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Teoreticka ¢ast:

1. Vypracovani literarni reserSe tykajici se problematiky mitogen aktivovanych
protein kinazach v Medicago sativa a jejich ortologii v Arabidopsis thaliana a
jinych rostlinnych druzich.

2. Zpracovani kapitoly pojednavajici o signalnich drahach v M. sativa se zamétenim

na SAMK pfi vyvinu a odpovédi na stres.

Prakticka cast:

1. Hlavnim cilem je realizace experimentii molekuldrniho klonovani konstrukti pro
expresi SAMK proteinu ve fazi s fluorescenénim proteinem a nasledné ovéteni
konstruktd za pomoci transientni transformace Nicotiana benthamiana ziskanymi
expresnimi  konstrukty za ucelem lokalizace pomoci  pokrocilych
mikroskopickych metod.

2. Otestovani konstruktt SAMK gRNA v M. sativa RSY za pomoci A. tumefaciens
fizené transformace, zjiSténi abundance SAMK a dalSich MAPK pomoci
Western blot.

3. Propagace transgenniho a kontrolniho rostlinného materidlu pomoci somatické

embryogeneze.



1 UVOD

Rostliny si v prib¢hu evoluce vyvinuly fady mechanismi, kterymi pfijimaji signaly
z vné¢jsiho prostiedi a prendseji je ve svych buikach, pletivech i organech. Jsou tak
schopné reagovat na zmény ve svém okoli, coz je velice dulezité s ohledem na jejich
sesilni zplsob zivota. Nejen rostliny, ale i Zivo¢ichové a houby pouzivaji k pfenosim
signdlu kaskadovity mechanismus enzymatickych reakci, které jsou mezi sebou
propojené (Zanke et al., 1996; Ligterink a Hirt, 2001; Xu et al., 2017). Vedou tak k co
nejefektivnéjSimu a nejrychlejSimu predani signdlu z receptorti na povrchu ¢i uvniti
bunky do efektorovych organel, expresi specifickych proteind, a tedy odpovédi na urcity

signal z vné&jsiho nebo vnitiniho prostiedi (Kiegerl et al., 2000).

Jednim z nejcastéjSich typl enzymt slouzicich k ptenosu signalu u rostlin jsou MAPK
(Mitogenem Aktivované Proteinové Kinasy). Jsou uspofadané do tfistupiiové kaskady
(Obr. 1). Nadiazena MAPKKK (Mitogen Aktivovana Protein Kinasa Kinasa Kinasa)
fosforyluje MAPKK (Mitogen Aktivovanou Protein Kinasu Kinasu), ta nasledné predava
signal dvojitou fosforylaci na MAPK (Mitogen Aktivovanou Protein Kinasu) (Colcombet
a Hirt, 2008; Raja et al., 2017). K fosforylaci dochazi na serin/threoninovém nebo
threonin/tyrosinovém motivu. S ohledem na misto fosforylace se MAPK rozd¢luji do Ctyt
podskupin (Ichimura et al., 2002). Navazanim mitogenu, to jest (dale jiz tj.) hormon,
peptid nebo chemickéd sloucenina se spousti enzymatickd kaskada. Miize dochazet
k aktivovani vice podobnych drah jednim z mitogent (Smékalova et al., 2013). Rostlina
tak maze rychle reagovat na bioticky a abioticky stres. MAPK jsou diilezité nejen pro
vnimani stresu, ale i pfi vyvoji a rustu rostliny (Segui-Simarro et al., 2005; Gupta a
Chakrabarty, 2013; Danquah et al., 2015).

Nejvice jsou MAPK kaskddy prozkoumany u modelové dvoudélozné rostliny
husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana). Zde je znamo a popsano 60 MAPKKK,
10 MAPKK a 20 MAPK proteinu (Ichimuraet al., 2002). Vyzkum MAPK kaskad probiha
i u jinych rostlinnych druhti napt. ryze seté (Oryza sativa) (Wankhede et al., 2013),
kukutice (Zea mays) (Kong et al., 2013) ¢ vojtésky seté (Medicago sativa)
(Chen et al., 2016) z divodu jejich pfimé vyuzitelnosti v zemédélstvi. Sekvence gent
kodujici MAP kinasy a jejich funkce v butice jsou evoluéné vysoce konzervované naptic

druhy vyssich rostlin (Danquah et al., 2015).



Jednou z dilezitych MAPK u vojtésky seté (M. sativa) je Stresem Aktivovana MAP
Kinasa (SAMK). Bylo zjisténo, ze se podili na signalizaci biotického a abiotického stresu.
Je zapojena do odpovédi rostliny na chlad, poranéni a tézké kovy (Zwerger a Hirt, 2001,
Jonak et al., 2004). SAMK miize mit vliv na pfenos vice druhd stresovych signald
v buiikdch poptipad¢ (dale jiz popf.) i na reorganizaci cytoskeletu. Je dulezité si
uvédomit, ze MAP kinasové kaskddy spolu navzijem komunikuji, integruji se a
kompenzuji. SAMK miize mit vyznamnou roli na zvySeni odolnosti viuci rozliénym
typtim stresti. Pochopeni jeji funkce miize vést ke zlepSeni péstovani vyznamné krmné
plodiny, kterou je vojtéska seta (Medicago sativa). Za pouziti novych metod molekularni
biologie, biochemie a vysokorozliSovaci mikroskopie je nyni mozné docilit velice

precizniho a ptesného pochopeni funkce a biologické aktivity SAMK.
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Obr. 1 MAPKs kaskada (Bc. Jiti Sojka, 2020 upraveno dle bakalaiské prace Bc. Jifi Sojka, 2018).
1. prijem stresového stimulu z vnéjSiho prostiedi pomoci receptori na cytoplazmatické
membrané¢ (CM) 2. pienos signalu pomoci druhotnych pfenaSeci nebo hormont
3. aktivace MAPKKK fosforylaci 4. aktivace MAPKK fosforylaci 5. aktivace MAPK
dvojitou fosforylaci a 6. pfenos stimulu a ovlivnéni aktivity transkripénich faktort,
proteinovych kinas nebo reorganizace cytoskeletu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Obecna charakteristika vojtésky seté (Medicago sativa L.)

Vojtéska seta (M. sativa) je viceleta dvoudélozna rostlina. Patii do rodu Medicago, ¢eledi
bobovitych (Fabaceae). Celed Fabaceae skyta 12 000 druhi, a je tak jednou
z nejrozsifengjSich Celedi dvoud€loznych rostlin. Jsou zde =zafazeny 1 jedny
z nejvyznamnéjSich hospodaiskych plodin naptiklad (dale jiz napt.) hrach sety
(Glycine max) (Slavik, 2000). Rostliny ¢eledi Fabaceae se od ostatnich 1isi tim, ze za
pomoci symbiotickych pudnich bakterii rodu Rhizobium, Bradyrhizobium a
Sinorhizobium jsou schopné v organech zvanych hlizky (Obr. 2) fixovat vzdusny dusik
(Ogden et al., 2017; Benito et al., 2017). K tomu, aby bakterie vnikly do rostliny, slouzi
SYMRK (SYMbiosis Receptor-like Kinase), objevené prave ve vojtésce seté (M. sativa)
(Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002).

Vojtéska seta (Medicago sativa), taktéz zvana jako ,kralovna picnin®“ byla prvni
péstovanou krmnou rostlinou na svété. Vyuzivala se jiz pied vynalezem pisma. Pavodni
prapiedci této plodiny byli péstovani na izemi urodného pilmeésice, nynéjsich statu Iraku,
Syrie, Libanonu, Izraele a Egypta (Bolton, 1962). Odtud se v letech okolo 2400 pi.n.1.
(pfed nasim letopoétem) rozsitila vojtéska do byvalého Recka a Rima. Dle pisemnosti
Gaia Plinia Secunda Naturalis historia byla vojtéska seta (M. sativa) vyznamnou krmnou
plodinou vyuZivanou v Rimské #si. Rozsah pisobeni Rimské fi§e pomohl k rozsifeni
vojtésky do celé Evropy veetné Ruska a severni Afriky. V roce 1736 byla prvni pisemna
zminka o péstovani vojtésky seté (M. sativa) na Gizemi Georgie ve Spojenych Statech

Americkych. V Jizni Americe ji rozsitili Spanélé (Gunn et al., 1978).

Jednim z morfologickych znakii pomahajici rozpoznat vojtésku setou (M. sativa) jsou
trojcetné tapikaté listy o velikosti od 1-3 cm obvejcitého tvaru. Lodyha mé v rozmezi od
30 do 100 cm s vyjimeénym vyskytem fidkého ochlupeni v zavislosti na lokalité vyskytu.
Rostlina ma bohaté vétveny kotenovy systém. Z hlavniho kotfene vystupuji postranni,
které se dale vétvi (Valicek, 2002). Kvéty vojtésky seté (M. sativa) jsou eliptického tvaru,
slozeny z kalichu a koruny. Na rostlin¢ se jich vyskytuje par desitek. Po opyleni a

oplozeni rostlina tvofi zlutohnéd4 semena ledvinovitého tvaru (Slavik, 2000).
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Tato luskovina se vyskytuje ptirozené v teplejsich oblastech, kde je ptida s neutralnim
pH bohata na ziviny. Muze se vSak vyskytovat i ve vysSich polohach a ¢asto ji mizeme

pozorovat i v blizkosti silni¢nich a zelezni¢nich komunikaci (Slavik, 2000).

Vojtéska seta (M. sativa) se vyuziva diky vysokému obsahu bilkovin v duzing,
snadnému péstovani a vice skliznim do roka jako krmivo pro dobytek. Stala se jednou
Z nejvyznamngj§ich picnin, a to jiz v dobach Rimské fise. Nyni je osevni plocha
30 miliont hektart. Ackoliv se da péstovat diky své odolnosti vici stresu z nedostatku
vody a nizkych teplot skoro vSude na svéte, vétsina produkce pochazi ze Severni Ameriky

(Valigek, 2002).

° 7. . . .
3 N2 % N2H2 :[ﬁ N2H4 :[ﬁ 2NH3

Obr. 2 Nakres vojtésky seté (Medicago sativa) se specializovanymi organy K fixaci vzdusného
dusiku za pomoci symbiotické bakterie z rodu Rhizobium v ttvarech - hlizkach (Bc. Jifi
Sojka, 2020 dle originalu Valentine et al., 2017). 1. Nadzemni ¢ast vojtésky seté
(M. sativa), 2. Puda, 3. Podzemni/kofenova ¢ast rostliny s hlizkami, 4. Detail hlizky,
5. Hlizka a uvniti ni symbiotické bakterie rodu Rhizobium fixujici vzdusny N», 6. Buiiky
rhizodermis, 7. rovnice fixace vzdu$ného N> za vyuziti enzymu nitrogenasa z Rhizobii.



2.2 Mitogen aktivované protein Kkinasy

2.2.1 Obecna charakteristika a rozdéleni rostlinnych MAPK

MAP Kinasy jsou obecné enzymy nachazejici se ve vSech eukaryotickych bunkach, at’ uz
sav¢ich, rostlinnych tak i hub. Spadaji do tfidy fosfotransferas. Pfenasi signaly na zakladé
fosforylace a defosforylace konzervovanych serin/threoninovych ¢i
threonin/tyrosinovych motivi v ramci tfistupiové kaskady. K aktivaci fosforylaci
vyuzivaji MAP kinasy ATP. K fosforylaci mize dojit pouze pokud neni ptitomna
regulacni doména. Mohou slouzit pro ostatni enzymy 1 jako takzvané (dale jiz tzv.)
proteiny leSeni, z angl. ,,scaffold”. Poté co jsou MAP kinasy fosforylovany, mohou
vytvaret dokovaci misto pro dal$i proteiny zapojené v signalni kaskadé (Alexa et al.,
2010). Slouzi ptedevsim k ptfenosu extracelularniho signalu k vykonnym organelam,
které reaguji na zménu ve vn&j$im prostiedi. MAP kinasy jsou stimulovany nejcastéji
hormony, mitogeny a dalSimi latkami vyvolavajici stres a podnécujici zménu exprese

gent zapojenych v odpovédi na néj (Kiegerl et al., 2000).

Cili vétsiny MAP kinas jsou rozli¢né transkripéni faktory piedevs§im z rodiny WRKY,
myeloblastosy, zinkovych prsti a dalsi (Nguyen et al., 2012; Kim et al., 2017,
Ueda et al., 2017). Fosforylace transkripénich faktorti neni vazana na nuklearni lokalizaci
MAP kinas. K fosforylaci transkripéniho faktoru miuze dojit v cytoplazmé a nasledné je
aktivovany transkripni faktor relokovan do jadra. To bylo potvrzené u aktivace
transkrip¢niho  faktoru VIP1 (VIirE2 Interacting Protein 1) pomoci MPK3
(MAP Kinase 3; AT3G45640.1) (Djamei et al., 2007). Piimé interakce mezi MAP
Kinasami a transkripénimi faktory byly potvrzeny na zakladé pouziti metody BiFC
(Bimolecular Fluorescence Complementation) napt. u tabakové SIPK (Salicylic-acid
Induced Protein Kinase) a WRKY8 (Ishihama et al., 2011). Cili MAP kinas jsou také
proteinové kinasy a cytoskelet (Whitmarsh a Davis, 1998). Uplatiiuji se potom piedevsim
pfi signalizaci abiotického stresu ze sucha, tepla, chladu, zateni a zasoleni (Jonak et al.,
1996; Sinha et al., 2011) a biotického stresu, vyvoji, proliferaci, diferenciaci bunék a

organismu i apoptoze (Robinson a Cobb, 1997; Ichimura et al., 2002).



MAP kinasy jsou dle fylogenetického Clenéni rozdéleny do ctyt tfid A, B,CaD a
nékolika podtiid na zdkladé motivii fosforylace. MAP kinasy ze tfid A, B, C jsou
fosforylovany na T-E-Y konzervovaném motivu. To znamena, ze je motiv skladajici se z
threoninu (T), glutaméatu (E) a tyrosinu (Y) rozpoznan urcitym mechanismem a nésledné
fosforylovan. MAP kinasy z ttidy D sdili motiv T-D-Y, znacici threonin (T), kyselinu
aspartatovou (D) a tyrosin (Y). Takto jsou MAP kinasy rozdéleny v ramci druhti rostlin
na zaklad¢é podobnosti a umisténi mist pro fosforylaci (Ichimura et al., 2002). Piesna
krystalicka struktura tohoto mista byla vymodelovana a popsana na atomarni arovni. To
je naprosto stéZejni pro pochopeni mechanismu regulace a funkce MAP kinas
(Zhang et al., 1994).

Doménové slozeni MAP kinas je az na malé odliSnosti konzervované v ramci vSech
eukaryotickych ~ organismid. =~ VSechny  obsahuji  serin/threoninovou  nebo
threonin/tyrosinovou kinasovou doménu rizné délky umisténou mezi N a C koncem
proteinu. Kinasovd ¢ast vykonava stéZejni funkci, dle které jsou tyto enzymy
pojmenovany. Déle se vyskytuji u nékterych MAP kinas transaktivacni domény podilejici
se na jejich aktivité. Nuklearni lokaliza¢ni signal je dulezity pro schopnost Kinasy
piekonat bariéru v podob¢ jaderné membrany a dostat se do a z jadra bunky. U jedné ze
zastupcu rostlinnych MAP kinas SIMK (Stress-Induced MAP Kinase) z vojtésky seté
(M. sativa) byla pozorovana jaderna lokalizace v kontrolnich podminkach a nasledna
relokace zjadra do cytoplazmy po pisobeni solného stresu (Kiegerl et al., 2000).
To naznacuje piitomnost nuklearniho lokaliza¢niho signalu. Atypickou doménou, ktera
je bohata na alanin, histidin a glutamin, je AHQr. Vyskytuje se u nékterych zivocisnych
MAP kinas a jeji funkce neni pfili§ prozkoumana. Pro funk¢nost proteinu je dilezité
dokovaci misto, které je vytvareno fosforylaci kinasové ¢asti. Nékteré z kinas v kaskadé
mohou mit dokovaci mista pro ostatni enzymy zapojené v MAP kinasové kaskade¢ a
vytvaret tzv. modul (Robbins et al., 1993; Cargnello a Roux, 2011). MAP kinasy kinasy
ze ttidy B obsahuji dvé specifické domény na C a N konci. Doména NTF2 (Nuclear
Transport Factor 2) na C konci umoziuje import RAN-GDP do jadra (Tanoue et al., 2000;
Ichimura et al., 2002).



2.2.1.1 MAPK kaskady a vznik modulii

MAP kinasy jsou usporddané do funkcénich celkt skladajicich se zpravidla ze tii
hierarchicky usporadanych komponent. V kaskadé nejvyse umisténé jsou MAP kinasy
kinasy kinasy (MAPKKK), které¢ aktivuji fosforylaci MAP kinasy kinasy (MAPKK), a ty
nakonec aktivuji dvojitou fosforylaci MAP kinasy (MAPK). Na MAPKKK je pfenasen
signal zachyceny z vné&jsiho prosttedi. Ten je zachycen pomoci membranovych
receptorovych proteind s transmembranovou doménou nebo k nim pfidruzenym
receptorovym proteiniim s touto doménou. Jednou z moznosti aktivace MAP kinasové
kaskady, Vv ptripad¢ zachyceni elicitoru transmembranovym PRR (Pattern Recognition
Receptors), je na n&j vazana cytoplazmaticka RLC kinasa (Receptor-Like Cytosolic
Kinase). RLC kinasa dale fosforyluje a pfenasi signal na MAP kinasovou kaskadu
(Yamada et al., 2016; Bi et al., 2018). Receptorovy protein spolecné¢ s MAPKKK,
MAPKK a MAPK ptisobi na rozli¢né bunécné cile (Morrison a Davis, 2003).

MAP kinasové kaskady jsou velice komplexni, vétvi se a kiiZi mezi sebou. V zavislosti
na stimulu mohou MAPKK aktivovat vice MAPK. Stejné tak MAPKKK interaguji s vice
MAPKK. Piikladem je MEKK1 (MAPK/ERK Kinase Kinase 1) z husenicku rolniho
(A. thaliana) aktivujici MKK4 a MKK5 (MAP Kinase Kinase 4/5) pii biotickém stresu a
obran¢ vuci patogenim (Asai et al., 2002). Navic aktivuje i MKK2 pfi stresu z chladu a
soli (Teige et al., 2004).

Nékteré z MAPK kaskad jsou spojené do modult, kdy mize jedna z jeji ¢asti nebo
zcela jiny protein fungovat jako ,leSeni“ a pevné pojit celou kaskadu dohromady.
To usnadnuje premistovani kaskaddy v ramci bunécénych struktur a bunky samotné.
Proteinové ,leSeni* mize nabizet vyhodu rychlé vymény, ¢i povolani MAP kinas
zapojenych do signalizace rOznych bunéénych d&i a vnéjSich stimuld
(Dhanasekaran et al., 2007). Tvorba kaskadovych moduli vede k zabranéni chybné
aktivace v disledku ktizeni signalizanich drah (Nishimura et al., 2016). Vice nez u
rostlin jsou proteinova ,,leSeni* popsana u kvasinek (Posas a Saito, 1997). Prozatim
jedinym pravym proteinem ,leseni“ u rostlin je RACK1 (Receptor of Activated C
Kinase 1) z huseni¢ku rolniho (A. thaliana), ktery se vyskytuje ve tfech izoformach
RACKI1A, B a C (Guo a Chen, 2008).



RACKI1 spliuje vSechna tii popsana pravidla pro proteiny ,,leSeni®, tj. interaguje se
vSemi ¢leny MAP kinasového modulu a udava jim spravnou orientaci umoziujici jejich
interakci pii prenosu signalu v kaskadé. Dopravuje MAP kinasovy modul k jeho
nadfazenym regulatorim. Zprostfedkovava predani signalu na specifické substraty
(Dhanasekaran et al., 2007). Nékdy mohou byt oznacovany piimo ¢lenové MAP kinasové
kaskady za proteiny ,,leSeni®, ale nespliiuji vSechna vySe popsana kritéria. Kuptikladu
MAPKKK z vojtésky seté (M. sativa) OMTKL1 (putative mitogen-activated protein
kinase 1) pii pusobeni oxidativniho stresu vytvaii dokovaci mista pro ostatni Cleny
kaskady a spojuje je (Obr. 3). To vede pii pusobeni H202 k rychlému spusténi
programované bunééné smrti fizené neznamou MAP kinasou kinasou a MMK3
(Medicago sativa MAP Kinase 3). Zabranuje se tak v poskozovani dalSich bunék
(Nakagami et al., 2004; Hashimoto et al., 2012).
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Obr. 3 Schéma kaskady aktivované H>O. u vojtésky seté (M. sativa) zahrnujici OMTKI jako
protein ,,leseni* (Be. Jifi Sojka, 2020 dle originalu Nakagami et al., 2004). 1. Ptijem H20:
receptorovym proteinem s transmembranovou doménou 2. Aktivace fosforylaci OMTK1
MAPKKK slouZici i jako protein ,,leSeni 3. Nezndmé MAPKK je aktivovéna fosforylaci
pomoci OMTKI1 4. Dvojita fosforylace a aktivace MMK3 pomoci neznamé MAPKK
5. spusténi programované bunééné smrti aktivovanou formou MMK3.



2.2.1.2 MAPK u Arabidopsis thaliana a jejich ortology

Nejvice jsou MAPK kaskady prozkouméany u modelovych rostlin, jako je napt. husenicek
rolni (Arabidopsis thaliana). Tato dvoudé€lozna rostlina se ke genetickym a molekularné
biologickym studiim vyuziva diky svému kratkému zivotnimu cyklu, malému a
osekvenovanému genomu a dobré kiizitelnosti (Meinke et al., 1998). Popsani a
identifikace MAP kinas u huseni¢ku rolniho (A. thaliana) ptispiva k lepSimu porozumeéni

funkce ortolognich kinas u jinych druhi dvoudéloznych i jednodéloznych rostlin.

U husenicku rolniho (A. thaliana) bylo doposud popsano 20 MAPK. Jsou o¢islovany
1-20. Dle fylogenetického ¢lenéni jsou rozdéleny do vSech Ctyfech tiid spolu s jejich
ortology zjinych rostlinnych druhti. S témi sdili sekven¢ni, funkéni a doménovou
podobnost (Ichimura et al., 2002). Jsou oznacovany napt. AtMPK3 (Arabidopsis thaliana
Mitogen-Activated Protein Kinase 3).

