epidermalnich bunék (EPIDERMAL PATTERNING
FACTOR LIKE)

receptorova kinasa erekta (receptor-like kinasa erecta like)

bakterialni flagellin22

receptor rozpoznavajici flg22 (FLAGELLIN SENSING 2)

sveraci bunky (guard cell)

genomova DNA
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Gen
GFP
GMC
GmR
GRD
HKT
ICEL
KanR
KIM
Km
LB
MAPK

antibiotikum gentamycin

zeleny fluorescenc¢ni protein

prekurzory svéracich buné (guard mother cell)
gen pro resistenci na gentamycin

transkripéni faktor GROUNDED

transportér sodiku

induktor CBF exprese 1 (INDUCER OF CBF EXRESSION1)
gen pro rezistenci na kanamycin

interakéni kinasovy motiv

antibiotikum kanamycin

Lysogeny Broth

mitogen aktivované proteinkinasy

MAPKK  mitogen aktivovana proteinkinasa kinasa (MEK, MAP2K)
MAPKKK mitogen aktivovana proteinkinasa kinasa kinasa (MEKK, MAP3K)

mCherry
MilliQ
MKP
MMC
MPK3
MS
NHX1
NP
NPK1
OXI1
PAGE
PCR
pDONR
pGWB
PHS1
POLAR
PP2C
PPT
PSTP
PTP

¢erveny fluorescencni protein

deionizovand voda

mitogen aktivovana proteinkinasa fosfatasa

prekurzory bunék meristemoidu (meristemoid mother cell)
mitogen aktivovana proteinkinasa 3

Murashige & Skoog

transporter sodiku a vodiku

nativni promotor

Nicotiana proteinkinasa 1

gen Ucastnici se odpovedi na oxidativni stres (Oxidative signal-induciblel)
gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
polymerdzova fetézova reakce

donorovy vektor pro Gateway technologii

destinacni vektor pro Gateway technologii

fosfatasa Propyzamide hypersensitive 1

protein dulezity pro asymetricky vyvoj bunék

protein fosfatasa 2C

herbicid fosfinotricin

protein serin-threonin fosfatasa

protein tyrosin fosfatasa

94



PTP1 fosfatasa specificka na tyrosin (Tyr-specific phosphatase)

PVDF polyvinylfluorid

RB/ LB  pravé/levé ohraniceni inzertu

RFP ¢erveny fluorescencni protein

ROS reaktivni forma kysliku (reactive oxygen species)

SALK Institut biologickych studii (Jonas Edward Salk)

SCRM2 transkrip¢ni faktor SCREAM?2

SDS dodecylsulfat sodny

SERK kinasa ovlivitujici somatickou embryogenezi (somatic embryogenesis

receptor kinasa)

SLGC zakladové bunky stomatalni linie (stomatal lineage ground cell)
SmR gen pro rezistenci na spectinomycin

Spc antibiotikum spectinomycin

SPCH protein SPEECHLESS

SSP kinasa regulujci délku suspenzoru (SHORT SUSPENSOR)

SUMMZ2  protein inhibujici MKK1 a MKK2 (SUPPRESSOR OF MKK1 MKK2 2)
T-DNA  transferovda DNA vlozena do hostitele

TMM receptorovy protein TOO MANY MOUTHS

TUAG alfa fetézec tubulinu 6 (tubulin alfa chain 6)

TUBG6 beta fetézec tubulinu 6 (tubulin beta chain 6)

YEB extrakt z kvasinek Broth (Yeast Extract Broth)

YODA  mitogen aktivovana proteinkinasa kinasa kinasa 3 (MKKK?3) YODA
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