Do tfidy A MAPK z husenic¢ku rolniho (A. thaliana) majici T-E-Y motiv fosforylace
Vv kinasové doméné a obecnou dokovaci doménu patii AtMPK3, AtMPK6 a AtMPK10.
Ortolog AtMPK3 u vojtésky seté (M. sativa) je MSSAMK (Medicago sativa Stress-
Activated MAP Kinase). MsSIMK (Medicago sativa Stress-Induced MAP Kinase) je
ortologem AtMPK®6. Tyto MAP kinasy se podileji na odpovédi rostliny na vnéjsi stresové
podminky a percepci hormont. Exprese AtMPK3 je indukovana zménami v prostiedi
rostliny a pusobenim stresu (Mizoguchi et al., 1996). AtMPK3 je aktivovana napft. pii
pusobeni oxidativniho stresu (Kovtun et al., 2000). Kinasa AtMPKG6 je aktivovana
reaktivnimi formami kysliku. Reaktivni formy kysliku casto slouzi jako sekundarni
pienaseci signalu (Yuasa et al., 2001; Jalmi a Sinha, 2015). Dalsi funkci MAPK u
husenicku rolniho (A. thaliana) je signalizace tvorby kvétu a vyvoj kvétniho meristému.
Mutantni rostliny atmpk10 vykazuji snizenou tvorbu kvétl, nebo kvéty chybi Gplné
(Stanko et al., 2014).



Ve t¥idé B jsou popsany MAP kinasy s T-E-Y motivem. Uastni se v huseni¢ku rolnim
(A. thaliana) odpovédi na stres a bunééného déleni. Inaktivace genu AtMPK4 vedla
k systémové ziskané rezistenci na stres (Petersen et al., 2000). AtMPK4 je aktivovana pti
podminkach biotického i abiotického stresu (Ichimura et al., 2000; Desikan et al., 2001).
Nachazi podobnosti s dalsimi MAPK z husenicku rolniho (A. thaliana) tj. AtMPKS,
AtMPK11 a AtMPKI12. Do této tiidy spada i ortologni MsMMK?2 (Medicago sativa
Medicago MAP Kinase 2). V druhé vétvi tiidy B se nachazi AtMPK 13 spole¢né s jejim
ortologem z vojtésky seté (M. sativa) MsMMK3 a tabaku virginského (Nicotiana
tabacum) NtNTF6 (Nicotiana tabacum Nuclear Translation Factor 6).

Dalsi jsou MAPK naleZejici do tfidy C obsahujici v kinasové doméné opét T-E-Y
motiv. Zastupci prvni vétve tfidy C jsou AtMPK1 a AtMPK2. Tyto dvé kinasy se podileji
mimo jiné na odpovédi rostliny na rostlinny hormon auxin (Mizoguchi et al., 1994).
V druhé vétvi se nachazi AtMPKY7. Exprese AtMPK?7 je regulovana cirkadialnimi rytmy
(Schaffer et al., 2001). Poslednim ¢lenem této skupiny v huseni¢ku rolnim (A. thaliana)
je AtMPK14. MAPK z tiidy C nejsou doposud plné prozkoumany a ortology z vojtésky
seté (M. sativa) nebyly doposud objeveny.

V posledni tfidé D bylo popsano celkem 8 MAP kinas z husenicku rolniho
(A. thaliana). Tato tiida se vyznacuje jinym doménovym sloZzenim a motivem fosforylace
Vv kinasové domén¢ T-D- Y. Postradaji obecnou dokovaci doménu typickou pro ostatni
téi tiidy MAPK. V prvni vétvi tiidy D je 5 MAP kinas, tj. AtMPKS8, AtMPK9, AtMPK15,
AtMPK16 a AtMPK17. V druhé vétvi jsou to AtMPK18, AtMPK19, AtMPK?20. Jejich
ortologni kinasa z vojtésky seté (M. sativa) je MsTDY1 (Putative activation motif in
MAPK gene TDY1) a ryze seté (Oryza sativa) OsSBWMKL1 (Oryza sativa Blast- and
Wound-induced MAP Kinase 1), které jsou indukovany poranénim a napadenim
houbovymi organismy (He et al., 1999; Schoenbeck et al., 1999). Stejn¢ tak jako MAP

Kinasy v tfidé C nejsou i ty ve tfidé D kompletné prozkoumany.
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2.2.1.3 Funkce MAP kinas pri bunééném déleni a bunééném cyklu

Bunééné déleni je slozity déj, pfi kterém dochazi k vytvoreni dvou dcetfinych bunék
z bunky matetské. Do pribéhu déleni je zapojeno spousta bunéénych komponent, které
pomahaji a umoziluji se buiice rozdélit rovnoméme, danym smérem a V jisty okamzik.
Regulace bunécného déleni je extrémné dilezita pro vysledny tvar a funkcénost bunky
potazmo celého orgéanu. Proto jsou povolavané signalni proteiny, které cely tento orchestr
déju fidi. Mezi signalni proteiny patii CDPKs (Cyclin-Dependent Protein Kinases), které
jsou kli¢ové pro regulaci bunééného cyklu a ptechodu z faze do faze (Hirt a Heberle-
Bors, 1994). Prostorovou kontrolu dé€leni zajiStuji cytoskeletalni sktruktury, jako je
pied-profazni svazek. Ten fidi orientaci a formuje se pfed samym zacatkem mitdzy. Déle
fragmoplast, ktery se podili na vzniku bunécéné piepazky a cytokinesi (Wick, 1991).
To, jakym zplisobem jsou fizeny cytoskeletalni struktury, je mén& znamé. Avsak bylo
zjisténo, ze duleZitou reakci pii fizeni celého bunééného déleni je fosforylace.

Tu zprostfedkovavaji mimo jiné také MAP kinasy (Wolniak a Larsen, 1995).

Nejlépe prozkoumana kaskada zapojend do bunécéného dé€leni a cyklu u husenicku
rolniho (A. thaliana) je ANPs-MKKG6-MPK4 (Arabidopsis Nucleus- and Phragmoplast-
localized protein Kinase 1-related Protein Kinase; MAP Kinasa Kinasa 6; Mitogen-
activated Protein Kinase 4). Ridi tvorbu fragmoplastu. Je do mista povolana a aktivovana
pomoci HINKEL/STUD, na plus konec mikrotubul vazaného kinesinu. Pokud je jedna
z komponent signaliza¢ni kaskady vytazena z funkce, dochazi k aborci bunééného déleni
vyustujici ve vytvoreni vice jaderné bunky (Krysan et al., 2002; Beck et al., 2010;
Kosetsu et al., 2010; Beck et al., 2011). Kaskada ma vliv i na dynamiku fosfolipidi
bunéénych membran béhem cytokinese (Suzuki et al., 2016). Dalsi zapojenou MAP
kinasou do bunééného d¢leni u huseni¢ku rolniho (A. thaliana) je MPK®6. Ta fosforyluje
EB1c (End Binding Protein 1c) a MAP65-1 (Microtubule Associated Protein 65-1)
podilejici se na dynamice mikrotubul pii déleni (Smertenko et al., 2006;
Smékalova et al., 2014; Kohoutova et al., 2015). Stejné jako MPK6, tak i MPK3 je fizena
YODA MAPKKK. Tato kaskada se vyznamné podili na asymetrickém déleni zygoty a
pruducht (Bergmann et al., 2004; Lukowitz et al., 2004).
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Do procesu bunécného déleni u vojtésky seté (M. sativa) je zapojena
SIMK.V epidermalnich bunkach je lokalizovana piedevsim v jadie. Béhem formovani
kofenového vlasku z trichoblastu se z jadra relokuje do formujiciho se ristového vrcholu
nove vznikajiciho kofenového vlasku a urcuje polaritu a smér jeho déleni. Aktivita SIMK
je spojend s F-aktinovymi vlakny. Zvysena exprese genu SIMK vede ke zvySeni poctu
kotenovych vlaskil a rychlosti ristu (Samaj et al., 2002). Dalsi z MAPK u¢astnicich se
signalizace bunééného déleni je MMKS3. Ta je abundantni v pribéhu celého bunééného
cyklu, ale jeji kindsova aktivita je nejvyssi po metafazi. Hraje ziejmé roli pfi cytokinesi
(Calderini et al., 1998; Bogre et al., 1999). U SAMK z vojtésky seté (M. sativa) zatim

nebyla potvrzena jakakoli funkce pti bunééném déleni.

2.2.1.4 Bunécna lokalizace MAP kinas a metody zjiSténi

Ke studiu lokalizace MAPKKK, MAPKK a MAPK u rostlin se vyuziva ptedev§im
mikroskopickych metod. Za pomoci molekularnich technik se fazuje MAPK
S fluorescencnim proteinem, jako je naptiklad GFP (Green Fluorescent Protein). Poté se
daji lokalizovat tyto fuzni proteiny az na urovni bunécnych organel. Sekvence kodujici
tento protein miize byt pod kontrolou svého nativniho promotoru nebo pod kontrolou
konstitutivniho promotoru napi. pro ubikvitin. Dalsi moznosti je pouziti reportérového
systému, jako je PB-glukuronidasa (GUS). Funk¢nost daného konstruktu nesouciho
sekvenci k piepisu fuzniho proteinu se ¢asto zkousi transientni transformaci. K tomuto
ucelu je vhodny systém infiltrace listt rostliny Nicotiana benthamiana bakteridlnim
organismem Agrobacterium tumefaciens nesouci T-DNA kazetu se sekvenci kodujici
fuzni protein. Pozorovani produkce a lokalizace fizniho proteinu je mozné jiz 2. az 3. den
od provedeni transientni transformace (Stephenson et al., 2018). Transformace rostlin
pomoci A. tumefaciens byla jiz dfive provedena u ryze (Oryza sativa), je¢mene (Hordeum
vulgare) ¢i huseni¢ku rolniho (A. thaliana) (Valvekens et al., 1988; Hiei et al., 1997;
Tingay et al., 1997). Vyuziti transientni transformace N. benthamiana je rychlé a uzite¢né
pro zjisténi funkénosti molekularniho konstruktu, tak pro lokalizaci heterolognich MAP

kinas fuzovanych s fluorescencnim proteinem.
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Pomoci vyse popsanych metod byla v husenicku rolnim (A. thaliana) lokalizovana
MPK3 na bunécné urovni v jadfe, cytoplazmé a v okoli plasmatické membrany.
To souvisi s jeji funkci v fizeni rstu pylové lacky (Guan et al., 2014), asymetrickém
bunééném déleni (Zhang et al., 2015), odpovédi na stres a regulaci abundance proteind
ptenasejicich lipidy (Pitzschke et al., 2014). Spolu s MPK3 bylo u huseni¢ku rolniho
(A. thaliana) lokalizovano i n¢kolik dalsich MAPKKK (Yamada et al., 2016), MAPKK
(Lampard et al., 2014) a MAPK (Guan et al., 2014).

U vojtésky seté (M. sativa) byla potvrzena lokalizace SIMKK (Stress-Induced MAP
Kinase Kinase) v jadre, cytoplazmé a vezikulach pii podminkach solného stresu a rustu
kotenovych vlaskt (Berson et al., 2014; Ovecka et al., 2014). V kaskadé SIMKK a jeji
podiazena MAP kinasa SIMK byly lokalizovany vV pribéhu vrcholového rastu
kotenovych vlaskt v jadfe, cytoplazmé a podél aktinovych filament (Samaj et al., 2002).
MMKS3, ucastnici se regulace cytokinese, je lokalizovana ve stiedni roviné déleni buiky

(Bogre et al., 1999).

2.3. Charakteristika Stresem aktivované MAP Kkinasy u vojtéSky seté

SAMK (Stress-Activated MAP Kinase) je stifedné velkym proteinem o relativni
molekulové hmotnosti Mw = 43 kDa. Kinasa byla popsana a studovana ve vojtésce seté
(Medicago sativa). Dle fylogenetického ¢lenéni patéi do prvni vétve tiidy A. Sdili se
svymi ortology v kinasové doméné T-E-Y motiv fosforylace a vSeobecnou dokovaci
doménu. V tiistupniové MAP kinasové kaskad¢ je umisténa na poslednim misté a je
aktivovana svymi nadfazenymi MAP kinasami kinasami. Uplatituje se predevsSim pii

signalizaci vné&jSich stresovych podminek a vyvoji rostliny (Ichimura et al., 2002).

Sekvence cDNA (Coding Deoxyribo Nucleic Acid) SAMK neni pfesné znama a pro
studie se pouzivaji Casto kodujici sekvence ptibuzné modelové rostliny pro celed
bobovitych, tj. Medicago truncatula. Sekvence vsak nejsou totozné. Praci s vojtéskou
setou (M. sativa) dale ztézuje skute¢nost, Ze se jedna a tetraploidni 4 n rostlinu majici

V jedné sadce n = 8 chromosomd, celkové 32 (Barnes et al., 1988).
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2.3.1 Regulace signaliza¢ni drahy SAMK na molekularni urovni

Je tieba si uvédomit, Ze signalizacni drahy jsou velice komplexni a riizné Casti se mezi
sebou vétvi a sdruzuji se. Dochazi ke kompenzacnim jeviim nebo vicenasobné aktivaci
riznych MAP kinas nize postavenych v kaskadég. I proto je velmi slozité s urCitosti popsat
celou jednu signalizaéni drédhu. SAMK je zapojena do signalizace biotického i

abiotického stresu, které z vnéjsku na vojtésku setou (M. sativa) ptisobi.

Dréha SAMK je aktivovéana posttranslaénimi mechanismy, ale jeji inaktivace vyZaduje
expresi pro to urenych gend. Jednim z takovych je napt. MP2C kodujici proteinovou
fosfatasu typu 2C, ktera je schopna defosforylaci inaktivovat SAMK. AvSak samotna
tvorba MP2C (Medicago sativa Protein Phosphatase 2C) je fizena SAMK, coz vytvaii

negativni zpétnou vazebnou smyc¢ku regulujici tuto kaskadu (Meskiene et al., 1998).

2.3.2 Zapojeni SAMK do signalizace biotického stresu a symbiozy

Jednou z drah, kde se SAMK uplatiuje, je signalizace biotického stresu vyvolaného
patogenem Phytophtora spp. patiici do oomycet (Brasier, 2009). Oomyceta uvoliuje
rozpadem glykoproteinu (Mw= 42 kDa) oligopeptidovy fragment o délce 13

aminokyselin zvany Pep13. Ten funguje jako elicitor spoustéjici signalizacni kaskadu.

Pepl3 specificky interaguje s receptory na plazmatické membrané¢ dvoudéloznych
rostlin a spousti pfechodny piepis genti nutnych k obran¢ a akumulaci fytoalexini. Navic
mize dochazet ke zméné fosforylace proteinovych kinas ucastnicich se pii aktivaci
transkripce genii obrany v zavislosti na gradientu Ca?* iontdi (Dietrich et al., 1990;
Niirnberger et al., 1994; Sacks et al., 1995).

Signal po zachyceni elicitoru Pepl3 postupuje v kaskadé nize a aktivuje PRKK
(Pathogen-Responsive MAPKK) MAP kinasu kinasu. PRKK nasledné fosforyluje
Vv kaskadé podtizenou SAMK (Obr. 4). K podobné aktivaci pomoci PRKK dochazi také
u SIMK a MMKS.
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Pepl3 spolecné s NaCl spousti i signaliza¢ni drahu, do které je zapojena SIMKK.
Ta vsak aktivuje jen SIMK a MMK3, nikoliv SAMK. U MAP kinasy MMK2 (Medicago
sativa MAP Kinase 2) dochazi také ke zvySené aktivité¢ po ptidani Pepl3, ale jeji

nadfazena MAP kinasa kinasa je zatim neznama (Cardinale et al., 2002).

V piibuzné lupiné bilé (Lupinus albus) hraji MAP kinasy LaSAMK a LaSIMK roli
nejen u signalizace biotického stresu, ale také pii symbiotické interakci mezi bakterii a
rostlinou. Inokulace lupiny bilé (L. albus) Zivou bakterialni kulturou Bradyrhizobium
vedla k aktivaci LaSAMK a LaSIMK a vytvoieni hlizek na kofenovém systému rostliny.
Pokud byla lupina bila (L. albus) inokulovana usmrcenou kulturou k aktivaci LASSAMK
ani LaSIMK nedochazelo (Fernandez-Pascual et al., 2006).

Obr. 4 Spojeni dvou signaliza¢nich drah na trovni MAPKK a MAPK biotického a abiotického
stresu u vojtésky seté (M. sativa) (Bc. Jifi Sojka, 2020 dle originalu Cardinale et al., 2002).
Elicitor oomycety Phytophtora spp. Pepl13 aktivuje SIMKK, PRKK i zatim neznamou
MAPKK. SIMKK nasledné aktivuje dvojitou fosforylaci tii MAPK, SIMK a MMKS3,
PRKK aktivuje jak SIMK, tak MMK3 a SAMK. Neznamou MAPKK je aktivovana
MMK?2. V piipadé¢ solného stresu navozené¢ho piidavkem NaCl (chlorid sodny) je
aktivovana SIMKK a ta dale aktivuje SIMK (pferuSovana céara). Drahy zapojené do
signalizace  houbového elicitoru z Phytophtora spp. Pepl3 jsou oznaeny
nepferuSovanymi Sipkami.
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2.3.3 Zapojeni SAMK do signalizace abiotického stresu

2.3.3.1 Signalizace stresu z tézkych kovi

SAMK, jak uz bylo vyse zminéno, je zapojend také do signalizace abiotického stresu.
V této oblasti je nejlépe prozkoumdna jeji aktivace tézkymi kovy, predevSim médi a
kadmiem. Oba kovy byly podavany v podob¢ svych chlornych soli (Jonak et al., 2004).
V piipadé uvolnéni Cu?* iontii dochdzi ke zméné redoxniho potencidlu a tvorbé ROS
(Reactive-Oxygen Species). ROS slouzici jako druhotni pienaSeci (Bae et al., 2011)
aktivuji SIMKK a ta néasledné SIMK a SAMK. Médnaté ionty aktivuji taktéz MMK2 a
MMK3 pies tvorbu ROS, ale jejich nadiazena MAP kinasa kinasa je neznama (Obr. 5).

Kadmium v podobé& svych dvojmocnych ionti Cd?** aktivuje SAMK spolecné se
SIMK, MMK2 a MKK3. V této signaliza¢ni draze neni znama ani jedna z nadfazenych
MAPKK a MAPKKK (Obr. 5). Bylo zjisténo, Ze aktivita MAP kinas SAMK, SIMK,
MMK?2 a MMK3 vzrista se zvySujici se koncentraci CuClz a CdCly, avsak abundance

téchto kinas ztstava témér konstantni.

K nejvétsi aktivité dochazi u vSech zminénych pii pouziti CuCl; po 10 min od
aplikace. Po 60 min nasledné aktivita klesa. V piipadé CdCl; aktivita MAP kinas za¢ina
pii 10 min a nasledné klesd po 180 min od aplikace. Nejvétsi aktivity z vySe zminénych

vykazuje SIMK (Jonak et al., 2004).
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Obr. 5 Signaliza¢ni kaskada stresu z tézkych kovii (médi a kadmia) ve vojtéSce seté (M. sativa)
(Bc. Jiti Sojka, 2019 dle origindlu Jonak et al., 2004). A — signaliza¢ni kaskada stresu
z té¢Zkych kovt zptisobeného médi. Pii zachyceni zvy$ené koncentrace médi v prostredi se
tvori uvnitt bunky reaktivni formy kysliku (ROS). Ty aktivuji MAPKK SIMKK spole¢né
s neznamou MAPKK. SIMKK dvojitou fosforylaci aktivuje SIMK a SAMK. Neznama
MAPKK pot¢é MMK3 a MMK2. B — signaliza¢ni kaskada stresu ztézkych kovu
zpusobeného kadmiem. Pfi zachyceni zvyS$ené koncentrace kadmia v prostiedi se spousti
MAPK kaskada vedouci k aktivaci SIMK, SAMK, MMK?2 a MMK3. Avsak jaké MAPKK
a MAPKKK jsou zapojené do této signaliza¢ni drahy zatim neni znamo.

2.3.3.2 Signalizace stresu z poranéni

Poranéni listd vojtésky seté (M. sativa) je dalsi stimul vedouci k aktivaci SAMK spole¢né
se SIMK (Bogre et al., 1997). Mnozstvi transkriptu mRNA obou kinas vSak zlstava
zachovano. Na aktivitu kinas ma vliv MP2C fosfatasa, ktera mé funkci defosforylovat
fosforylovanou aktivni formu kinas. Slouzi tak jako negativni regulator SAMK a SIMK
vV podminkéch stresu zplisobeného poranénim. V piipadé SIMK, ma vliv jiz nepatrné
mnozstvi regulatoru. SAMK je méné citliva k defosforylaci pomoci MP2C. Obé MAP
kinasy jsou aktivovany SIMKK.
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K nejvétsi aktivité, beze zmény mnozstvi kinas ve vzorcich, dochazi v intervalu od
2-10 min po pusobeni stresu. Nasledné¢ se zapojuje MP2C a aktivni formu defosforyluje.
V dalsich intervalech aktivita klesa (Rodriguez et al., 1998; Meskiene et al., 2003).
K aktivaci SAMK vV listech vojtésky seté (M. sativa) dochazi také pii mechanickém
stimulu, jako je napf. dotek. SAMK je aktivovana jiz 1 min po stimulu a po 10 min se
aktivita ztraci. Pii pokusech s buné¢nou suspenzni kulturou bunék listd vojtésky byla
SAMK konstantné¢ aktivovana diky michéni a kolizim bunék. Pokud byly buiiky suspenze
ponechany stat 1 h vmédiu bez michani, aktivita se opét zmenSila.
Po 2 sekundach opétovného michani se aktivita SAMK opét zvysila (Bogre et al., 1997).
Stejnou funkci vykazuje vysoce sekvenéné homologni AtMPK3, kterda je taktéz

posttranslaéné aktivovana v odpovédi na mechanicky stres (Mizoguchi et al., 1996).

2.3.3.3 Signalizace stresu z nizkych teplot

Pii signalizaci snizené a zvySené teploty se v buiikach vojtésky seté (M. sativa) uplatiuje
SAMK a HAMK (Heat-shock Activated MAP kinase). SAMK vykazuje zvyS$enou
aktivitu jiz po 10 min od vystaveni rostlin teploté 4 °C se svym maximem po 60 min.
Poté aktivita zpétn¢ klesa. Aktivita HAMK pii teplotach 37 °C roste jiz po 10 min, na
rozdil od SAMK poté¢ neklesd. Zatimco SAMK je pii nizkych teplotdch aktivovana
,,ztvrdnutim® cytoplazmatické membrany, HAMK je aktivovana zménami v jeji fluidité

(Jonak et al., 1996; Sangwan et al., 2002).

Pro aktivaci SAMK v piipadé stresu z nizkych teplot je dulezity také cytoskelet.
Po piidavku jasplakinolidu, ktery stabilizuje mikrofilamenta nedochazi k aktivaci.
Stejny piipad nastane po pifidavku taxolu, tj. stabilizator mikrotubuli. Naopak po
piidavku destabilizatoru mikrofilament nebo mikrotubulii latrunkulinu B nebo oryzalinu,
dochazelo k aktivaci SAMK (Sangwan et al., 2002).

Dulezity vliv nema jen reorganizace cytoskeletu v burce, ale také v signalni kaskadé
nize postaveny tok Ca?* iontfi spoleéné s funkci CDPK (Ca?* Dependent Protein Kinase).
CDPK po navéazani Ca®* iontli mohou aktivovat SAMK, a tak piispét k prenosu signalu a
expresi geni nutnych k aklimatizaci vojtésky seté (M. sativa) na chlad (Levitt, 1980;
Monroy a Dhindsa, 1995).
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2.3.4 MAPKK aktivujici SAMK a jejich ortologni MAPKK

Ke specifické aktivaci v kaskddé podiizenych MAPK jsou potifeba jim nadiazené
MAPKK. MAPKK je dvojité fosforyluji a tim spoustéji jejich ¢innost a predani signalu
dale. Aktivace umoznuje MAPK ovliviiovat v pfipadé stresu bunééné pochody a
metabolismus. U vojtésky seté (M. sativa) je prozkoumana aktivace SAMK a dal$ich
MAP kinas pomoci SIMKK a PRKK (Cardinale et al., 2002; Jonak et al., 2004).

SIMKK a PRKK jsou rozdilné MAPKK, které sdili jen 30% homologii ve své primarni
sekvenci. Radi se do odlisnych MAPKK podrodin majici jinou substratovou specifitu a
regulacni vlastnosti. Ob¢ jsou aktivovany bakteridlnim elicitorem, avSak jen SIMKK je
také aktivovana zvySenou koncentraci NaCl v okoli bun¢k. Po pfijmu signalu od
neznamych nadfazenych MAPKKK nebo autoaktivaci jej SIMKK piedava za pomoci
fosforylace na SIMK a MMK3. PRKK piedava signal nize na SIMK, MMK3 a SAMK
(Cardinale et al., 2002).

Ortologem MsPRKK (MsMKK2) je NtSIPKK (NtMKK2) z tabaku (Nicotiana
tabacum) a AtMKK?2 z husenicku rolniho (A. thaliana) patfici do podrodiny A1 MAPKK
(Ichimura et al., 1998a; Liu et al., 2000). MsSIMKK, nalezejici do C1 podrodiny, je
ortologni k NtMEK2 (NtMKK4) z tabaku (N. tabacum) a AtMKKA4/5 z huseni¢ku rolniho
(A. thaliana) (Ichimura et al., 2002).

Funkce ortolognich MAPKK je dobfe prozkoumdna. Je zndma signalizacni kaskada
sestavajici se z AtMEKK1 (MAPKKK), AtMKK2 (MAPKK) a AtMPK4/AtMPK6
(Ichimura et al., 1998). Transgenni rostliny huseni¢ku rolniho (A. thaliana) s nadexpresi
genu AtMKK2 vykazovaly konstitutivni aktivaci AtMPK4/AtMPK6. Diky tomu mély
rostliny vyssi rezistenci na solny stres a stres z nizkych teplot. Rostliny s vyfazenym
genem AtMKK2 spoustély hypersensitivni reakci vedouci k programované bunééné smrti

(Teige et al., 2004).

AtMKK4 hraje vyznamnou roli pii embryogenezi, bunééném d¢leni, imunité,
osmotickém stresu a vyvoji praducht (Zhang et al., 2007; Kim et al., 2011; Back a Lee,
2016; Zhang et al., 2017). Embryogeneze je u huseni¢ku rolniho (A. thaliana) tizena
mimo jiné signalizacni kaskddou AtMKK4/5 - AtMPK6. U mutantnich rostlin v genu

AtMPKG se netvoii spravné embrya.

19



Stejny fenotyp byl pozorovan taktéz u mutanti AtMKK4/5, které funguji jako
nadiazené MAPKK pro AtMPKG6 (Zhang et al., 2017). AtMPK6 ma funkci pii bunééném
déleni a relokuje v metafazi z jaderné oblasti do cytoplazmatické a pti vystaveni rostliny
solnému stresu (Baluska et al., 2000). AtMKK4 je také zapojena do signalizace
melatoninem spousténé imunity vuci patogeniim. Stejné jako ve vyse zminéné kaskade,
tak 1 tu spole¢né¢ s AtMKK5/7/9 MAPKK aktivuje AtMPK6 a AtMPK3. Rostliny
S vyfazenymi geny pro komponenty kaskddy jsou nachylnéjsi k patogentim
(Back a Lee, 2016). AtMPK3 ma taktéz funkci v signalizaci stresu zplisobeného
patogenem (Cardinale et al., 2002).

AtMKK4 fosforylaci aktivuje AtMPK3 také pii soli navozeném osmotickém stresu.
Transgenni rostliny husenic¢ku rolniho (A. thaliana) nadprodukujici AtMKK4 vykazuji
zvySenou toleranci na solny stres (Kim et al., 2011). Pfi osmotickém stresu roste obsah
kyslikovych radikali (ROS), které spousté;i tuto kaskddu. Obdobné signalizacni kaskada,
kdy ROS aktivuje MAPKK a nasledné MAPK, je zndma i v pfipad¢ vojtesky seté
(M. sativa). ROS, slouzici jako druhotni posli, aktivuji MSSIMKK a MsSAMK spole¢né
s dalsimi MAPKK a MAPK (Jonak et al., 2004).

Ve vyvoji priaduchti huseni¢ku rolniho (A. thaliana) pak vedlo utlumeni AtMKK4
pomoci RNAI (RiboNucleic Acid Interference) ke zvyseni frekvence asymetrického
bunééného déleni a vEtsi tvorbe priducht (Wang et al., 2007). Tato funkce zatim nebyla

potvrzena u ortolognich MAP kinasovych modulti u vojtésky seté (M. sativa).

NtSIPKK' z tabaku je aktivovana napadenim rostlin virem tabakové mosaiky a
poranénim. V piipad¢ této signalizacni kaskady spousti podiizenou NISIPK. NtSIPK
spole¢né s NtWIPK (Nicotiana tabacum Wounding-Induced Protein Kinase) je taktéz
spusténa druhou MAPKK z tabaku (N. tabacum) NtMEK?2 v piipadé stresu z patogenu.
Zapnuti kaskady vede kregulaci programované bunétné smrti (Liu et al., 2000;
Jin et al., 2003).
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NtSIPK se mimo jiné uplatiiuje i V hypersensitivni reakci spusténé kyslikovymi
radikaly. Pii nadprodukci NtSIPK dochazi ke zvysené produkci ethylenu a blokovani
produkce kyseliny salicylové (Samuel et al., 2005). To naznacuje obrovskou
komplexnost a propojenost MAPK kaskad v ramci signalizace rozlicnych pochodii a
strestt v bunice. NtSIPK je ortologni MAPK k MsSIMK, respektive k AtMPK6. NtWIPK
je poté ortologni K MSSAMK vV piipadé vojtésky seté (M. sativa) a AtMPK3 husenic¢ku
rolniho (A. thaliana).

PRKK a SIMKK maji odliSny mechanismus aktivace. Zatimco PRKK vyZaduje ke své
aktivaci nadfazenou MAPKKK, SIMKK muze byt aktivovana bez pfitomnosti své
nadfazené MAPKKK. Divodem odlisného zplsobu aktivace PRKK a SIMKK je
v aktivac¢ni smycce obou MAP kinas kinas. U kvasinek a zZivo¢ich byl zjistén motiv, kde
probiha aktivace fosforylaci. Jedna se o serin/threoninova residua v motivu SXXXS/T
(S — serin, X — jakakoli aminokyselina, T — threonin), nachazejici se mezi sedmou a
osmou subdoménou kinasy (Robinson a Cobb, 1997). U rostlinnych MAPKK, PRKK
nevyjimaje, je motiv mirn¢ odlisny. Mezi serin/threoninovymi residui je pét aminokyselin
a motiv pak vypada nasledovné S/TXXXXXS/T.

SIMKK a nékteré jiné MAPKK patfici do stejné tfidy, maji aktivaéni motiv mirné
pozménény. Mezi prvnim threoninem ma SIMKK v poloze tii negativné nabitou kyselinu
asparagovou (D). Motiv se poté méni na SXDXXXS (S - serin, X — jakakoli
aminokyselina, D — kyselina asparagova, T — threonin) a umoziuje autoaktivaci této tiidy

MAPKK (Ligterink a Hirt, 2001; Cardinale et al., 2002).
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3 EXPERIMETALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Bio-Rad

4x Laemmli Sample Buffer (USA), akrylamid/bis-akrylamid (USA), Clarity™
Western ECL Substrate (USA), iProof™ HF Buffer (USA), iProof™ High-Fidelity DNA
Polymerase (USA), Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards (USA), Protein Assay
Dye Reagent Concentrate (USA), TGX™ FastCast™ Acrylamide Solutions (USA)

Duchefa Biochemie

Gamborg‘s B5 basal salt mixture (Nizozemi), Gamborg’s BS5 vitamin mixture
(Nizozemi), Murashige Skoog’s salt mixture (Nizozemi), Nitsch and Nitsch vitamin
mixture (Nizozemi), 2-[4-(2-hydroxyethyl) piperazin-1-yl]ethansulfonova
kyselina (HEPES; Nizozemi), Schenk and Hildebrandt basal salt mixture (Nizozemi),

Schenk and Hildebrandt 100x vitamin solution (Nizozemi)
GE Healthcare
Amersham™ Hybond™ P 0.45 PVDF BlottigMembrane (Némecko)
Invitrogen by ThermoFisher Scientific

10 mmol-1t ANTPs (Loty$sko), 10x Fast Digest Green Buffer (USA), 6x DNA Loading
Dye (USA), DNAse | (Lotyssko), 10x T4 DNA ligase buffer (USA), DreamTag DNA
polymerase (Lotyssko), DreamTaq 10x buffer (Lotyssko), Fast Digest Pstl (USA),
Gateway® BP Clonase® II (USA), GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (USA),
Goat anti-rabbit 1gG F(ab)2 sekundarni protilatka HRP (USA), LR Clonase™ II Plus
enzyme (USA), Phire Plant Direct PCR Kit (USA), T4 DNA ligase (USA), Proteinase K
(USA), ROX reference dye (USA)

New England BioLabs®

10x CutSmart Buffer (UK), BsmAl (UK), RNAsa H (UK)
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Roche
Complete™ EDTA free (USA), PhoSTOP™ (Svycarsko)
Sigma

Adenin (Cina), dithiotreitol (DTT; Kanada), Anti-AtMPK3 (rabbit antibody),
dodecylsiran sodny (SDS; USA), dusi¢nan draselny (KNOgz; Japonsko), ethylenglykol-
bis-(2-aminoethylether)tetraoctova kyselina (EGTA, USA), ethanol 96% (Némecko),
ethanol 70% (Némecko), fluorid sodny (NaF; USA), glutamin (USA), glycerol
(USA), hovézi sérovy albumin (Bovine serum albumin, BSA, USA), hydroxid sodny
(NaOH; Svycarsko), hypochlorid sodny (Némecko), chlorid hoteénaty (MgCly;
Némecko), chlorid sodny (NaCl; Dansko), Lauria Bertani Broth (USA), Lauria Bertani
Broth with agar (USA), L-glutation (Japonsko), L-prolin (Francie), 2-propanol
(C3H70H), L-serin (Cina), methanol (Francie), sacharosa (Némecko), N,N,N’,N'-
tetramethylethylendiamin (TEMED), Tris (USA), Tween 20 (USA), 2-merkaptoethanol
(C2HeSO; Némecko), persiran amonny (APS), sacharosa (Ci2H22011), Ponceau S,
kyselina octova (CH3COOH), peroxid vodiku (H202), Tris-base, fenal,

chloroformisoamylalkohol:fenol, chloroformisoamylalkohol
Ostatni:

AntiSAMK protilatka ID: 581896-8, Lot No: A415040356 (GenScript, USA), Midori
Green (Nippon Genetics, Japonsko), Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204)
(Cell Signaling Technology®, USA), QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Némecko)
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3.1.2 Pristroje a zarizeni

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

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

ApE — A plasmid Editor v2.0.37 (M.W. Davis, USA)

Automaticke pipety (Eppendorf, Némecko)

Binokularni mikroskop (Leica, Némecko)

Dokumentac¢ni zatizeni ChemiDoc™ MP Imaging system (Bio-Rad, USA)
Dokumentaéni zafizeni ChemiDoc™ EZ Imager (Bio-Rad, USA)

Elektroporator BTX™ ECM™ 399 Exponential Decay Wave
(ThermoFisher Scientific, USA)

Centrifuga Allegra® 64R High-Speed Centrifuge (Beckman Coulter®, USA)
Centrifuga MyFuge™ Mini (Benchmark Scientific, USA)

Centrifuga ScanSpeed 1730R Refrigerated microcentrifuge (Beckman Coulter®, USA)
Centrifuga Spectrafuge 24D Digital Lab Microcentrifuge (Labnet, USA)

Crispr-P v2.0 (Huazhong Agricultural University, Cina)

Cteci zatizeni Tecan Infinite F200 Fluorescence Microplate Reader (Tecan, USA)
Image Lab™ Software (Bio-Rad, USA)

Inkubator ES-20 (Biosan, LotySsko)

Inkubator IN55 (Memmert, Némecko)

Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop LSM 710 Axio Imager 2 (Zeiss, Némecko)
Kultivaéni mistnost (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie)

Kyvacka Mr-12 Rocker-Shaker (Biosan, Lotyssko)
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Laboratorni digestot M 1200 (Merci, Brno)

Laminarni box (Merci, Brno)

Magneticka michacka MSH-420 (Boeco, Némecko)

Mikrobiologicky filtr (Millex® Merck, Némecko)

pH metr PC 2700 (Eutech Instruments, USA)

Piedvazky S1502 (BEL Engineering, Italie)

SnapGene® Viewer v4.2.11 (GSL Biotech LLC, USA)

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

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

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

Ttepacka (Labnet, USA)

Vortex-Genie 1 (Scientific Industries, USA)

ZEN (black edition) v3.0 (Zeiss, Némecko)

ZEN (blue edition) v3.0 (Zeiss, Némecko)

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

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

1% agarosovy gel

1 g agarosa; 100 ml 1x TAE pufr; 1,5 pl Midori green

10x elektroforeticky pufr (zasobni roztok)

3,0 g Tris-base; 14,4 g glycin; 10 ml SDS (10%); 990 ml dH20; pH 8,3

1x elektroforeticky pufr

100 ml 10x elektroforeticky pufr; 900 ml dH>O

1000x Gamborg vitaminy

1 g Gamborg’s B5 vitamin mixture; 1 ml dH.O; sterilizace filtraci; uloZeno (-20 °C)
0,5 mol-1"t NaOH

20 g NaOH; 1000 ml dH20

1000x Nitsch a Nitsch vitaminy

1 g Nitsch and Nitsch vitamin mixture; 1 ml dH20; sterilizace filtraci; ulozeno (-20 °C)
50x TAE pufr

121 g Tris; 28,55 ml kyselina octova; 50 ml EDTA (0,5 mol-1?); 421,45 ml dH2O; pH 8,0
1x TAE pufr

10 ml 50x TAE pufr; 490 ml dH.O

10x transferovy pufr (zasobni roztok)

3,0 g Tris-base; 14,4 g glycin; 200 ml methanol; 800 ml dH.O; pH 8,3

1x transferovy pufr

100 ml 10x transfer pufr; 50 ml methanol; 850 ml dH.O

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

6,05 g Tris-base; 100 ml dH.O; pH 6,8 (1 mol-1"HCI)
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1,5 mol'I' Tris-HCI (pH 8,8)
18,16 g Tris-base; 100 ml dH20; pH 8,8 (1 mol-11HCI)
10% rozdélovaci gel

6,25 ml akrylamid (40%); 6,25 ml 1,5 mol-1"* Tris-HCI (pH 8,8); 12,125 ml dHO;
0,25 ml SDS (10%), 0,0125 ml TEMED; 0,125 ml persulfat amonny (c= 1 mg-10 ul?)

10% zaostiovaci gel

2,5 ml akrylamid (40%); 6,3 ml 0,5 mol-I* Tris-HCI; HCI (pH 6,8); 15,9 ml dHO;
0,25 ml SDS (10%); 0,025 ml TEMED; 0,125 ml persulfat amonny (c= 1 mg-10 ul™)

Extrakéni pufr E

1,19 g HEPES (pH 7,5); 0,43 g NaCl; 0,038 g EGTA; 100 pl MgCl (1 mol-1%); 0,004 g
NaF; 10 ml glycerol; 89,9 ml dH,O

Inokulaéni médium

45 ml MiliQ H20; 0,5 g MES (1 mol-1?); 0,5 ml MgClz (1 mol-1*); pH 5,6 (1 mol-1*
KOH); 50 pl acetosyringon (150 mmol-17)

Lauria Bertani tekuté médium

25 g LB Broth; 1 1 dH20; pH 7,2 (1 mol-1"t KOH); autoklav, zchlazeni na 22 °C
Lauria Bertani tuhé médium

40 g LB Broth with agar; 1 | dH20; autoklav, zchlazeni na 55 °C

Médium B5SH

3,1 g Gamborg B5 basal salt mixture; 0,5 g KNOs; 0,25 g MgSO4-7 H20; 0,5 g prolin;
4,5 g Gellam Gum; do objemu 1000 ml dH2O; pH 5,7 (1 mol-1* KOH); autoklav,
zchlazeni na 55 °C; 30 ml roztok aminokyselin; 1 ml roztok 2,4-D; 1 ml roztok Kinetin;

1 ml 1000x Gamborg vitaminy
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Médium B50

3,1 g Gamborg B5 basal salt mixture; 0,5 g KNOs; 0,25 g MgSOs - 7 H20; 0,5 g prolin;
4,5 g Gellam Gum; do objemu 1000 ml dH2O; pH 5,7 (1 mol-I" KOH); autoklav,
zchlazeni na 55 °C; 30 ml roztok aminokyselin; 1 ml 1000x Gamborg vitaminy

Médium MMS

4,3 g Murashige a Skoog basal salt mixture; 0,1 g myo-inositol; 30 g sachar6za; 4,5 ¢
Gellam Gum; do objemu 1000 ml dH2O; pH 5,7 (1 mol-1t KOH); autoklav, zchlazeni na
55 °C; 1 ml 1000x Nitsch a Nitsch vitaminy

Médium MS

4,3 g Murashige a Skoog basal salt mixture; 30 g sachar6za; 4,5 g Gellam Gum;
do objemu 1000 ml dH20; pH 5,7 (1 mol-1"* KOH); autoklav, zchlazeni na 55 °C

Ponceau S
0,5 g Ponceau S; 25 ml kyselina octova; 475 ml dH>O
SH médium

3,2 g Schenk a Hildebrandt basal salt mixture; 30 g sachardza; 0,5 g MES; pH 5,7
(1 mol- 1" KOH); autoklav, zchlazenina 22 °C; 10 ml 100x Schenk a Hildebrandt vitaminy

SH vitaminy
1,0105 g Scheng a Hildebrandt vitamin mixture; 10 ml dH2O; sterilizovat filtraci
S.0.C. médium

0,2 g trypton; 0,005 g kvasni¢ny extrakt; 0,1 mg NaCl; 0,1 mg MgCl»; 0,1 mg MgSOg;
0,025 mg KCI; 0,2 mg glukosa

Steriliza¢ni roztok na listy

1.) 30 ml ethanol (70%); 2.) 2 ml hypochlorid sodny (10%), 18 ml sterilni dH2O;
0,1 ml Tween-20

TBS (zasobni roztok)

2,42 g Tris-base; 8,78 g NaCl; do objemu 1000 ml dH.0; pH 7,4
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TBS-T
100 ml TBS; 899 ml dH»0O; 1 ml Tween-20
Roztok 2,4-D (zasobni)

0,01 g 2,4-D; 50 ul ethanol; 800 ul dH0; 150 ul NaOH (1 mol-I*); 9 ml dH.0;
ulozeno (-20 °C)

Roztok aminokyselin (zasobni)

6,65 g glutamin; 0,83 g serin; 0,004 g adenin; 0,083 g L-glutathion; do objemu 250 ml
dH20; uloZeno (4 °C)

Roztok kinetinu (zasobni)

0,001 g kinetin; 20 pl NaOH (1 mol-1?); 9,98 ml dH20; uloZeno (-20 °C)

29



3.1.4 Rostlinny material

Jako rostlinny material byly v experimentalni ¢asti prace pouzity rostliny vojtésky seté
(Medicago sativa) kultivaru Regen SY (RSY). Rostliny M. sativa kultivaru RSY urcené
pro stabilni transformaci pomoci A. tumefaciens nesouci konstrukty (pDe-Cas9 + SAMK
gRNA T1; pDe-Cas9 + SAMK gRNA T2; pDe-Cas9 + SAMK gRNA T5) byly ptipraveny
prostiednictvim somatické embryogeneze a péstovany do velikosti vhodné na piesazeni
do pudy Vv kultivaéni mistnosti H220 (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie) s konstantnimi
hodnotami teploty, fotoperiody, intenzity osvétleni a vlhkosti (21 °C, 16/8,
80 pmol.m™2.s?, 70 %). Z této rostliny byly odebrany stfedné staré listy neposkozené a
nenapadené patogeny pro ucely otestovani funkcnosti molekularnich konstruktd.
Z nasledné ptipravenych transgennich rostlin M. sativa linii SAMK gRNA pomoci

somatické embryogeneze byl odebran material pro genotypizaci a Western blot analyzu.

Pro ucely otestovani molekuldrnich konstruktd transientni transformaci pomoci
A. tumefaciens byly pouzity 6 tydnu staré listy rostlin tabaku (Nicotiana benthamiana).
Rostliny N. benthamiana byly péstovany v ptidnim substratu v kvétinacich v kultivacni
mistnosti H220 (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie) s konstantnimi hodnotami teploty,
fotoperiody, intenzity osvétleni a vlhkosti (21 °C, 16/8, 80 pmol.m?2s?, 70 %).
Pro nésledné pozorovani na konfokdlnim laserovém skenovacim mikroskopu byly
pouzity trojuhelnikové vysece listi 4 dny po transformaci a ve stejném case odebran

materidl pro naslednou Western blot analyzu.
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3.2 Metody

3.2.1 MultiSite Gateway klonovani

Pro klonovani vektori byla pouzita metoda ,,MultiSite Gateway® Three-Fragment
Vector Construction Kit Using Gateway® Technology to simultaneously clone multiple

DNA fragments® verze D (Invitrogen, 2007).

Prvni krokem po amplifikaci PCR produktid byla BP reakce v MultiSite Gateway
klonovani. BP reakce slouzi k vytvofeni tzv. ,,entry* klonu. Celkem tfi ,,entry* klony byly
oznaceny dle své pozice na vysledném expresnim klonu A, B a C. Alternativné se pouziva
B fragment ,,entry* klon pro jednokomponentovou LR reakci podle destinaéniho vektoru.
Do BP reakce (attB x attP rekombinace) vstupoval PCR produkt vytvofeny S primery se
specifickymi misty attB tak, aby mohl byt rekombinovan s odpovidajicimi donorovymi
vektory nesoucimi attP mista, a to donorové vektory pro A fragment pDONR-P4-P1R
(pro promotor), B fragment pDONR221 a C fragment pDONR-P2R-P3 (pro C- N-
terminalni fazi). V naSem pfipadé byly vytvofeny ,.entry” klony s attL misty po
rekombinaci a to konkrétn¢ B fragment s cDNA/gDNA sekvenci genu SAMK a C
fragment s cDNA/gDNA sekvenci genu SAMK pro néslednou LR reakci a vytvoteni
35S::cSAMK:mRFP a 35S::mRFP:cSAMK pouzitim pGWB454 a pPGWB455.

Za casti enzymu Gateway® BP Clonase® Il (Invitrogen, USA) dochazi K tvorbé tii
,entry® klonu pro kazdy fragment zvlast’ a bo¢niho produktu. Nasleduje druha reakce,
oznacovana jako LR- reakce (attL x attR rekombinace), slouzici k vytvoteni expresniho
Klonu, ktery vznika z destina¢niho vektoru s attR misty. Za i¢asti enzymu LR Clonase™
Il Plus enzyme (Invitrogen, USA), ktery rekombinuje ,.entry“ klony do destina¢niho
vektoru a tvoti expresni vektor se sefazenymi komponenty A, B a C v fadé za sebou na

kruhovém expresnim vektoru.

31



3.2.1.1 PCR pro pripravu a molekularni klonovani genu SAMK

Pro klonovani genu zajmu a jeho nasledné pouziti do MultiSite Gateway klonovaciho
systétmu bylo potieba navrhnout primery 0 velikosti 18-25 bp vaci genu zajmu s
22-25 bp dlouhymi attB misty odpovidajicimi ,,entry* klonu, do kterého byl gen zajmu
vnasen. Pro ucely klonovani SAMK byly navrzeny dvé sady specifickych primerd.
Pro B ,.entry* klon ptfedni primer s attB1 mistem a zadnim primerem s attB2 mistem.
Pro C ,.entry” klon ptedni primer s attB2 mistem a zadnim primerem s attB3 mistem

(Tab. 1).

Primery byly nafedény PCR H2O na koncentraci 10 mmol-1*. Nasledn& byla do PCR
zkumavek pfipravena reakéni smés o vysledném objemu 25 pl. Reakéni smés byla
slozena: z 15,75 ul PCR Hz0, 5 ul 5x iProof™ HF Buffer (Bio-Rad, USA), 0,5 ul dNTPs
(10 mmol-1"), 1,25 pl predni/zadni primert (10 mmol-17%), 0,25 ul iProof™ High-Fidelity
DNA Polymerase (Bio-Rad, USA) a 1 pl templatové ¢cDNA nebo gDNA izolované
z vojtésky seté (M. sativa) RSY.

Nasledné byly PCR zkumavky s reakéni smési umistény do termocycleru T100™
Thermal cycler (Bio-Rad, USA) nastaveného na teplotni program (1x 98 °C — 30 s;
35X — (98 °C — 10 's; 60 °C — 30 's; 72 °C — 3 min); 1x 72 °C — 10 min; 1x 4 °C - o).
Po ukonceni PCR reakce byly vzorky pfipraveny na agarosovou gelovou elektroforézu
v prostiedi 1x TAE pufru (viz. kapitola 3.2.11). Byly o¢ekavany pasy o velikosti 1116 bp
v piipadé SAMK cDNA a 3001 bp SAMK gDNA. Vzorky s odpovidajici velikosti pasu
byly nésledné¢ pouzity do BP reakce k tvorbé odpovidajicich ,,entry* klont.

Tab. 1 Sekvence primert pro klonovani SAMK do B a C ,.entry* klonii

Nazev Sekvence

primeru

SAMK 5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATATGGCCAGAGTTAACCAAAAC-3’
Bfr_Fwl

SAMK 5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTA AGCATACTCAGGATTGAGTGC-3’
Bfr_Revl

SAMK 5’-GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGGA ATGGCCAGAGTTAACCAAAA-3’
Cfr_Fwl

SAMK 5’-GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGTTTAAGCATACTCAGGATTGAGTG-3’

Cfr Revl
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3.2.1.2 BP reakce

Gen zajmu se vkladd do plasmidového vektoru (donorovy vektor) pomoci enzymu
Gateway® BP Clonase® II (Invitrogen, USA). Do PCR zkumavek byla pfipravena
reak¢ni smés o vysledném objemu 10 ul. Smés byla slozena: z 6 ul TE pufru (pH 8), 2 ul
Gateway® BP Clonase® II (Invitrogen, USA), 1 ul nafedéného plasmidového vektoru
(150 ng-ul™) a 1 ul nafedéného a precisténého (60-150 ng-pl?t) genu zajmu piipraveného
pomoci PCR se specifickymi primery. PCR zkumavky s touto smési byly umistény ptes
noc do prednastaveného termocycleru T100™ Thermal cycler (Bio-Rad, USA) na 25 °C

tak, aby probéhla spravné rekombinacni reakce.

Dalsi den bylo pro ukonceni rekombinaéni reakce a deaktivaci enzymu Gateway® BP
Clonase® II (Invitrogen, USA) ptidano do 10 pl reakce 1 pl proteinasy K a vzorky byly
umistény do termocycleru T100™ Thermal cycler (Bio-Rad, USA) nastaveného na
teplotu 37 °C na 10 min. Nésledné byly rekombinované plasmidy transformovany do
E. coli TOP10 (viz kapitola 3.2.2.3; 3.2.2.4). Bakterie byly selektovany na médiu se
selek¢nimi antibiotiky a byla ovéfena pfitomnost plasmidu pomoci PCR kolonii (viz
kapitola 3.2.3) nebo restrikénim Stépeni (viz kapitola 3.2.5) po izolaci a piecisténi
plasmidu (viz kapitola 3.2.4). Poté byla provedena agarosova gelova elektroforéza PCR

produktii nebo produktii vzniklych restrikénim $t€penim (viz kapitola 3.2.11).

3.2.1.3 LR reakce

Pro vytvoreni expresniho klonu slouzi LR reakce. Pro vlozeni genli zajmu z ,,entry* klonu
B fragmentu do destina¢niho vektoru a vytvofeni expresniho klonu byly vSechny
komponenty reakce nafedény PCR H20 na vhodnou koncentraci. Do PCR zkumavek byla
pfipravena rekombinacni reakéni smés o vysledném objemu 10 pl. Reakéni smés byla
slozena: z4 pl TE pufru (pH 8), 1 ul jednoho z natedénych destina¢nich vektora
pB7m34GW,0; pGWB454; pGWB455 (60 ng-ul™) a 1 pl od kazdého ze i, tj. A, Ba C
wentry* klonti (30 ng-ul™) v ptipadé tiikomponentové LR reakce nebo B ¢i C v ptipadé
jednokomponentové reakce a nakonec 2 pl enzymu LR Clonase™ II Plus enzyme
(Invitrogen, USA). PCR zkumavky stouto smési byly umistény ptfes noc do

prednastaveného termocycleru T100™ Thermal cycler (Bio-Rad, USA) na 25 °C.
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Ttikomponentova LR reakce se vSak opakované nezdatila. Pro dalsi préci byly vyuzity
vektory pfipravené jednokomponentovou reakci. Dalsi den bylo pro ukonceni
rekombinacni reakce a deaktivaci enzymu LR Clonase™ II Plus enzyme (Invitrogen,
USA) pridano do 10 pl reakce 1 ul proteinasy K a vzorky byly umistény do termocycleru
T100™ Thermal cycler (Bio-Rad, USA) nastaveného na teplotu 37 °C na 10 min.
Nasledn¢ byly rekombinované plasmidy transformovany do E. coli TOP10 (viz kapitola
3.2.2.3;3.2.2.4).

Bakterie byly selektovdny na médiu se selekénimi antibiotiky a byla ovétfena
pritomnost plasmidu pomoci PCR kolonii (viz kapitola 3.2.3) nebo restrikénim Sté€peni
(viz kapitola 3.2.5) po izolaci a precisténi plasmidi (viz kapitola 3.2.4). Poté byla
provedena agarosova gelova elektroforéza PCR produktd nebo produktd vzniklych

restrikénim Stépenim (viz kapitola 3.2.11).

3.2.2 Transformace bunék Escherichia coli kmene TOP10

3.2.2.1 Priprava chemokompetatnich bunék E. coli

Pro ptipravu chemokompetetnich bunék E. coli byla pouzita kryokonzerva bunék E. coli
kmene TOP10. Ze zmrazené kryokonzervy na - 80 °C bunék E. coli Top10 byl sterilné
za pomoci Spachtle odSkrabnut v laminarnim boxu (Merci, Brno) kousek kultury do
plastové kultivaéni tuby o objemu 15 ml s obsahem 3 ml tekutého LB média bez
antibiotik. Kultiva¢ni tuby s tekutym LB médiem bez antibiotik a buitkami E. coli TOP10
z kryokonzervy byly umisténé do inkubatoru ES-20 (Biosan, LotySsko) pfes noc, pii
tiepani 140 az 230 rpm (Rotation Per Minute) a 37 °C.

Dalsi den byly pfipraveny tii roztoky (A, B a C). Roztok A byl slozen z Tris-HCI
pH 7,6 (10 mmol-1*), MgCl2 (100 mmol-1?) a sterilni destilované H,0. Roztok A slouzi
K rozruSeni bunénych stén gram negativnich bunék E. coli. Roztok B byl slozen z
Tris-HCI pH 7,6 (10 mmol-1%), CaCl, (100 mmol-1') a sterilni destilované H-O.
Roztokem B se vyplachuji zbytky MgClo.
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Nakonec roztok C byl slozen z Tris-HCI pH 7,6 (10 mmol-1*), CaCl, (100 mmol-17),
glycerolu o vysledné koncentraci 15% a sterilni destilované H>O. Roztok C slouzi pro
uchovani chemokompetetnich kultur E. coli TOP10 v mrazaku pii — 80 °C. VSechny
roztoky bylo nutné sterilizovat pomoci filtrace pfes mikrobiologicky filtr (Millex®

Merck, Némecko) a vychladit na 4 °C.

Kultura bunék E. coli TOP10 ve 3 ml LB média, ktera rostla ptes noc v inkubatoru
ES-20 (Biosan, Loty$sko), byla sterilné¢ v laminarnim boxu (Merci, Brno) pftelita do
¢istych Erlenmeyerovych banck s obsahem 100 ml tekutého LB média bez antibiotik.
Takto pfipravené banky byly piekryty sterilnim alobalem a ponechany tfepat
Vv inkubatoru ES-20 (Biosan, Loty$sko) na 37 °C, 140 az 230 rpm do naméfeni
ODeoonm = 0,4 — 0,6. Parametr ODgoonm byl pribézné meéfen na spektrofotometru
SmartSpec 3000 UV/VIS (Bio-Rad, USA). Po dosaZeni potiebné hodnoty ODgoonm, byla
kultura bun¢k steriln€ prelita do dvou 50 ml plastovych tub, dana chladit na 10 min na
led a sto¢ena v centrifuze Allegra® 64R High-Speed Centrifuge (Beckman Coulter®,
USA) na 20 min, 4 °C na 3220 g.

Po centrifugaci byly 50 ml plastové tuby vyjmuty a supernatanty odlity. Pelety byly
rozpu$tény Vv 1250 ul na 4 °C vychlazeném roztoku A v laminarnim boxu (Merci, Brno)
a ponechany 30 min na ledé. Poté byly kultury bunék E. coli TOP10 v roztoku A sto¢ena
v centrifuze Allegra® 64R High-Speed Centrifuge (Beckman Coulter®, USA) pii
stejnych parametrech, supernatanty odlity a pelety rozpustény v 1250 ul vychlazeného
roztoku B (4 °C) a ponechany 30 min na ledé. Nasledn¢ byly kultury v roztoku B sto¢eny
v centrifuze Allegra® 64R High-Speed Centrifuge (Beckman Coulter®, USA) pii
stejnych parametrech, supernatanty byly odlity a pelety rozpusStény v 2-4 ml na 4 °C

vychlazeného roztoku C.

Takto pfipravené kultury chemokompetetnich bunék E. coli TOP10 byly pomoci
automatické pipety (Eppendorf, Némecko) za stadlého chlazeni na ledu pfeneseny po
100 pl do sterilnich, vychlazenych, plastovych, uzaviratelnych zkumavek o objemu 2 ml.
Nasledné byly zmrazeny v tekutém dusiku a skladovany v mrazaku pti — 80 °C. Veskera
prace s kulturami probihala za dodrzeni pravidel aseptické prace v laminarnim boxu

(Merci, Brno).
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3.2.2.2 Priprava elektrokompetentnich bunék E. coli

K pripravé kultury E. coli kmene TOP10 kompetentnich k elektrotransformaci bylo
zapotiebi sterilné ockovat kulturu bakterialnich bunék ze zasobniho roztoku uchovaného
pii - 80 °C do 5 ml LB média ve sterilni 50 ml plastové zkumavce. K 5 ml LB média bylo
pomoci automatické pipety (Eppendorf, Némecko) ptidano 15 pl ze zasobniho roztoku
kultury bakteridlnich bunék. Zkumavky s LB médiem a bakterialni kulturou byly
kultivovany v inkubatoru ES-20 (Biosan, LotySsko) pfes noc, pii tiepani 150 rpm a
37 °C.

Druhy den bylo 5 ml kultury rostlé ptes noc preneseno do 50 ml LB média ve sterilnich
Erlenmayerovych batnikach o objemu 250 ml a ponechany kultivovat v inkubéatoru ES-20
(Biosan, Loty$sko) 1-2 hod, pfi tfepani 150 rpm a 37 °C do hodnoty ODeoo = 0,5-0,6.
Hodnota ODego byla stanovovana v prabéhu kultivace na spektrofotometru SmartSpec
3000 UV/VIS (Bio-Rad, USA). Nasledné byla bakterialni kultura steriln¢ pielita po
50 ml do plastovych zkumavek a ponechédna stat na ledu po dobu 15 min. Kultura ve
zkumavkach byla stocena v centrifuze Allegra® 64R High-Speed Centrifuge (Beckman
Coulter®, USA) piedchlazené na 4 °C, po dobu 10 min pii 3500 g.

Po stoceni byl supernatant odlit a K peletu byla pfidana sterilni na ledu vychlazena
voda (50 ml na 50 ml pavodni kultury). Pelet byl resuspendovan za pouziti vortexu
Genie 1 (Scientific Industries, USA). Nasledné byly zkumavky s kulturou ve vodé
stoeny Vv centrifuze Allegra® 64R High-Speed Centrifuge (Beckman Coulter®, USA)
vychlazené na 4 °C po dobu 10 min pii 3500 g. Tento krok byl zopakovan jesté jednou.
Supernatant z predchéazejicitho kroku byl odlit a k peletu byl pfidan 10% glycerol
(4 ml na 50 ml pavodni kultury) a pelet byl resuspendovan na vortexu Genie 1
(Scientific Industries, USA). Zkumavky s resuspendovanym peletem v 10% glycerolu
byly stoeny v  centrifuze  Allegra® 64R  High-Speed  Centrifuge
(Beckman Coulter®, USA) vychlazené na 4 °C po dobu 10 min pii 3500 g.

Tento krok byl zopakovan jesté jednou.
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Nakonec byl supernatant odlit a bakteridlni kultura byla natfedéna 10% glycerolem tak,
aby koncentrace bakterii byla piiblizné 2x10! bun&k/ml. Bakterialni kultura byla za
stalého chlazeni na ledu rozdélena po 100 pul pomoci automatické pipety (Eppendorf,
Némecko) do sterilnich pfedchlazenych 1,5 ml uzaviratelnych zkumavek v laminarnim
boxu (Merci, Brno). Zkumavky s kulturou elektrokompetentnich bun¢k E. coli kmene
TOP10 byly vloZzeny na 3 min do tekutého dusiku a uchovéavany k dal$imu pouziti

v mrazéku pii - 80 °C.

3.2.2.3 Transformace elektrokompetentnich bunék E. coli

K 100 ul netplné rozmrznutych elektrokompetentnich bunék E. coli kmene TOP10
v 1,5 ml uzaviratelnych zkumavkach bylo za pomoci automatické pipety (Eppendorf,
Némecko) sterilné pfidano 1 pl plasmidu po rekombinaéni reakci a inhibici klonasy
pomoci proteinasy K. Zkumavky s elektrokompetentnimi bunikami E. coli a plasmidem
byly fadné promichany a kratce stoeny na malé stolni centrifuze. Pomoci plastové
kapilarni pipety byla kultura bunék E. coli a ptislusného plasmidu pienesena do kyvet
urc¢enych pro elektroporaci. Do zapnutého a nastaveného pfistroje pro elektroporaci
BTX™ ECM™ 399 Exponential Decay Wave Electroporator (ThermoFisher Scientific,
USA) byla vlozena kultura bunék s plasmidem. Po zmacknuti tlacitka ,,START* prob&hla
elektroporace. Podminky byly nastaveny na 1800 V po dobu 5 ms.

Po elektrickém pulzu bylo nutné pomoci automatické pipety (Eppendorf, Némecko)
piidat ke kultufe bunék E. coli s piislusnym elektroporovanym plasmidem 150 pul S.O.C.
média. Roztok byl pfenesen do 1,5 ml uzaviratelnych zkumavek, vrsky oblepeny
parafilmem a kultivovany v inkubatoru ES-20 (Biosan, LotyS$sko) p#i 37 °C, 200 rpm po
dobu 2 hod. Poté byla kultura ze zkumavek steriln¢ pfenesena pomoci automatické pipety
(Eppendorf, Némecko) se sterilni Spickou Vv laminarnim boxu (Merci, Brno) na piedem
pfipravené Petriho misky stuhym LB médiem s obsahem specifickych selekénich
antibiotik dle transformovaného plasmidu a rozetiena jednordzovou plastovou
bakteriologickou klickou po povrchu média. Po kompletnim rozetieni kultury po povrchu
tuhého LB média sobsahem antibiotik, byly takto pfipravené Petriho misky
s transformovanou kulturou dany pies noc do inkubatoru ES-20 (Biosan, LotySsko) na

37 °C dnem vzhtru.
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3.2.2.4 Transformace chemokompetentnich bunék E. coli

K 100 ul neplné rozmrzlych chemokompetetnich bun¢k Escherichia coli kmene TOP10
bylo pomoci automatické pipety (Eppendorf, Némecko) ptiddno 3 pl plasmidi po
rekombina¢ni reakci a inhibici klonasy pomoci proteinasy K. Zkumavky
S chemokompetetnimi buitkami a plasmidem byly mirn¢ protiepany a dany na 30 min do
nadoby s ledem. Kazdych 10 min byly opakovan¢ mirné protiepany pro lepsi ucinnost.
Po 30 minutach byly zkumavky s kulturou a plasmidy vlozeny do termobloku
ThermoCell Cooling & Heating Block (Bioer, Cina) predehiatého na 42 °C a ponechany
zde 60 s. Po teplotnim Soku byly zkumavky s kulturou a plasmidem pieneseny na led kde
byly 60 s.

Poté bylo v aseptickém prostiedi laminarniho boxu (Merci, Brno) pfidano do kazdé
zkumavky s kulturou 150 ul S.0.C. média. Vrsky zkumavek s kulturou byly pielepeny
parafilmem, ptipevnény k podlozce a ponechany kultivovat v inkubatoru ES-20 (Biosan,
Lotyssko) pti 37 °C na 200 rpm po dobu 90 min. Poté byla kultura ze zkumavek sterilné
pienesena pomoci automatické pipety (Eppendorf, Némecko) se sterilni Spickou na
piedem pfipravené Petriho misky stuhym LB médiem s obsahem specifickych
selek¢nich antibiotik dle transformovaného plasmidu a rozetiena jednorazovou plastovou

bakteriologickou klickou po povrchu média.

Po kompletnim rozetfeni kultury v S.0.C. médiu po povrchu tuhého LB média
s obsahem antibiotik byly Petriho misky s transformovanou kulturou dany pies noc do
inkubatoru ES-20 (Biosan, LotySsko) na 37 °C dnem vzhru.

3.2.3 PCR Kkolonii

Kolonie bakterii E. coli, které rostly na tuhém LB médiu s pfidavkem selekéniho
antibiotika specifického pro dany plasmid byly steriln€, pomoci $pi¢ek od pipety,
preneseny do 10 ul sterilni PCR H2O v PCR zkumavkach. Pomoci automatické pipety
(Eppendorf, Némecko) byla $pic¢ka parkrat proplachnuta v PCR H20, aby byla jistota, ze
byla pienesena celd kolonie. Zkumavky s PCR Hz0 a koloniemi byly fadn¢ promichany

a kratce stoceny na centrifuze MyFuge™ Mini (Benchmark Scientific, USA).
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Poté byla pfipravena reakéni smés o celkovém objemu 10 pl. Slozeni reakéni smési je
nasledujici: 6,75 ul PCR H:0, 0,2 ul dNTPs (10 mmol-17?), 0,5 ul primert predni/zadni
(10 mmol 1Y), 1 pl DreamTaq 10x buffer (Invitrogen, Loty$sko) a 0,05 pl DreamTaq
DNA polymerasy (Invitrogen, LotySsko). Reakéni smés byla prenesena pomoci
automatické pipety (Eppendorf, Némecko) do PCR zkumavek po 9 ul do kazdé

zkumavky, a nakonec bylo pfidano 1 pl vzorku.

Zkumavky sreakéni smési byly fadné promichany opakovanym nabiranim a
vpousténim smési pomoci automatické pipety (Eppendorf, Némecko), kratce stoeny na
centrifuze MyFuge™ Mini (Benchmark Scientific, USA) a diny do termocycleru T100™
Thermal cycler (Bio-Rad, USA). Byl nastaven program pro pribéh PCR (Tab. 2).
Po pribéhu PCR bylo nutné provést agarosovou gelovou elektroforézu

(viz kapitola 3.2.11).

Tab. 2 Teplotni program pro prabéh PCR kolonii

Pocet opakovani

Faze Teplota Cas e
(°0) (min)

Uvodni denaturace 95 °C 2’ 1

Denaturace 95 °C 0,5

Nasednuti primert 58 °C 0,5 35

Extenze 72 °C 3’

Zavére¢na extenze 72 °C 10’ 1

Zchlazeni 4 °C o 1
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3.2.4 1zolace plasmidové DNA

3.2.4.1 1zolace plasmidu pomoci miniprep P1P2P3

Na ziskani plasmidové DNA byla pouzita pfes noc narostla kulturu E. coli
transformovana ptislusnym plasmidem v LB médiu s obsahem selek¢niho antibiotika.
Obsah antibiotika zajiStoval, ze narostou jen bunky E. coli, které jsou spravné
transformované ptisluSnym plasmidem. Do uzaviratelnych zkumavek o objemu 2 ml bylo
pomoci automatické pipety (Eppendorf, Némecko) pteneseno 2 ml kultury. Zkumavky
s kulturou se nasledné centrifugovaly v centrifuze Spectrafuge 24D Digital Lab
Microcentrifuge (Labnet, USA) pii pokojové teploté, po dobu 3 min, na 3000 g.
Po centrifugaci byl odlit supernatant a bylo pfidano 250 ul P1 pufru. P1 pufr byl pied
pouzitim smichan s 1 ul RNAsy H (New Englands BioLabs®, UK) na 1 ml P1 pufru.
Pelet sPl pufrem byl resuspendovan za vyuziti vortexu Genie 1
(Scientific Industries, USA).

Poté bylo k resuspendovanému peletu dodano 250 pl P2 pufru. P2 pufr zajistuje lyzi
buné¢k a nesmi pasobit déle nez 5 minut. Nakonec bylo ptidano 250 ul P3 pufru. P3 pufr
zajist'uje neutralizaci a vysrazeni bunécnych stén. Zkumavky s pufry a resuspendovanym
peletem byly vlozeny do centrifugy Spectrafuge 24D Digital Lab Microcentrifuge
(Labnet, USA) a stoCeny pii pokojové teploté, po dobu 10 min, na 15600 g.
Po centrifugaci bylo ptidano 750 pl isopropanolu pro vysrazeni DNA.

Zkumavky se vzorky byly ponechany stat pii pokojové teploté 5 min. Nasledn¢ byly
vzorky pieneseny do centrifugy Spectrafuge 24D Digital Lab Microcentrifuge (Labnet,
USA) a sto¢eny pii pokojové teploté na 15 600 g, 10 min. Supernatant byl odlit a pelet
resuspendovan v 1 ml na led¢ pfedchlazen¢ho 75% ethanolu a dany opét centrifugovat

pii pokojové teploté, po dobu 5 min, na 5 200 g.

Nésledné byl supernatant odlit a jeho zbytky opatrné odstranény automatickou
pipetou. Zkumavky se vzorky byly pro odpateni zbytkl ethanolu ponechany oteviené na
ledu. Nakonec bylo ke kazdému vzorku pfidano 50 pl H.O bez obsahu DNAse/RNAse a
vzorky byly uloZeny do mrazaku na - 20 °C.

40



3.2.4.2 1zolace plasmidu pomoci QlAprep Spin Miniprep Kit

Na ziskani plasmidové DNA byla pouzita pfes noc narostla kulturu E. coli
transformovana ptisluSnym plasmidem v LB médiu s obsahem selek¢niho antibiotika.
Obsah antibiotika zajiStoval, ze narostou jen bunky E. coli, které jsou spravné
transformované ptisluSnym plasmidem. Do uzaviratelnych zkumavek o objemu 2 ml bylo

pomoci automatické pipety (Eppendorf, Némecko) pteneseno 2 ml kultury.

Zkumavky s kulturou se nasledné stoCily v centrifuze Spectrafuge 24D Digital Lab
Microcentrifuge (Labnet, USA) pii pokojové teploté, po dobu 3 min, na 3000 g. Po
centrifugaci byl odlit supernatant a k ptidano 250 pl P1 pufru. P1 pufr byl pied pouzitim
smichan s 1 ul RNAsy H (New Englands BioLabs®, UK) na 1 ml P1 pufru. Pelet s P1
pufrem byl resuspendovan za vyuziti vortexu Genie 1 (Scientific Industries, USA). Poté
bylo k resuspendovanému peletu ptidano 250 pl P2 pufru. Nakonec bylo piidano 250 ul
P3 pufru. Zkumavky s pufry a resuspendovanym peletem byly vlozeny do centrifugy
Spectrafuge 24D Digital Lab Microcentrifuge (Labnet, USA) a stoCeny pii pokojové
teploté, po dobu 10 min, na 15 600 g.

Supernatant byl po centrifugaci prenesen pomoci automatické pipety (Eppendorf,
Némecko) do kolonek urcenych k zachytu plasmidové DNA (Qiagen, Némecko) a
kolonky se supernatantem byly vlozeny do centrifugy Spectrafuge 24D Digital Lab
Microcentrifuge (Labnet, USA) a stoeny pii pokojové teploté, po dobu 1 min, na

5600 g. Protecena tekutina byla jimana do spodni ¢asti kolonek a po stoceni odlita.

Nasledné bylo pipetou (Eppendorf, Némecko) piidano 750 ul pufru PE na povrch
kolonky. Kolonky snavazanou plasmidovou DNA byly pfecistény timto pufrem
stoGenim v centrifuze Spectrafuge 24D Digital Lab Microcentrifuge (Labnet, USA) pti
pokojové teploté, po dobu 1 min, na 5600 g. Zbytky proteceného PE pufru byly odlity a
kolonky, pro odstranéni zbytkt PE pufru, stoCeny jesté jednou.
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Nakonec bylo na povrch kolonek aplikovano pomoci automatické pipety (Eppendorf,
Némecko) 50 pl ¢isté sterilni HO uré¢ené pro PCR. Voda zde slouzila pro uvolnéni DNA
z kolonky a jeji eluci. Kolonky s nanesenou H,O se ponechaly stat pii pokojové teploté 1
min a nasledné byly sto¢eny na centrifuze Spectrafuge 24D Digital Lab Microcentrifuge
(Labnet, USA) pti pokojové teploté, po dobu 1 min, na 5600 g. Po stoceni byla kolonka
vyjmuta ze zkumavky pod ni a H>.O s plasmidovou DNA byla uloZena do mrazaku na

- 20 °C pro dalsi pouziti.

3.2.5 Restrikéni Stépeni plasmidi

K ovéteni spravného pribéhu BP a LR reakce je potieba vznikly plasmidovy vektor
ovétit pomoci $tépeni specifickou restrikéni endonukleasou. Stépeni poskytuje nasledné
fragmenty urcité velikosti, které se daji predikovat za pouziti softwaru ApE — A plasmid
Editor v2.0.37 (M.W. Davis, USA). Fragmenty poté detekujeme pomoci gelové

elektroforézy a porovnadme s predikovanou verzi.

Pro otestovani ,,entry* klonit pDONR221 SAMK cDNA a gDNA a pDONR-P2R-P3
SAMK cDNA a gDNA byl pouzit enzym BsmAl (New England BioLabs®, UK). Reakéni
smés o vysledném objemu 10 pl byla slozena: z 6,9 ul PCR H20, 1 ul 10x CutSmart
Buffer (New England BioLabs®, UK), 0,1 ul restrikéniho enzymu BsmAI (New England
BioLabs®, UK) a 2 ul ,entry“ klona po BP reakci rozpusténych v PCR HO.
Po pridani vech slozek smési byly PCR zkumavky vlozeny do termocycleru T100™
Thermal cycler (Bio-Rad, USA) nastaveného na konstantni teplotu 37 °C na 1 h nebo do
inkubatoru (37 °C).

Pro ovéfeni expresnich kloni pGWB454 a pPGWB455 SAMK cDNA a gDNA po LR
reakci byl pouzit enzym Pstl Fast Digest (ThermoFisher Scientific, USA). Reak¢ni smés
o vysledném objemu 10 pl byla sloZena: z 6,9 ul PCR H20, 1 pl 10x FastDigest Buffer
(ThermoFisher Scientific, USA), 0,1 pul restrikéniho enzymu Pstl Fast Digest
(ThermoFisher Scientific, USA) a 2 ul jednotlivych expresnich klonii po LR reakci
rozpusténych v PCR H20. Po pfidani vSech sloZzek smési byly PCR zkumavky vlozeny
do termocycleru T100™ Thermal cycler (Bio-Rad, USA) nastaveného na konstantni
teplotu 37 °C na 1 h nebo do inkubatoru (37 °C).
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Po ukonceni restrikéniho Stépeni byly vzorky pfipraveny na agarosovou gelovou
elektroforézu. Vzorky expresnich vektort st€penych Pstl byly rovnou ptipravené na
elektroforézu diky obsahu kontrastni latky v pufru 10x FastDigest Buffer (ThermoFisher
Scientific, USA). Do jamek v 1% agarosovém gelu bylo naneseno pomoci automatické
pipety (Eppendorf, Némecko) 6 ul. V ptipad¢ pouziti restrikéniho enzymu BsmAlI bylo
odebrano pomoci automatické pipety (Eppendorf, Némecko) 5 pul zreakéni smési
a ptidano 1 ul 6x DNA Loading Dye (Invitrogen, USA), nasledné naneseno do jamek v

1% agarosovém gelu a provedena elektroforéza (viz kapitola 3.2.11).

3.2.6 Piiprava Agrobacterium tumefacines pro dalsi pouziti

3.2.6.1 Priprava chemokompetetnich Agrobacterium tumefaciens

Pro ptipravu chemokompetetnich bun¢k A. tumefaciens kmene GW3101 bylo potieba mit
piipravenou kryokonzervu, ktera se skladuje pifi - 80 °C v mrazdku. Pro ptipravu
chemokompetentnich bun¢k A. tumefaciens je tfeba pracovat asepticky v laminarnim

boxu (Merci, Brno) se sterilnimi nastroji.

Kryokonzervy A. tumefaciens kmen GW3101 byly ponechany rozmrznout na ledu a
nasledné pomoci automatické pipety (Eppendorf, Némecko) naneseny na povrch tuhého
LB média s obsahem antibiotika rifampicin a rozetieny pomoci bakteriologické kli¢ky
po LB médiu. Na rifampicin je tento kmen A. tumefaciens rezistentni. Takto piipravené
Petriho misky s bakteriemi byly dany do inkubatoru ES-20 (Biosan, Loty$sko) na 28 °C
pies noc. Druhy den byly narostlé kolonie A. tumefaciens nao¢kovany pomoci sterilniho
dfevéného paratka do plastovych kultivac¢nich tub o objemu 50 ml s 5 ml tekutého LB
média s obsahem rifampicinu. Naockované LB médium v plastovych kultiva¢nich tubach
bylo umisténo do inkubéatoru ES-20 (Biosan, LotySsko) a kultura kultivovana pii 28 °C,
160 rpm pfes noc.

Nasledujici den bylo naockovdno 0,5 ml kultury kultivované pies noc do
Erlenmeyerovy banky s 50 ml tekut¢ého LB média s obsahem rifampicinu. Banky
s kulturou v LB médiu byly dany do inkubatoru ES-20 (Biosan, Loty$sko) na 28 °C,
160 rpm a prubézné bylo v kyvetich méfeno ODgoonm Ve spektrofotometru SmartSpec
3000 UV/VIS (Bio-Rad, USA) do naméfeni hodnoty ODeoonm = 0,5-1,0.
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Po naméfeni hodnoty ODsoonm byla kultura A. tumefaciens kmene GW3101 sterilné
prelita do 50 ml plastovych tub a ponechéna stat 15-30 min na ledu. Nasledné byly
plastové tuby s kulturu dany do centrifugy Allegra® 64R High-Speed Centrifuge
(Beckman Coulter®, USA) piedchlazené na 4 °C a stoceny pii 3000 g po dobu 5 min.
Po stoceni byly supernatanty odlity a pelety rozpustény ve 2 ml roztoku CaCl>

(20 mmol-1*) vychlazeného na 4 °C a inkubovény na ledu 1-6 hodin.

Po inkubaci byl pfidan ke kultufe chemokompetentnich bun¢k A. tumefaciens kmene
GWa3101 glycerol, tak aby jeho vysledna koncentrace byla 20 %. Poté bylo do sterilnich
pfedchlazenych, uzaviratelnych, plastovych zkumavek o objemu 2 ml pfeneseno 100 pl
kultury chemokompetetnich bunék. Nakonec byly zkumavky s kulturou zmrazeny

v tekutém dusiku a skladovany v mrazaku pfti - 80 °C.

3.2.6.2 Transformace Agrobacterium tumefaciens teplotnim Sokem

Konzervy chemokompetatnich bunék A. tumefaciens kmene GW3101 v2 ml
uzaviratelnych zkumavkach, umisténych v mrazaku na - 80 °C, byly vytazeny a
ponechany na ledu rozmrznout. Nasledné bylo steriln€ v laminarnim boxu (Merci, Brno)
piidano pomoci automatické pipety (Eppendorf, Némecko) k rozmrznutym kulturam 1 ul
plasmidové DNA po izolaci a ¢isténi pomoci miniprep P1P2P3 nebo QIAprep Spin
Miniprep Kit.

Bakterialni kultura A. tumefaciens byla spole¢né s plasmidovou DNA ponechana na
ledu 30 min. Co 10 min byla zkumavka s kulturou a plasmidovou DNA jemné protiepana.
Po uplynuti 30 min byly zkumavky s bakterialni kulturou a plasmidovou DNA vlozeny
do tekutého dusiku na 5 min. Po teplotnim Soku byly zkumavky s bakterialni kulturou a
plasmidovou DNA vytazeny z tekutého dusiku a ponechany 15 min na ledé k rozmrznuti.
Po rozmrznuti bylo do zkumavek ptidano pomoci automatické pipety (Eppendorf,
Némecko) 150 ul S.0.C. média, zkumavky byly oblepeny parafilmem a dany do
inkubatoru ES-20 (Biosan, Lotyssko) 28 °C, 200-220 rpm na 2-4 hod.
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Poté byla kultura ze zkumavek steriln€ pienesena v lamindrnim boxu (Merci, Brno)
pomoci automatické pipety (Eppendorf, Némecko) se sterilni Spickou na predem
pfipravené Petriho misky s tuhym LB médiem s obsahem specifickych selekénich
antibiotik dle transformovaného plasmidu a rifampicinu a rozetfena jednorazovou
plastovou bakteriologickou kli¢ckou po povrchu média. Po kompletnim rozetfeni kultury
v S.0.C. médiu po povrchu tuhého LB média s obsahem antibiotik, byly takto pfipravené
Petriho misky s transformovanou kulturou dany na 48 hod do inkubatoru ES-20

(Biosan, LotysSsko) na 28 °C dnem vzhdru.

3.2.7 Transientni transformace lista Nicotiana benthamiana

K rychlému zjisténi, zda se spravné tvoii proteinovy produkt kdédovany navrzenou
plasmidovou DNA slouzi heterologni transientni transformace listd N. benthamiana
pomoci A. tumefaciens nesouci rekombinovany plasmid. Vyhodou této metody je rychlé

zjisténi funk¢nosti celého systému pro dalsi pouziti.

Kultura A. tumefaciens nesouci plasmid s konstruktem a udavajici rezistenci
K urc¢itému antibiotiku byla o¢kovana do tekutého LB média. K 20 ml LB média ve
sterilnich plastovych zkumavkéach o objemu 50 ml s pfisluSnym antibiotikem o urcité
koncentraci (Tab. 3) bylo pomoci automatické pipety sterilné piidano 15 pl zasobniho
roztoku kultury A. tumefaciens nesouci dany plasmid. Spole¢né s tim bylo pfipraveno
1 ml tekutého LB média bez bakterialni kultury pouze s antibiotiky slouzici jako
referencni roztok. Zkumavky s LB médiem a kulturami byly vlozeny do inkubatoru

ES-20 (Biosan, Lotyssko) a kultivovany pies noc pti 150 rpm a 28 °C.

Tab. 3 Antibiotika pro selekci A. tumefaciens nesouci dany plasmid

Plasmid Antibiotikum Finalni koncentrace

p19 Kanamycin 25 ug-ml?
Rifampicin 100 pg'ml*

pGWB454 a pGWB455 Spektinomycin 100 pg-ml*
Rifampicin 100 pg'ml™
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Druhy den bylo zméteno ODego vV 1 ml pies noc rostlé kultury A. tumefaciens pomoci
spektrofotometru SmartSpec 3000 UV/VIS (Bio-Rad, USA) oproti referenénimu roztoku.
Nasledn¢ byly zkumavky s bakteridlni kulturou vlozeny do centrifugy Allegra® 64R
High-Speed Centrifuge (Beckman Coulter®, USA) vychlazené na 4 °C a sto¢eny po dobu
10 min pii 3000 g. Po stoceni byl odlit supernatant a pelet resuspendovan na vortexu
Genie 1 (Scientific Industries, USA) v 1 ml sterilniho inokula¢niho média pridaného

pomoci automatické pipety (Eppendorf, Némecko).

Z resuspendovaného roztoku bakterialni Kultury v inokulaénim médiu bylo sterilné
odebrano 50 pl pomoci automatické pipety (Eppendorf, Némecko), ptidano do kyvety
S 450 pul cistého inokulacniho média a promichano. Nasledné bylo zméteno ODeoo Na
spektrofotometru SmartSpec 3000 UV/VIS (Bio-Rad, USA) oproti 0,5 ml referen¢niho
roztoku tvofeného c¢istym inokulaénim médiem. Vyslednd hodnota ODsgo byla
vyndsobena 10x a roztok s bakterialni kulturou byl nafedén ¢istym inokula¢nim médiem
do hodnoty ODeggo = 0,7 v 1 ml. Pfi kombinovani riiznych bakterialnich kultur do jednoho
inokula¢niho média byla potieba ptepocist jednotlivé bakterialni kultury tak, aby hodnota
ODeoo pro jednotlivé kultury byla 0,7 v 1 ml inokulaéniho média. Takto natedéné kultury

Vv inokula¢nim médiu byly dany do tmy na 2-4 hod pti pokojové teploté.

Do spodni strany listd rano zalitych rostlin N. benthamiana byly pomoci ¢isté plastové
stiikacky opatrné vtlaceny kultury A. tumefaciens v inokula¢nim médiu. Zalité rostliny
N. benthamiana oteviraji své pruduchy. Pro snadné&jsi vtlaceni kultury je tento krok nutny.

Z6ny inokulace byly vyznaéeny z vrchni strany listi pomoci fixu.

46



3.2.8 Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie

Pro ucely lokalizace tvorby SAMK a jinych proteint ve fuzi s fluorescenénimi proteiny
v N. benthamiana byl pouzit konfokalni laserovy skenovaci mikroskop LSM 710 Axio
Imager 2 (Zeiss, Némecko). Snimky byly pofizovany za pouziti objektivu
Plan Apochromat 20x/0,8 M27 (Zeiss, Némecko).

Pro pozorovani Zivého materidlu v konfokalnim laserovém skenovacim mikroskopu
(Zeiss, Némecko) byl potieba zhotovit preparat. Za pouziti Cistych laboratornich ntizek
byla z listu transientn¢ transformovaného listu N. benthamiana vystfizena oblast od mista

aplikace inokula aZ po hranici, kam roztok inokula doputoval.

Posléze byla tato ¢ast listu pfenesena pomoci ¢isté pinzety na podlozni sklo tak, aby
byla spodni (abaxialni) strana listu smérem nahoru. Na podloznim sklu byla po stranach
nalepena oboustranna lepici paska. Nasledné byla pomoci automatické pipety
(Eppendofr, Némecko) nanesena kapka destilované H>O na abaxialni stranu listu a byl
piekryt sklem krycim. Nakonec byly okraje kryciho skla piekryty uzkym péasem
parafilmu tak, aby se HO neodpafovala. Pfipraveny preparat byl vlozen do vlhké

komiirky.

Snimky bunék listt N. benthamiana byly pofizovany 3-6 den po transientni
transformaci za pouziti vySe zminéného mikroskopu a objektivu. Pro snimani byly
pouzity rizné softwarové aplikace programu ZEN (black edition) v3.0 (Zeiss, Némecko)
napf. pro snimani vice optickych rovin jedné buiiky byla pouzita aplikace ,,Z-stack®. Pro
zjisténi, zda je burika ziva ,,Time Series”. Nakonec byly snimky upraveny v softwaru
ZEN (blue edition) v3.0 (Zeiss, Némecko).
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3.2.9 Priprava konstrukti SAMK gRNA

Pro ptipravu linii M. sativa SAMK gRNA a otestovani u¢innosti konstruktd bylo potieba
navrhnout nekolik sad specifickych primert s PAM sekvenci, které byly komplementarni
vici exonu 1 genu SAMK. Pro tento ucel byl pouzit software Crispr-P v2.0 (Huazhong
Agricultural University, Cina) dle prace Yang et al., z roku 2014.

V prvnim kroku bylo potieba sekvenci SAMK gRNA vlozit do ,.entry” klonu pro
naslednou LR rekombinacni reakci do destina¢niho vektoru pDe-Cas9. Pro vytvoteni
Lentry  klonu byl pouzit linearizovany pteisteny plasmidovy  vektor
pEn-Chimera (5 ng-ul™). Nasledné byla sekvence SAMK gRNA do plasmidového vektoru
pENn-Chimera vloZena pomoci T4 DNA ligasy (ThermoFisher Scientific, USA). Reakéni
smés o vysledném objemu 20 pl byla slozena: z 4 ul pEn-Chimera, 8 pl SAMK gRNA,
2 pl pufru 10x T4 DNA ligase (ThermoFisher Scientific, USA), 2 ul T4 DNA ligasy
(ThermoFisher Scientific, USA) a 4 ul PCR H0. PCR zkumavky s reakéni smési byly
inkubovany 10 min pti 22 °C v termocycleru T100™ Thermal cycler (Bio-Rad, USA).
Po ukonéeni ligace byly vzniklé ,.entry*“ klony transformovany elektroSokem do

elektrokompetentnich bunék E. coli TOP10 (viz. kapitola 3.2.2.3).

Tab. 4 Sekvence primert pro tvorbu SAMK gRNA

Nazev primeru Sekvence

SAMK gRNA T1_Fwl 5-ATTGCCGGCGGTTCAAACTCACGG-3’
SAMK gRNA T1_Revl 5"-AAACCCGTGAGTTTGAACCGCCGG-3’
SAMK gRNA T2_Fw1l 5-ATTGCGTCCTCCGATCATGCCGAT-3’
SAMK gRNA T2_Revl 5"-AAACATCGGCATGATCGGAGGACG-3’
SAMK gRNA T3_Fw1l 5-ATTGCCGCCGTGAGTTTGAACCGC-3’
SAMK gRNA T3 _Revl 5"-AAACGCG GTTCAAACTCACGGCGG-3’
SAMK gRNA T5_Fw1l 5-ATTGCGGCGTCGCTGAGTTTCCGG-3’

SAMK gRNA T5_Revl 5'-AAACCGTCGCTGAGTTTCCGGCGG-3’
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Nasledné byly transformované bunky E. coli TOP10 nesouci jednotlivé ,,entry klony
pEn-Chimera + SAMK gRNA sterilné ptfeneseny V laminarnim boxu (Merci, Brno)
na pevné LB médium se selekénim antibiotikem a rozetfeny bakteriologickou klickou po
jeho povrchu. Takto ptipravené Petriho misky s kulturou transformovanych bakterii byly

vlozeny ptes noc do inkubatoru ES-20 (Biosan, Lotyssko) na 37 °C dnem vzhtru.

Dalsi den byly pozitivni kolonie naockovany do zkumavek se 3 ml tekutého LB média
a kultivovany (pfes noc, 37 °C, 180 rpm) v inkubatoru ES-20 (Biosan, Lotyssko).
Posléze byly z bakterii izolovany a piecistény pomoci QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen, Némecko) jednotlivé plasmidové vektory pEn-Chimera + SAMK gRNA
a pouzity do LR reakce. Pro vytvofeni expresniho klonu byla piipravena reakéni smés do
PCR zkumavek o vysledném objemu 5 pl skladajici se: z 1 pul precisténého ,,entry* klonu
pEn-Chimera + SAMK gRNA, 1 ul plasmidového vektoru pDe-Cas9, 2 ul TE pufru
(pH 8) a1 pul LR Clonase™ II Plus enzyme (Invitrogen, USA). PCR zkumavky se smési
byly kratce stoCeny na centrifuze MyFuge™ Mini (Benchmark Scientific, USA) a dany
do termocycleru T100™ Thermal cycler (Bio-Rad, USA) pies noc na 25 °C. Dalsi den
bylo ptidano 0,5 ul Proteinasy K (ThermoFisher Scientific, USA) a prob¢hla inkubace v
termocycleru T100™ Thermal cycler (Bio-Rad, USA) nebo inkubatoru na 10 min pii

37 °C pro deaktivaci klonasy.

Po ukonceni reakce byly vzniklé expresni klony transformovany elektroSokem do
elektrokompetentnich bunék E. coli TOP10 (viz. kapitola 3.2.2.3). Nasledn¢ byly
transformované bunky E. coli TOP10 nesouci jednotlivé expresni klony pDe-Cas9 +
SAMK gRNA steriln¢ v lamindrnim boxu (Merci, Brno) preneseny na pevné LB médium
se selek¢nim antibiotikem a rozetfeny bakteriologickou klickou po jeho povrchu. Takto
piipravené Petriho misky s kulturou transformovanych bakterii byly vlozeny pies noc do
inkubatoru ES-20 (Biosan, Loty$sko) na 37 °C dnem vzhtru. Dalsi den byl pozorovan

narust bakterialnich kolonii.
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Bunky E. coli TOP10 nesouci jednotlivé expresni klony byly testovany na jejich
ptfitomnost pomoci PCR kolonii se specifickymi primery SS42/SS43 (Tab. 5)
s ocekavanou velikosti pasu viditelného na 1% agarosovém gelu po elektroforéze
1100 bp (viz kapitola 3.2.11). Nasledné byly pozitivné testované kolonie o¢kovany do
tekutého LB média a inkubovany pies noc v inkubatoru ES-20 (Biosan, Lotys$sko) pii 37
°C, 180 rpm. Z bakterialni kultury byly odebrany 2 ml a z nich izolovany a ptecistény
expresni klony pomoci QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Némecko).

Precisténé expresni klony byly transformovany pomoci teplotniho Soku do
A. tumefaciens kmene GW3101 (viz. kapitola 3.2.6.2) a kultury byly selektované 48 hod
V Petriho miskach s pevanym LB médiem s obsahem antibiotik v inkubatoru ES-20
(Biosan, Lotyssko) pii 28 °C. Nasledné byla provedena PCR selektovanych kolonii za
pouziti specifickych primerta SS42/SS43. Na nasledné 1% agarosové gelové elektroforéze
byly ocekavany pasy o velikosti 1100 bp (viz kapitola 3.2.11). Pozitivni kolonie
A. tumefaciens nesouci expresni klony pDe-Cas9 + SAMK gRNA T1, T2 a T5 byly
posléze pouzity k otestovani funk¢énosti pomoci stabilni transformaci M. sativa RSY
(viz kapitola 3.2.12).

3.2.10 Genotypizace transgennich rostlin Medicago sativa

Pro ovéfeni pritomnosti nami piipraveného konstruktu v rostlin¢ M. sativa slouzi metoda
genotypizace. Tato metoda je zalozena na klasické PCR se specifickymi primery
(Tab. 5) nasedajicimi na lemujici sekvenci nami pfidaného konstruktu a amplifikujici

tento segment nachazejici se v rostling.

Do plastovych zkumavek urcenych na PCR bylo automatickou pipetou (Eppendorf,
Némecko) pfidano 20 pl rozied'ovaciho pufru F-130 Phire Plant Direct PCR Kit
(ThermoFisher Scientific, USA). Nasledné pomoci sterilnich nizek byly odstfizeny
kousky listti (2x2 mm) rostlin M. sativa transformovanych konstrukty SAMK gRNA T1,
T2 a T5, 35S::SAMK:mRFP a 35S::mRFP:SAMK a vlozeny do PCR zkumavek
sroziedovacim pufrem. Pomoci sterilni plastové Spicky byly kousky listh
Vv rozied’ovacim pufru rozdrceny a promichany. PCR zkumavky se vzorky byly dany na
led na 1 hod a kratce stoceny na centrifuze MyFuge™ Mini (Benchmark Scientific, USA).
Cisty supernatant byl pomoci automaticky pipety (Eppendorf, Némecko) pienesen do

novée plastové PCR zkumavky.
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Nasledn¢ byla pfipravena reakéni smes pro genotypizaci vzorkll. Ke genotypizaci
vzorkd listd rostlin M. sativa transformovanych konstrukty 35S::SAMK:mRFP a
35S::mRFP:SAMK byl pouzit pfedni primer CaM V35S a zpétny SS129. K vzorkim listt
rostlin M. sativa transformovanych konstrukty SAMK gRNA T1, T2 a T5 byl pouzit
predni primer SS42 a zpétny SS43 nasedajici na vektor pDeCAS9. Jako pozitivni
kontroly obsahu genomové DNA ve vzorcich byly pouZity v obou pfipadech specifické
primer pary na usek intronu 3 genu MMK3 M. sativa (Tab. 5).

Po namichéani PCR reak¢ni smési o vysledném objemu 10 pl skladajici se z: 5,6 pl
PCR H0, 2 ul 5x Phire pufru, 0,2 pl dNTP (10 mmol-1?), 0,5 pl ptedniho a zp&tného
primeru (10 mmol-17), 0,2 pl Phire DNA polymerasy a 1 pl templatové DNA ze vzorki
listi rostlin M. sativa transformovanych konstrukty  35S::SAMK:mRFP,
35S::mRFP:SAMK a SAMK gRNA byl spustén PCR cyklus (Tab. 6) v termocycleru
T100™ Thermal cycler (Bio-Rad, USA). Po dokonéeni PCR byly vzorky pfipraveny na

agarosovou gelovou elektroforézu (viz kapitola 3.2.11).

Tab. 5 Sekvence primerti pouzitych pro genotypizaci transgennich rostlin M. sativa

Néazev primeru Sekvence

SS42 5'-TCCCAGGATTAGAATGATTAGG-3’
SS43 5'-CGACTAAGGGTTTCTTATATGC-3’
CaMV35S 5"-CTCCTCGGATTCCATTG-3’

SS129 (M13) 5"-CACAGGAAACAGCTATGAC-3’
MMK3 13_Fwl 5"-TGGGGAGCTTACTGATATAG-3’
MMK3 13 _Revl 5'-AGATCTCGGTGCAAAAC-3’
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Tab. 6 Teplotni program PCR uréeného ke genotypizaci transgennich rostlin M. sativa

Faze Teplota Cas Pocet opakovani
(°0) (min) faze

Uvodni denaturace 98 °C 0,5 1

Denaturace 98 °C 0,5

Nasednuti primert 60 °C 0,5 35

Extenze 72 °C 1

ZaveéreCna extenze 72 °C 10’ 1

Zchlazeni 12 °C o0 1

3.2.11 Agarosova gelova elektroforéza

Po priibéhu PCR, genotypizace, Stépeni plasmidli nebo rekombinacnich reakci bylo nutné
provést pro ovefeni spravnosti vzniklych produkti agarosovou gelovou elektroforézu.
Pro vizualizaci vzniklych DNA produkti bylo tfeba vzorky pfipravit. Pomoci
automatické pipety (Eppendorf, Némecko) byla vytvofena smées. K 1 ul produktu bylo
piidano 4 ul PCR H20 a 1 pl 6x DNA Loading Dye (Invitrogen, USA). Do jamek pfedem
ptipraveného a ztuhlého 1% agarosového gelu bylo pomoci automatické pipety
(Eppendorf, Némecko) naneseno 6 pl takto ptipravenych vzorkl. Zleva i zprava bylo
naneseno do jamek 1,5 pl standardu GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen,
USA). Gel byl pii nanaseni vzorkt a nasledné elektroforéze umistén v aparatuie s 1Xx TAE

pufrem.

Elektroforéza probihala v aparatufe Sub-Cell® GT Cell (Bio-Rad, USA) pfipojené ke
zdroji napéti PowerPacTM Basic (Bio-Rad, USA) pii 90 V, 400 mA po dobu 30-50 min.
Cas elektroforézy se li§il v zavislosti na potiebé vizualizace a separace produkti.
Gel se separovanymi vzorky po elektroforéze byl vyjmut a vyhodnocen v zéznamovém
zatizeni Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad, USA) programem Image Lab™ Software
(Bio-Rad, USA).
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3.2.12 Stabilni transformace Medicago sativa a somaticka

embryogeneze

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

podminkach v laminarnim boxu (Merci, Brno).

Nastroje pro praci byly v prubéhu opétovné sterilizovany 96% ethanolem
a teplotnim sterilizatorem (Schuett-biotec.de solaris, Némecko). Kultivace kontrolnich
1 transgennich explantati, kalusii, embryi 1 nové vzniklych rostlin probihala v kultiva¢ni
mistnosti H220 (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie) za konstantnich podminek
(21 °C, fotoperioda 16/8, vlhkost 70 %, intensita svétla 80 pmol.m?2.s%).

3.2.12.1 Sterilizace rostlinného materialu Medicago sativa

Neposkozené listy ze 3-4 tydnua starych rostlin vojtésky seté (M. sativa) kultivar RSY
byly odebrany a sterilizovany v 70% ethanolu po dobu 10 s. Nasledné za pomoci sterilni
pinzety piesunuty do roztoku 10% hypochloridu sodného s pfidavkem Tween 20
(0,05% wi/v) a michany po dobu 1,5 min. Nakonec byly 3x promyty ve sterilni H>O.

Pro naslednou transformaci byly jednotlivé sterilni listky rozdéleny na polovinu a
vlozeny do 50 ml uzaviratelné zkumavky. Do zkumavky bylo pfidano 12 ml SH média
s3 ml kultury A. tumefaciens nesouci dané vektory pro transformaci. Kultura
A. tumefaciens byla kultivovana v inkubatoru ES-20 (Biosan, Lotys$sko) pii 180 rpm,
28 °C, pred pridanim pies noc v tekutém LB médiu s obsahem selekcnich antibiotik.
Nasledné byla sto¢ena na centrifuze Allegra® 64R High-Speed Centrifuge (Beckman
Coulter®, USA) na 3 000 g 5 min a pelet byl suspendovan v ¢istém tekutém LB médiu.
Nasledné bylo zméteno ODsoo Spektrometrem SmartSpec 3000 UV/VIS (Bio-Rad, USA),
které ma mit kultura bakterii pro transformaci 0,6-0,8. Ve zkumavce s SH médiem a
bakterialni kulturou byly listky ponechdny za jemného michéni 30 min a poté preneseny

na sterilni filtracni papir k osuseni a na ¢isté BSH médium.
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3.2.12.2 Kultivace M. sativa na BSH médiu

Dediferenciaéni B5H kultivaéni médium bylo pfipraveno dle navodu v protokolu
(Samac a Austin-Phillips, 2006). Médium obsahuje zejména ristové regulatory, auxiny
a cytokininy, které iniciuji tvorbu kalusu. Od kapaliny zbavené pulky listd po
transformaci A. tumefaciens byly pteloZzeny na Petriho misku s dediferenciaénim B5H
kultivaénim médiem tak, aby byly celou svou plochou ve styku s médiem. Misky s
rostlinnym materidlem byly popsdny a steriln¢ zaizolovany paskou k zabranéni cizi
kontaminace. Kultivace na tomto médiu probihala po dobu 7 dni v kultiva¢ni mistnosti
H220 (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie) za konstantnich podminek (21 °C, fotoperioda
16/8, vihkost 70 %, intensita svétla 30-40 pmol.m?.s?).

Po uplynuti 7 dni a narastu kultury A. tumefaciens okolo a na listech vojtésky seté
(M. sativa) byly listy steriln¢ odebrany z Petriho misek s ¢istym BSH médiem do 50 ml
sterilni uzaviratelné zkumavky a 5x proplachnuty 25 ml sterilni H2O. Nésledné byly listy
osuseny od zbytk H20 na sterilnim filtranim papife a dany na BSH médium s obsahem
selekcnich antibiotik ur¢enych vnaSenym konstruktem. Petriho misky s BSH médiem s
antibiotiky a listy byly zaizolovany paskou a dany kultivovat do kultiva¢ni mistnosti
H220 (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie) za konstantnich podminek (21 °C, fotoperioda
16/8, vlhkost 70 %, intensita svétla 80 pmol.m2.s™) na 2-3 tydny.

3.2.12.3 Kultivace M. sativa na B50 médiu

Médium B50, podporujici vznik somatickych embryi bylo piipraveno dle navodu Vv
protokolu (Samac a Austin-Phillips, 2006). Vzniklé kalusy byly pielozeny na B50
médium se selekénimi antibiotiky za uc¢elem tvorby somatickych embryi, kterd se zacala

formovat po 2-3 tydnech kultivace.
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3.2.12.4 Kultivace M. sativa na MMS médiu

MMS médium indukujici rst kofenového systému ze somatickych embryi bylo
piipraveno dle protokolu (Samac a Austin-Phillips, 2006). Vznikla somaticka embrya
byla jednotliveé pfenesena a zanoifena do MMS média ze 2/3 jejich délky. V MMS médiu
s obsahem pfislusnych selekénich antibiotik byla somaticka embrya kultivovana 1-3
tydny v zavislosti na rychlosti kofenéni embryi. Nasledn¢ byla sterilné pteloZzena na

MMS médium bez selekénich antibiotik.

3.2.12.5 Kultivace M. sativa na MS médiu

MS médium, vhodné pro naslednou kultivaci nové vzniklych rostlin, bylo pfipraveno dle
protokolu (Samac a Austin-Phillips, 2006). Dle velikosti byly nové vzniklé transgenni i
kontrolni rostliny M. sativa postupné umist'ovany do vétSich Petriho misek s 45 ml MS
média, nasledné do ¢tvercovych boxi po 4-9 rostlinach, a nakonec jednotlivé do

plastovych kbelik.
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3.2.13 Western blot analyza

3.2.13.1 Extrakce proteint

Pro extrakci proteint z transgennich a kontrolnich rostlin vojtésky seté (M. sativa),
husenicku rolniho (A. thaliana) a N. benthamiana byl pouzit pufr E. Tésné pted jeho
pouzitim do ného byly pfidany inhibitory proteas Complete Tablets EDTA-free, fosfatas
— PhosSTOP a redukéni ¢inidlo (1 mol-1%) DTT (1 pl-ml?). Takto ptipraveny na ledu
chlazeny extrakéni pufr E byl pfidan ke kazdému predem Vv tekutém N, zhomogenizovanému
vzorku, ktery byl chlazen na ledu. Objem ptidané¢ho extrakéniho pufru E byl pfiblizné
100 pl na 100 mg vzorku. Nasledné byly vzorky intenzivné promichany na vortexu
Genie 1 (Scientific Industries, USA) a inkubovany na ledu za ob¢asného protfepani po
dobu 30 min. Poté byly vzorky stoeny v pfedem ptedchlazené centrifuze ScanSpeed
1730R Refrigerated microcentrifuge (Beckman Coulter®, USA; 8000 g, 20 min, 4 °C)
Vznikly supernatant, ktery obsahoval izolované proteiny byl pienesen do novych

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

3.2.13.2 Stanoveni koncentrace izolovanych proteini

Vysledna absorbance izolovanych proteinti z transgennich a kontrolnich rostlin vojtésky
seté (M. sativa), huseni¢ku rolniho (A. thaliana) a N. benthamiana byla méfena pomoci
,micro-assay“ metody. Do kazdé jamky v mikrodesticce ur¢ené k méfeni absorbance
bylo automatickou pipetou (Eppendorf, Némecko) pfidano 1 ul vzorku, 239 ul dH.O a
60 ul Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, USA). V referen¢nim vzorku
byl vzorek jednotlivych izolovanych proteini nahrazen 1 pl extrakéniho
pufru E. Vzorky byly promichany pipetou a inkubovany po dobu 10 min pfi laboratorni
teploté. Mikrodesticka se vzorky byla poté vlozena do ¢teciho zafizeni Tecan Infinite
F200 Fluorescence Microplate Reader (Tecan, USA). Vysledna absorbance byla zmétena

pii vinové délce A = 595 nm.

Zaroven byla sestavena kalibraéni kiivka, kterd byla zhotovena na zakladé méfeni
absorbanci roztokil albuminu (BSA) o znamych koncentracich (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5;
3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 50 nug-ult). Podle rovnice grafu byla poté vypodtend vysledni

koncentrace izolovanych proteind.
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3.2.13.3 SDS-PAGE

Ke vzorkim extrahovanych proteinii z transgennich a kontrolnich rostlin vojtésky seté
(M. sativa), huseni¢ku rolniho (A. thaliana) a N. benthamiana o celkovém obsahu
proteini 20 pg na 1 jamku bylo pfidano ¢inidlo 4x Laemmli Sample Buffer (BioRad,

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

Nasledné byl ke vzorkiim s pufrem 4x Laemmli Sample Buffer (BioRad, USA) pfidan
2-merkaptoethanol tak, aby jeho finalni koncentrace byla 5 %. Takto pfipravené vzorky
byly zahiaty v termobloku CHB-202 (Bioer, Cina) na 95 °C po dobu 5 min, aby probéhla
denaturace obsazenych proteinti. Mezitim byla sestavena aparatura pro elektroforézu
Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA) na provedeni SDS-PAGE.
Do elektroforetické vany byly umistény piedem piipravené 10% polyakrylamidové Stain
free gely TGX™ FastCast™ Acrylamide Solutions (Bio-Rad, USA) a vana byla doplnéna
1x elektroforetickym pufrem po rysku.

Do prvni jamky v gelu bylo automatickou pipetou (Eppendorf, Némecko) naneseno
5 ul standardu Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards (Bio-Rad, USA), do
ostatnich jamek potom jednotlivé vzorky proteinii. Aparatura byla napojena na zdroj
napéti PowerPac™ HC High-Current Power Supply (Bio-Rad, USA). Separace proteint
probihala pii konstantnim proudu (10 mA na 1 gel) po dobu 1-3 h a pfi teploté 4 °C.
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3.2.13.4 Western blot

Poté co byly proteiny rozdéleny na zaklad¢ své molekulové hmotnosti byl gel pfenesen
a promyt po dobu 10 min v 1x transferovém pufru (bez methanolu). Nasledné byly
10% polyakrylamidové Stain free gely TGX™ FastCast™ Acrylamide Solutions
(Bio-Rad, USA) srozdélenymi proteiny nasnimany na dokumentaénim zafizeni

ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad, USA).

Polyvinylidendifluoridovd  (PVDF) membriana Amersham™  HybondTM-P
(GE Healthcare, Némecko) o0 velikosti 6 x 9 cm byla nejdfive aktivovana 30 s
v methanolu. Poté byl sestaven ,,sandwich®“. V pribéhu jeho skladani byly pomoci
valecku vytlaCovany vzduchové bubliny a jeho jednotlivé komponenty byly vzdy pfedem
vlh¢eny 10 min v 1x transferovém pufru s methanolem. Seskladany ,,sandwich* byl poté
vlozen do blotovaci aparatury Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad, USA) napojené na zdroj
napéti PowerPac™ HC High-Current Power Supply (Bio-Rad, USA).

Transfer proteinti z gelu na PVDF membranu probihal pies noc pti konstantnim napéti
24 V pii teploté 4°C. Po ukonceni transferu byla membrana obarvend pomoci Ponceau S
1 min, proplachnuta kratce v dH2O a vyfocena pro zjisténi tispéSnosti pienosu proteini

Z gelu na membranu. Barvivo bylo z membrany dikladné vymyto dH.O a TBS-T.

Pro imunologické stanoveni obsahu proteinil bylo pouzito nékolik krali¢ich primarnich
protilatek, tj. AntiSAMK (GenScript, USA), Anti-AtMPK3 (Sigma, USA),
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (Cell Signaling Technology®, USA)
a myS$i monoklonalni primarni protilatky Anti-mCherry. Ptfed aplikaci bylo nutné
membranu s pienesenymi proteiny blokovat tak, aby bylo zamezeno nespecifické vazbé
primarnich protilatek. V pfipadé¢ pouziti primdrnich protilitek AntiSAMK,
Anti-AtMPK3 a Anti-mCherry bylo pouzito 15 ml bloka¢ni smési skladajici se z 4% BSA

a 4% suSeného odtuénéného mléka rozpusténého v TBS-T.

V piipadé pouziti Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) protilatky pak
bylo pouzito 15 ml bloka¢ni smési 5% BSA rozpusténého v TBS-T. Membrany s proteiny
byly blokovany 1 h pti pokojové teploté na kyvacce Mr-12 Rocker-Shaker (Biosan,
LotySsko). Po blokovani membran v bloka¢ni smési byly membrany s proteiny kratce

promyty v TBS-T.
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Nasledn¢ byla k membrandm ptidana smés primarni protilatky. Membrany uréené pro
detekci pomoci kralici AntiSAMK primarni protilatky byly vlozeny do 15 ml smési
(TBS-T, 3% BSA, protilatka fedéna v poméru 1:1000). Pii pouziti kralici AntiMPK3
primarni protilatky byla protilatka fedéna do TBS-T s1% BSA v poméru 1:2000.
Pti pouziti mysi Anti-mCherry byla protilatka fedéna do TBS-T s 3% BSA v poméru
1:2000. Ve vsech pfipadech byly membrany s proteiny inkubovany v 15 ml smési
protilatky po dobu 1,5 h na kyvacce Mr-12 Rocker-Shaker (Biosan, Lotyssko) pfi
pokojové teploté. Kralici Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) primarni
protilatka byla fedéna do TBS-T v 3% BSA v poméru 1:1000 a byla inkubovana ptes noc
na kyvacce Mr-12 Rocker-Shaker (Biosan, Loty$sko) pii 4 °C. Po inkubaci s primarnimi

protilatkami byla smés odlita a membrany s proteiny promyty 3 x 10 minv TBS-T.

Po promyti byla k membranam s proteiny piidana sekundarni Goat anti-
rabbit 1gG F(ab)2 protilatka konjugovana s kienovou peroxidasou (Invitrogen, USA)
natfedéna do 15 ml smesi TBS-T s 1% BSA v poméru 1:5000 pro primérni krali¢i primarni
protilatky a Goat anti-mouse IgG o stejném fedéni proti mysi primarni protilatce
Anti-mCherry. Membrany ve smési sekundarni protilatky byly inkubovany 1,5 h na
kyvaéce Mr-12 Rocker-Shaker (Biosan, Lotys$sko) pii pokojové teploté. Nasledné byla

smés odlita a membrany promyty 5 X 10 min v TBS-T.

Pro detekci proteinii byl na membranu aplikovan detekéni roztok Clarity™ Western
ECL Substrate (Bio-Rad, USA) v poméru 1:1 pro aktivaci signalu. Po 2 min inkubace byl
roztok odstranén a membrana byla vloZena do dokumenta¢niho zafizeni ChemiDoc™
MP Imaging System (Bio-Rad, USA), kde byl luminiscen¢ni produkt reakce substratu
s kfenovou peroxidasou detekovan a vyuzit tak i pro detekci hledanych proteina. Pro
nasledné zpracovani a méfeni intenzity abundance proteinii byl pouzit program Image

Lab™ Software (Bio-Rad, USA).
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4 VYSLEDKY

4.1 Klonovani SAMK ve fazi s fluorescenénim proteinem

4.1.1 Priprava konstrukti SAMK ve fuzi s fluorescenénim proteinem

Gen SAMK z vojtésky seté (M. sativa) byl amplifikovan za pomoci PCR se specifickymi
primery vu¢i SAMK. Primery obsahovaly attBl a attB2 mista pro naslednou BP
rekombinaci a tvorbu ,.entry* klonu pDONR221 + SAMK cDNA/gDNA (Bfr) a attB2 a
attB3 misty pro tvorbu ,.entry* klonu pDONR-P2R-P3 + SAMK cDNA/gDNA (Cfr). Jako
templatova DNA byla pouzita gDNA a cDNA zvojtésky seté (M. sativa) RSY.
K PCR reakce byla pouzita DNA polymerasa iProof™,

Za pomoci specifické PCR reakce byla amplifikovana SAMK gDNA o velikosti
3001 bp i SAMK cDNA o velikosti 1116 bp. Tyto fragmenty byly pouzity na BP
rekombinaci a vytvoreni ,,entry” klonu pDONR221 + SAMK cDNA/gDNA, tj. vzorky
SAMK gDNA Bfrl,2 a SAMK c¢cDNA Bfr2 tu¢nym pismem (Obr. 6). Za pouziti
amplifikovanych fragmenti SAMK gDNA i SAMK cDNA byly vytvoifeny i ,,entry* klonu
pDONR-P2R-P3 + SAMK cDNA/gDNA, tj. vzorky SAMK gDNA Cfr1,2 a SAMK cDNA
Cfr2,4 tuénym pismem (Obr. 6).

Po vytvofeni ,.entry* kloni pDONR221 + SAMK cDNA i pDONR221 + SAMK gDNA
(oznaceni Bfr), a taky pDONR-P2R-P3 + SAMK cDNA i pDONR-P2R-P3 + SAMK
gDNA, bylo potieba ovéfit spravnost rekombinaéni reakce. K tomuto ucelu byla
vytypovana restrikéni endonukleasa BsmAl. Prvni byla provedena predikce Stépeni
v programu A-plasmid Editor v2.0.37 (M.W. Davis, 2003-2009). St&penim pDONR221
+ SAMK ¢DNA pomoci BsmAl by teoreticky vznikaly fragmenty o velikostech 2018 bp,
1113 bp a 533 bp (Obr. 7; A). Pii §tépeni pDONR221 + SAMK gDNA by vznikaly
fragmenty o velikostech 2424 bp, 2149 bp, 533 bp a 533 bp (Obr. 7; B). Schémata
plasmidovych vektor (Obr. 7) byla designovana v programu SnapGene® Viewer
v4.2.11 (GSL Biotech LLC, USA).
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3001 bp

1116 bp

Obr.

6 Elektroforeogram po PCR amplifikaci genu SAMK zvojtésky seté
(M. sativa) RSY. Za pouziti SAMK specifickych primert pro MultiSite Gateway byla
naklonovana SAMK cDNA (1116 bp) a SAMK gDNA (3001 bp). K PCR byla pouzita DNA
polymerasa iProof™ a gDNA, cDNA izolovana z vojtésky seté (M. sativa) RSY. SAMK
cDNA a gDNA byla pfipravena jak s primery s attB1 a attB2 misty pro naslednou BP
rekombinaci do plasmidového vektoru pPDONR221 a tvorbu ,entry klonu (oznaceni Bfr),
tak i s attB2 a attB3 misty pro BP rekombinaci do plasmidového vektoru
pDONR-P2R-P3 a tvorbu ,,entry* klonu (oznaceni Cfr). Na snimku 1% agarosového gelu
po elektroforéze (90V x 30 min) byly detekovany pasy o specifické velikosti SAMK cDNA
(1116 bp) a SAMK gDNA (3001 bp) (sloupce stuénym pismem); L — standard
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder; Nc1-3 — negativni kontrola; X — prazdné misto;
H>O — PCR H,0.

Teoretické predikované Stépeni restrikcnim enzymem BsmAIl ,entry* kloni
pDONR221 + SAMK cDNA a pDONR221 + SAMK gDNA bylo poté potvrzeno i
experimentalng. Stépenim pDONR221 + SAMK cDNA vznikly fragmenty ocekavané
velikosti 2018 bp, 1113 bp a 533 bp (Obr. 8; vzorek SAMK cDNA Bfr3). U pDONR221
+ SAMK gDNA vznikly fragmenty dle o¢ekavani o velikostech 2424 bp, 2149 bp, 533 bp

a 443

bp, ale také fragment o velikosti 4573 bp. Ten indikuje netuplné rozstépeni a je

slozen z fragment 2424 bp a 2149 bp (Obr. 8; vzorky SAMK gDNA Bfrl*, 2* a 3*).

Takto

ovefené ,.entry* klony byly pro ziskdni vétSiho poctu jejich kopii transformovany

do elektrokompetentnich bunék E. coli TOP10 a selektovany na pevném LB médiu

s obsahem antibiotik.
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Obr. 7 Teoretické stépeni plasmidového vektoru pPDONR221 + SAMK cDNA nebo SAMK gDNA
restrikénim enzymem BsmAl. Pfi §tépeni pDONR221 + SAMK ¢DNA (oznaceni A)
pomoci BsmAlI by teoreticky vznikaly fragmenty o velikosti 2018 bp, 1113 bp a 533 bp.
U plasmidového vektoru pPDONR221 + SAMK gDNA (oznaceni B) by vznikly fragmenty
o velikosti 2424 bp, 2149 bp, 533 bp a 443 bp. Mapa plasmidového vektoru
pDONR221 + SAMK cDNA se $tépnymi misty (A); Mapa plasmidového vektoru
pDONR221 + SAMK gDNA se stépnymi misty (B). Teoretické §tépeni bylo vyhotoveno
v programu ApE — A plasmid Editor v2.0.37 (M.W. Davis, USA), plasmidové vektory
byly designovany v programu SnapGene® Viewer v4.2.11 (GSL Biotech LLC, USA).

Pro zjisténi tspésnosti transformace byly nékteré zkolonii E. coli TOP10
transformované plasmidovymi vektory pDONR211 + SAMK cDNA a pDONR-P2R-P3
podrobeny PCR kolonii s primery specifickymi vici SAMK. Byly identifikovany
2 positivni kolonie E. coli TOP10 nesouci plasmidovy vektor pDONR221 + SAMK
cDNA. Pasy o velikosti 1116 bp odpovidaji iseku SAMK cDNA ve vzorcich 2 a 3 SAMK
cDNA Bfr pDONR221 (Obr. 9).
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Dale byly identifikovany 3 positivni kolonie nesouci plasmidovy vektor
pDONR-P2R-P3 + SAMK cDNA. Pasy o velikosti 1116 bp odpovidaji tseku SAMK
cDNA ve vzorcich 4, 5 a 9 SAMK cDNA pDONR-P2R-P3 (Obr. 9). Jako positivni
kontroly byly pouzity samotné izolované plasmidové vektory pDONR221 + SAMK
gDNA (Obr. 9; Pc — SAMK gDNA Bfr) pas o specifické velikosti 3001 bp a pDONR +
SAMK cDNA (Obr. 9; Pc — SAMK cDNA Bfr) pas o specifické velikosti 1116 bp.
V ptipadé pouziti kontrolnich plasmidovych vektort pDONR-P2R-P3 + SAMK gDNA
(Obr. 9; Pc — SAMK gDNA Cfr) a pDONR-P2R-P3 + SAMK cDNA (Obr. 9; Pc — SAMK
cDNA Cfr) vSak nebyly detekovany pasy o specifické velikosti 3001 bp pro SAMK
gDNA, respektive 1116 bp pro SAMK cDNA.

Obr. 8 Elektroforeogram po $tépeni plasmidového vektoru pDONR221 pomoci restrikéniho
enzymu BsmAl. Do plasmidového vektoru pDONR221 byla BP reakci vnesena SAMK
cDNA a SAMK gDNA a byl vytvofen ,.entry* klon B (oznaceni Bfr). Tyto ,,entry* klony
byly nasledné §tépeny restrikénim enzymem BsmAI (37 °C, 1 h). Stépenim pDONR221 +
SAMK gDNA (oznaceni SAMK gDNA Bfr1,2,3 *) vznikly fragmenty o velikosti 2424 bp,
2149 bp, 533 bp, 443 bp. Tyto vzorky (oznaeni SAMK gDNA Bfrl1,2,3 *) obsahuji
fragment neplné rozstépené¢ho plasmidového vektoru o velikosti 4573 bp, spojeného
z dvou fragmentd 2424 bp a 2149 bp. V piipadé pPDONR221 + SAMK c¢DNA (oznaceni
SAMK cDNA Bfr 3) byl ,entry” klon rozstépen dle ocekavani. Vznikly fragmenty
0 velikosti 2018 bp, 1113 bp a 533 bp. Na snimku 1% agarosového gelu po elektroforéze
(90V x 50 min) byly detekovany pasy o predikované velikosti. L — standard GeneRuler™
1 kb Plus DNA Ladder; Nc —negativni kontrola (PCR H20); X — prazdné misto; * - neplné&
roz§tépené vzorky.
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Obr. 9 Elektroforeogram po PCR vyselektovanych kolonii Escherichia coli transformovanych
plasmidovymi vektory pDONR221 SAMK cDNA; pDONR-P2R-P3 + SAMK gDNA a
pDONR-P2R-P3 + SAMK ¢DNA za pouziti na M13 mista specifickych primerti. Po PCR
amplifikaci byly detekovany pasy specifické velikosti (1116 bp) ve 2 koloniich E. coli
transformovanymi plasmidovym vektorem pDONR221 + SAMK cDNA (vzorek 2 a 3
tu¢né); zadné pasy o velikosti (3001 bp) v koloniich E. coli transformovanych
plasmidovym vektorem pDONR-P2R-P3 + SAMK gDNA; pasy specifické velikosti (1116
bp) ve 3 koloniich E. coli transformovanych plasmidovym vektorem pDONR-P2R-P3 +
SAMK cDNA (vzorek 4, 5 a 9 tuén¢). Na snimku 1% agarosového gelu po elektroforéze
(90V x 30 min) byly detekovany specifické pasy kolonii obsahujicich dany plasmidovy
vektor. L —standard GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder; X — prazdné misto; Pc — SAMK
gDNA Bfr (izolovany plasmidovy vektor pDONR221 + SAMK gDNA); Pc — SAMK cDNA
Bfr (izolovany plasmidovy vektor pDONR221 + SAMK c¢DNA); Pc — SAMK gDNA Cfr
(izolovany plasmidovy vektor pPDONR-P2R-P3 + SAMK gDNA) - nevysla; Pc — SAMK
cDNA Cfr (izolovany plasmidovy vektor pPDONR-P2R-P3 + SAMK cDNA) — nevysla.

Ovéiené pozitivni kolonie E. coli TOP10 nesouci pozadované ,.entry” klony byly
ockovany do tekut¢ého LB média pro namnozeni bunék obsahujicich ,.entry* klony.
Nasledn¢ byly z bakterii izolovany a piecistény pomoci QIAprep Spin Miniprep Kit nebo
Miniprep P1P2P3. Takto piipravené ,,entry* klony byly pouzity ve stanovené koncentraci
do LR rekombinaéni reakce. Cast nesla SAMK cDNA mezi attL1 a attL2 (Bfr) a &ast mezi
attR2 a attL3 misty (Cfr). Ty pak byly rekombinovany do plasmidovych vektord
pGWB454, respektive pGWB455 za vytvoreni expresnich klond. Expresni klon
pGWB454 ma SAMK cDNA C-terminalné fizovanou s mRFP sekvenci a pGWB455
N-terminalné¢ fhzovanou SAMK CcDNA smRFP sekvenci. Po probéhnuti LR
rekombinacni reakce byly expresni klony pGWB454 + SAMK cDNA a pGWB455 +
SAMK cDNA transformovany do elektrokompetentnich bun¢k E. coli TOP10 za pomoci

elektrosSoku.
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Nasledn¢ byly transformované bakterie kultivované na tuhém LB médiu s piidavkem
selekénich antibiotik a pozitivni kolonie testovany na pfitomnost expresnich klonu
pomoci PCR kolonii. Za pomoci PCR se specifickymi primery CaMV35S a SS129 byly
detekovany pozitivni kolonie. Velikost specifickych pasi SAMK cDNA + mRFP je
piiblizné 1880 bp. Témto velikostem odpovida vzorek 2 SAMK cDNA Cfr pGWB455 a
vzorek 4 SAMK cDNA Bfr pBWB454 (Obr. 10). Spoleéné s témito pozitivnimi koloniemi
byly pouzity i kolonie vzorek 1 SAMK cDNA Cfr pGWB455 a kolonie vzorek 5 SAMK
cDNA Bfr pGWB454 (Obr. 10). Jako pozitivni kontrola funkénosti primert byl pouzit
samotny izolovany plasmid pGWB454 + SAMK gDNA. Vznikl tak pas o specifické
velikosti odpovidajici SAMK gDNA + mRFP.

Oveéfené pozitivni kolonie E. coli byly o¢kovany do tekutého LB média pro namnozeni
bunék obsahujicich plasmidové vektory. Nasledné byly plasmidy z bakterii izolovany a
precistény pomoci QIAprep Spin Miniprep Kit nebo Miniprep P1P2P3 a podrobeny

restrikénimu $tépeni s restrikéni endonukleasou Pstl.

SAMK cDNA Cfr SAMK cDNA Bfr
pGWB455 pGWB454
I\ I\

P17 0 1T T 1 111
(=
h
(=3
(=)

Obr. 10 Elektroforeogram po PCR vyselektovanych kolonii Escherichia coli transformovanych
vektory pGWB455 + SAMK cDNA (Cfr) a pGWB454 + SAMK cDNA (Bfr) po LR reakci.
PCR amplifikace se specifickymi primery CaMV35S/SS129. Na 1% agarosovém gelu po
elektroforéze (90V x 30 min) byly detekovany pasy o odpovidajici velikosti (1880 bp)
Vv piipadé€ vzorku pGWB455 + SAMK cDNA Cfr (vzorek €. 2) apGWB454 + SAMK cDNA
Bfr (vzorek €. 4). Pro naslednou transformaci do A. tumefaciens vsak byly pouZity i vzorky
pGWB455 + SAMK cDNA Cfr (vzorek ¢. 1) a pGWB454 + SAMK cDNA Bfr
(vzorek €. 5). L — standard GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder; Pc — positivni kontrola
(izolovany plasmid pGWB454 + SAMK gDNA); Nc — negativni kontrola (PCR H20).
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Obr. 11 Teoretické Stépeni vektoru pGWB454 + SAMK cDNA a pGWB455 + SAMK cDNA
restrikénim enzymem Pstl. Teoretické $tépeni plasmidového vektoru pPGWB454 + SAMK
c¢DNA (oznaceni A) poskytuje specifické fragmenty o velikostech 7383 bp, 2379 bp a
2051 bp (vpravo A). Teoretické $té€peni plasmidového vektoru pGWB455 + SAMK cDNA
(oznaceni B) poskytuje specifické fragmenty o velikostech 7383 bp, 3228 bp a 1201 bp
(vpravo B). Mapa plasmidového vektoru pGWB454 + SAMK cDNA (A); mapa
plasmidového vektoru pGWB455 + SAMK cDNA (B). Teoretické Stépeni bylo
vyhotoveno v programu ApE — A plasmid Editor v2.0.37 (M.W. Davis, USA), plasmidové
vektory byly designovany v programu SnapGene® Viewer v4.2.11 (GSL Biotech LLC,
USA).

Prvni byla provedena teoretickd predikce S$tépeni Pstl restrikéni endonukleasou
v programu  A-plasmid Editor v2.0.37 (M.W. Davis, 2003-2009). Pii Stépeni
plasmidového vektoru pGWB454 + SAMK cDNA (Obr. 11; A) predikoval program vznik
fragmentl o velikostech 7383 bp, 2379 bp a 2051 bp (Obr. 11; A-vpravo). Pfi §tépeni
pGWB455 + SAMK cDNA (Obr. 11; B) by poté fragmenty mély velikosti 7383 bp, 3228
bp a 1201 bp. Schémata plasmidovych vektorti (Obr. 11) byla designovana v programu
SnapGene® Viewer v4.2.11 (GSL Biotech LLC, USA).
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Po teoretické predikci bylo $tépeni plasmidovych vektori ovéteno i experimentalné.
V piipadé stépeni pPGWB455 + SAMK cDNA byly detekovany fragmenty o velikostech
ptiblizn¢ 7383 bp, 3228 bp a 1201 bp ve vzorku SAMK cDNA Cfr 1 (455)
(Obr. 12; tuéné). Pii stépeni pGWB454 + SAMK cDNA vznikaly fragmenty o velikostech
ptiblizn¢ 7383 bp, 2379 bp a 2051 bp ve vzorku SAMK cDNA Bfr 4 (454)
(Obr. 12; tu¢ng).
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Obr. 12 Elektroforeogram po S§tépeni izolovanych plasmidovych vektora pPGWB454 + SAMK
cDNA a pGWBA455 + SAMK cDNA restrikénim enzymem Pstl. Tyto expresni vektory byly
Stépeny  restrikénim  enzymem  Pstl (37  °C, 1 hod). V ptipade
pGWBA455 + SAMK cDNA byly po Stépeni detekovany fragmenty o specifické velikosti
7383 bp, 3228 bp a 1201 bp u vzorku s ozna¢enim SAMK cDNA Cfr 1 (455); v ptipadé
pGWB454 + SAMK cDNA byly po Stépeni detekovany fragmenty o specifické velikosti
7383 bp, 2379 bp a 2051 bp u vzorku soznadenim SAMK cDNA Bfr 4 (454).
Na 1% agarosovém gelu po elektroforéze (90V x 50 min) doslo pti pouziti Pc — pGWB454
k odstépeni nespecifického fragmentu o velikosti +/- 500 bp. L — standard GeneRuler™
1 kb Plus DNA Ladder; X - prazdné misto; Pc — positivni kontrola
(pGWB454, pGWB455).
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4.1.2 Detekce bunééné lokalizace SAMK v listech Nicotiana

benthamiana

K transientni transformaci byly pouzity bakterie A. tumefaciens nesouci plasmidovy
expresni vektor pGWB454 + SAMK cDNA a pGWB455 + SAMK cDNA. Do bungk listt
byl ptfenesen konstrukt 35S::SAMK:mRFP, respektive 35S::mRFP:SAMK  pomoci
A. tumefaciens. Ctvrty den od transformace byla pozorovatelna lokalizace vzniklych
proteini SAMK-mRFP a mRFP-SAMK na bunééné trovni za pouziti konfokalniho
laserového skenovaciho mikroskopu (CLSM).

Na obrazku 13, predstavujici projekci maximalni intenzity poskladanou z vice rovin
optickych fezi, je patrné, Ze se fuzni proteiny SAMK-mRFP (Obr. 13; A) a mRFP-SAMK
(Obr. 13; B) nachazeji predevsim v okoli cytoplazmatické membrany a jadfe, nikoli

V jadérku.

A—

Obr. 13 Snimek z konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu bunék listu Nicotiana
benthamiana transientné transformovanych A. tumefaciens nesouci vektory
A- 35S::SAMK:mRFP (C- terminalni faze) a B- 35S::mRFP:SAMK (N- terminalni faze)
4. den po transformaci. Fuzni proteiny SAMK-mRFP a mRFP-SAMK jsou lokalizované
u cytoplasmatické membrany a jadre. Snimek A, B (kandl mRFP). (Projekce maximalni
intensity; mikroskop LSM 710 Axio Imager 2 Zeiss; objektiv Plan-Apochromat 20x/0,8
M27; métitko vlevo nahote 20 um).
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Zaznamenany signdl byl 4. den po transientni transformaci dobfe pozorovatelny.
To se potvrdilo i v nasledujicich experimentech. Uroven signélu odpovida relativné
tvorbé proteinli a potvrzuje spravnost klonovani konstruktd 35S::SAMK:mRFP
(pGWB454 + SAMK cDNA) a 35S::mRFP:SAMK (pGWB455 + SAMK cDNA), jelikoz
dochazi k tvorb¢ SAMK-mRFP a mRFP-SAMK v bunkach listi N. benthamiana po

transientni transformaci.

V dal§im experimentu byla provedena transientni ko-transformace N. benthamiana
pomoci A. tumefaciens nesouci nami klonované konstrukty 35S::SAMK:mRFP nebo
35S::mRFP:SAMK  spolecné s 35S::eGFP:TUB6, ktery umoziuje mikroskopické

pozorovani mikrotubultl, konkrétné ¢asti mikrotubulu tubulin-p-6 fetézce.

Bunky N. benthamiana byly pozorovany v konfokalnim laserovém skenovacim
mikroskopu 4. den po transformaci. Protein SAMK-mRFP, pozorovany v mRFP kanalu,
je lokalizovan v jadite a vokoli cytoplazmatické membrany (Obr. 14; C).
Protein eGFP-TUBG6, pozorovany v eGFP kanalu, zvyraziiuje cytoskelet mikrotubult
v kortikalni ¢asti bunék (Obr. 14; B). Z piekryvu kanalu pro mRFP a eGFP je patrné, ze
signaly pochdzejici z SAMK-mRFP a eGFP-TUB6 castecné splyvaji v okoli

cytoplazmatické membrany a ¢aste¢né v okoli kortikalnich mikrotubula (Obr. 14; A).

Obr. 14 Snimek z konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu bunék listu Nicotiana
benthamiana transientné transformovanych A. tumefaciens nesouci vektory
35S::eGFP:TUBG6 a 35S::SAMK:mRFP 4. den po transformaci. Ze snimku B a C je patrné,
ze dochazi k tvorbé GFP-TUB6 a SAMK-mRFP v bunkach listu N. benthamiana. Snimek
A (prinik kanalu B a C); B (eGFP kanal); C (mRFP kanal). (Snimek jedné optické roviny;
mikroskop LSM 710 Axio Imager 2 Zeiss; objektiv Plan-Apochromat 20x/0,8 M27;
metitko vlevo nahote 20 um).
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V bunikkach N. benthamiana transformovanych 35S::eGFP:TUB6 dochazelo
pravdépodobné také k tvorbé volného eGFP, ktery je lokalizovan v jadie (Obr. 14; B).
Je mozné, Ze fzni protein tvofeny piepisem z konstruktu 35S::eGFP:TUB6 v burikach

listd N. benthamiana miize byt ¢aste¢né rozstépeny na eGFP a TUBG.

4.1.3 Imunodetekce fazniho proteinu SAMK-mRFP/mMRFP-SAMK

Z listi N. benthamiana byly 4. den po jednoduché transformaci A. tumefaciens nesouci
konstrukty — 35S::SAMK:mRFP, 35S::mRFP:SAMK, 35S::MMK3:mRFP  nebo
35S::mRFP:MMKS3 (A. tumefaciens s konstrukty pro MMK3 byly poskytnuty skolitelem)
odebrany vzorky pro extrakci proteinti. Byla provedena imunodetekce za pouziti metody
Western blot pro zjisténi, zda byly konstrukty spravné naklonované a tvoii se fuzni

proteiny.

Po provedeni SDS-PAGE a transferu proteinli z gelu na membranu byly detekovany,
za pomoci mysi monoklondlni protilatky vici fluorescenénimu proteinu mCherry, fuzni
formy proteind. Tato protilatka se diky podobnosti proteini mCherry a mRFP vaze na
oba zminéné. Po vyvolani signalu na PVDF membrané byly viditelné pasy odpovidajici
specifické relativni molekulového hmotnosti (Mw = 67 kDa) fliznim proteinim
SAMK-mRFP ve vzorku s oznac¢enim 35S::SAMK:mRFP a mRFP-SAMK ve vzorku
35S::mRFP:SAMK (Obr. 15). Relativni molekulova hmotnost samotného proteinu
SAMK je ptiblizné¢ Mw = 43 kDa a mMRFP Mw = 24 kDa. Stejn¢ tak byly viditelné pasy
o stejné relativni molekulové hmotnosti odpovidajici MMK3-mRFP ve vzorku
s oznacenim 35S::MMK3:mRFP a mRFP-MMKS3 ve vzorku 35S::mRFP:MMK3
(Obr. 15).

U vSech ¢tyt vySe zminénych vzorki fuznich proteint se v odpovidajicich sloupcich
nachazi i samotny mRFP o Mw = 24 kDa (Obr. 15; vzorky s oznacenim
35S::SAMK:mRFP, 35S::mRFP:SAMK, 35S::MMK3:mRFP, 35S::mRFP:MMK3).
Ten se nejspiSe v bunikach lista N. benthamiana tvofil tak, Zze se po dokonceni tvorby
fazniho proteinu odstepil a vznikl tak samotny protein SAMK/MMK3 a mRFP. U dvou
vzorki 35S::SAMK:mRFP a 35S::MMK3:mRFP (Obr. 15) dochazelo navic ke $tépeni

proteinu mRFP na mensi ¢asti o ptiblizné relativni molekulové hmotnosti Mw = 10 kDa.
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Dale bylo zjisténo, ze protilatka viac¢i mCherry se nevaze na fuzni protein
tagRFP-TUAG tvoreného v A. thaliana stabilné transformované A. tumefaciens nesouci
konstrukt 35S::tagRFP:TUAG. Vhodné pozitivni kontroly by byly proteiny mRFP nebo
mCherry. Imunodetekci byla prokazana spravnost klonovani konstrukti pro tvorbu
faznich proteinit SAMK-mRFP a mRFP-SAMK. Jako negativni kontrola byl pouzit

proteinovy extrakt z listd N. benthamiana inokulovanych ¢istym inokula¢nim médium.
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Obr. 15 Imunodetekce SAMK-mRFP a mRFP-SAMK vV tranzientné transformovanych listech
Nicotiana benthamiana. Na PVDF membrané byly pomoci mys$i monoklonalni Anti-
mCherry protilatky detekovany proteinové pasy odpovidajici specifické Mw = 67 kDa
fuzniho proteinu SAMK-mRFP (oznaceni 35S::SAMK:mRFP) a mRFP-SAMK (oznaéeni
35S::mRFP:SAMK). Stejné tak byly detekovany proteinové pasy o Mw = 67 kDa
odpovidajici faznimu proteinu MMK3-mRFP (oznaceni 35S::MMK3:mRFP) a mRFP-
MMK3 (oznaceni 35S::mRFP:MMK3). Touto protilatkou byl detekovan taktéz samotny
mRFP protein (Mw = 24 kDa). Samotné¢ formy SAMK a MMK3 (Mw = 43 kDa)
detekovany dle ocekavani nebyly. V pfipad¢ C-termindlni fize (oznaceni
35S::SAMK:mRFP a 35S::MMK3:mRFP) dochéazelo k ¢astecnému rozstépeni mRFP
proteinu. L — standard molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein™ Dual Xtra
Standards; Nc — negativni kontrola (N. benthamiana + ¢isté inokula¢ni médium);
35S::tagRFP:TUA6 — vzorek A. thaliana transformované timto konstruktem
(nerozpoznana Anti-mCherry protilatkou); Ponceau S — kontrola nanasky proteini na
PVDF membran¢ po transferu; C.B.B. — kontrola nanasky proteini barvenim Coomassie
Brilliant Blue po SDS-PAGE.
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4.1.4 Nadprodukce SIMKK a SAMK v Nicotiana benthamiana

Pro dalsi experiment transientni transformace listi N. benthamiana vice konstrukty byly
vybrany klony A. tumefaciens nesouci 35S::SIMKK:eGFP, 35S::SAMK:mRFP,
35S::mRFP:SAMK, 35S::MMK3:mRFP a 35S::mRFP:MMK3. Listy N. benthamiana
byly transformovany bud’ kombinaci konstrukti SIMKK spole¢né s SAMK nebo MMKS,
a nebo konstrukty samostatné. SIMKK je nadfazenou MAP2K pro SAMK i MMK3.
Rostliny byly po transformaci pozorovany pomoci konfokéalniho laserového skenovaciho

mikroskopu a byla pofizovana fotodokumentace.

Z obrazku 16 je patrné, ze v ptipadé spole¢né produkce proteini SIMKK-eGFP a
SAMK-mRFP nebo SIMKK-eGFP a mRFP-SAMK (Obr. 16; snimky C a D) dochazelo
u nékterych bunék ke zméné morfologie rezultujici v dalSich dnech k programované
bunééné smrti. To je viditelné napt. u jedné z bun¢k (Obr. 16; C). SAMK-mRFP je
lokalizovana piedev$im v cytoplasmég, nikoliv vSak vjadie. U bun€k (Obr 16; D) je
pravdépodobné zeleny signdl zplsobeny autofluorescenci. Spole¢na produkce
SIMKK-eGFP a MMK3-mRFP nebo SIMKK-eGFP a mRFP-MMK3 vsak vedla
k normalni morfologii bunék a buriky byly zivé (Obr. 16; snimky A a B).

Bunky transientné¢ transformovanych listt N. benthamiana byly pozorovany pro
zjisténi buné&¢né lokalizace a abundance faznich proteind, morfologii a vitality za pomoci
konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu 4 dny po transformaci. V piipadé
transformace jednotlivymi konstrukty zvlast nedochazelo ke zménam v morfologii,

bunky byly Zivé a tvorily fizni proteiny s o¢ekavanou lokalizaci (Obr. 17).

Je patrné, zZe po nadprodukci proteinu SIMKK-eGFP spole¢né¢ s
SAMK-mRFP (Obr. 18; snimky C1*, C2*, C3*; ¢erveny ramecéek) nebo mRFP-SAMK
(Obr. 18; snimky D1*, D2*, D3*; ¢erveny ramecek) dochazi po 6 dnech od transientni
transformace listi N. benthamiana k programované bunétné smrti bunék vSech

transformovanych listi.

Pfi nadprodukci SIMKK-eGFP s MMK3-mRFP (Obr. 18; snimky Al, A2, A3) nebo
MRFP-MMKS3 (Obr. 18; snimky B1*, B2, B3) dochazi k programované bunécné smrti
jen zcela vyjimecné (Obr. 18; snimek B1%*). Stejné tak nadprodukce samotné SIMKK-
eGFP (Obr. 18; snimky I1*, 12, 13) dochazi k programované bunééné smrti jen vyjimecné
(Obr. 18; snimek 11%).
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Nadprodukce samotnych flznich proteinti MMK3-mRFP
(Obr. 18; snimky El, E2, E3), mRFP-MMK3 (Obr. 18; snimky F1, F2, F3),
SAMK-mRFP (Obr. 18; snimky G1, G2, G3) a mRFP-SAMK (Obr. 18; snimky H1, H2,
H3) vede stejné tak jako v piipadé negativni kontroly (Obr. 18; snimky J1, J2, J3)
K typickému projevu chlorézy po transformaci listd N. benthamiana za pomoci

A. tumefaciens.

C SIMKK-eGFP+SAMK-mRFP D SIMKK-eGFP+ mRFP-SAMK

"4
s

Obr. 16 Snimky bunék lista N. benthamiana z konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu
4 dny po transientni transformaci. Transientni transformace listi prob€hla za pomoci
A. tumefaciens nesouci konstrukty 35S::SIMKK:eGFP + 35S::SAMK:mRFP,
35S::mRFP:SAMK, 35S::MMK3:mRFP a 35S::mRFP:MMK3. Je patrmé, ze doslo
k Gspésné transformaci obéma konstrukty zaroven a tvorbé obou flaznich proteint
SIMKK-eGFP a SAMK-mRFP, mRFP-SAMK, MMK3-mRFP a mRFP-MMK3. Ve
snimcich A a B jsou bunky listh zivé a maji typicky tvar, zatimco ve snimcich C a D
zacinaji jejich morfologické zmeény rezultujici v dalSich dnech v programovanou
bunécnou smrt. Na obrazku C je patrné zmeéna lokalizace
SAMK-mRFP z jadra do cytoplasmy znacici programovanou bunécnou smrt * - jadra,
— - jadérka. (Snimek jedné optické roviny; mikroskop LSM 710 Axio Imager 2 Zeiss;
objektiv Plan-Apochromat 20x/0,8 M27; métitko vpravo dole 20 um).
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Spole¢na nadprodukce SIMKK-eGFP a SAMK-mRFP nebo mRFP-SAMK fizena
silnym konstitutivnim 35S CaMV promotorem z viru kvétdkové mozaiky spousti
v ortolognim systému N. Dbenthamiana jisty typ programované bunééné smrti.
Neni znamo, zda se jednd o apoptézu nebo nekroézu. Programovana bunéénd smrt vsak
nebyla v takové mife pozorovana u bunck listd N. benthamiana transformovanych
spoleéné¢ SIMKK-eGFP a MMK3-mRFP nebo mRFP-MMK3, nebo samotné SIMKK-
eGFP. Stejné tak pii nadprodukci samotnych MAP kinas fuzovanych s fluorescenénim
proteinem mRFP. V téchto pfipadech byla programovana bunééna smrt pozorovana az
V pozdégj$im case.

MMK3-mRFP mRFP-MMK3 SIMKK-eGFP

SAMK-mRFP mRFP-SAMK p19 (NC)

Obr. 17 Snimky bunék listd N. benthamiana z konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu
4 dny po transientni transformaci. Transientni transformace list probéhla za pomoci
A. tumefaciens nesouci jednotlivé konstrukty pro tvorbu fuznich proteint
35S::MMK3:mRFP, 35S::mRFP:MMK3, 35S::SIMKK:eGFP, 35S::SAMK:mRFP,
35S::mRFP:SAMK a p19 slouzici jako negativni kontrola. Ze snimk je patrné, ze doslo
k Gspésné transformaci a tvorbé fuznich proteind. Buiiky listd N. benthamiana
transformované jednotlivymi konstrukty zvlast maji normalni morfologii a jsou zivé a
nejevi zadné znamky programované bunécné smrti a to ani v pfipadé konstruktd
35S::SAMK:mRFP a 35S::mRFP:SAMK (oznateni SAMK-mRFP, mRFP-SAMK).
* - jadra, — - jadérka. (Snimek projekce maximalni intenzity; mikroskop LSM 710 Axio
Imager 2 Zeiss; objektiv Plan-Apochromat 20x/0,8 M27; méfitko vpravo dole 20 um).
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Obr. 18 Transientni transformace listi N. benthamiana pomoci A. tumefaciens nesouci konstrukty
35S::SIMKK:eGFP + 35S::SAMK:mRFP/ 35S::mRFP:SAMK nebo 35S::MMK3:mRFP/
35S::mRFP:MMK3. Ze snimku je patrné, ze dochazi k programované bunétné smrti
(oznaCeni *) po 6 dnech od transientni transformace listd N. benthamiana v piipadé
transformace A. tumefaciens nesouci konstrukty 35S::SIMKK:eGFP a 35S::SAMK:mRFP
(oznaceni Cervené C1*-C3%*) a také 35S::SIMKK:eGFP a 35S::mRFP:SAMK (oznacdeni
Cervené¢ DI1*-D3*). Vyjimeéné také doslo k programované bunécné smrti v piipadé
transformace  35S::SIMKK:eGFP a 35S::mRFP:MMK3 (oznaCeni BIl*) a
35S::SIMKK:eGFP (oznaceni H*), zbylé piipady jsou chlordézy. Jako pomocny plasmid
pro vSechny kombinace byl pouzit p19. A — 35S::SIMKK:eGFP + 35S::MMK3:mRFP;
B - 35S::SIMKK:eGFP + 35S::mRFP:MMK3; C - 35S::SIMKK:eGFP +
35S::SAMK:mRFP; D - 35S::SIMKK:eGFP + 35S::mRFP:SAMK;
E - 35S::MMK3:mRFP; F - 35S::mRFP:MMK3; G - 35S::SAMK:mRFP;
H - 35S::mRFP:SAMK; I - 35S::SIMKK:eGFP; J — Negativni kontrola p19.
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4.2 Piiprava SAMK gRNA testovacich linii vojtésky seté (M. sativa)

4.2.1 Klonovani konstrukti SAMK gRNA

Pro ucely vytvoreni molekularnich konstrukti pro vyfazeni genu SAMK byly vytvofeny
Ctyti varianty tzv. SAMK ,,guide” RNA (gRNA) cilicich na exon 1 SAMK mRNA pomoci
metody Crispr/Cas9. Tyto konstrukty byly vytvofeny za pomoci Gateway klonovaciho
systétmu. Nejprve byly vlozeny do $tépeného ,.entry” klonu pEn-Chimera pomoci

T4 DNA ligasy a nasledné do expresniho klonu pDe-Cas9 pomoci LR reakce.

Po transformaci pDe-Cas9 + SAMK gRNA do bakterialnich bun¢k E. coli TOP10 byly
vyselektované kolonie podrobeny PCR se specifickymi primery SS42/SS43. Po PCR
amplifikaci mély vznikat pasy o velikosti pfiblizné¢ 1100 bp. Z obrazku 19 je patrné, ze
vSechny testované kolonie E. coli TOP10 transformované ¢tyfmi variantami pDe-Cas9 +
SAMK gRNA tj SAMK gRNA T1 (1-3), T2 (1-3), T3 (1-3) a T5 (1-3) jsou pozitivni na

pritomnost téchto plasmidovych vektort.

5000

1500
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Obr. 19 Elektroforeogram po PCR vyselektovanych kolonii Escherichia coli transformovanych
vektorem pDe-Cas9 + SAMK gRNA T1,2,3,5 po LR reakci. Na snimku 1% agarosového
gelu po elektroforéze (90V x 30 min) jsou patrné pasy odpovidajici velikosti (1100 bp)
detekované SS42/SS43 primery nélezejici SAMK gRNA T1,2,3,5 v plasmidovém vektoru
pDe-Cas9 vneseného uspésné do E. coli TOP10. Vsechny testované kolonie E. coli TOP10
tj. SAMK gRNA T1,2,3,5 (1-3) byly positivni na ptitomnost SAMK gRNA. L - standard
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder.
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V dalsim kroku byly ovéfené bakterialni kultury E. coli TOP10 nesouci plasmidovy
vektor o¢kovany do tekutého LB média, aby se jejich pocet a zaroven celkovy pocet
plasmidovych vektorti zvys$il. Nasledné byly vSechny ctyfi varianty izolovany a
precistény pomoci QIAprep Spin Miniprep Kit nebo Miniprep P1P2P3 a transformovany
do bakterialnich bun¢k A. tumefaciens GW3101. Poté byly selektovany pozitivni kolonie

na tuhém LB médiu s obsahem selek¢nich antibiotik.

Pro ovéfeni pritomnosti plasmidovych vektori pDe-Cas9 + SAMK gRNA byla
vyhotovena PCR vyselektovanych kolonii A. tumefaciens za pomoci SS42/SS43 primerd.
Byla potvrzena ptitomnost plasmidovych vektorl u tfi ze Ctyt kolonii. Kazd4 zodpovidala
za jednu variantu SAMK gRNA. Pas o specifické velikosti 1100 bp byl pozorovan u
vzorkl s oznacenim SAMK gRNA T1, T2 a TS5 oznacenych tu¢né (Obr. 20).
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Obr. 20 Elektroforeogram po PCR vyselektovanych kolonii Agrobacterium tumefaciens
transformovanych vektorem pDe-Cas9 + SAMK gRNA T1,2,3,5 po LR reakci. Ze snimku
1% agarosového gelu po elektroforéze (90V x 40 min) je patrné, Ze pasy o specifické
velikosti (1100 bp) detekované PCR s SS42/SS43 primery indikujici pfitomnost pDe-Cas9
+ SAMK gRNA se vyskytuji ve vzorcich SAMK gRNA T1,T2,T5 (0znaceni tucng),
L - standard GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder; Pc — positivni kontrola (samotny
izolovany plasmid pDe-Cas9 + SAMK gRNA); Nc — negativni kontrola (PCR H20).
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Po ovéfeni pozitivnich A. tumefaciens nesoucich plasmidovy vektor pDe-Cas9 +
SAMK gRNA T1, T2 a TS5 byly rostliny vojtésky seté (M. sativa) RSY transformovany
pomoci téchto A. tumefaciens a propagovany pomoci somatické embryogeneze do vzniku
rostlin M. sativa linii SAMK gRNA T1, T2 a T5 vhodnych pro ovéfeni na pfitomnost

konstruktti pomoci genotypizace.

4.2.2 Genotypizace rostlin Medicago sativa SAMK gRNA

Pro genotypizaci rostlin propagovanych somatickou embryogenezi M. sativa
transformovanych A. tumefaciens nesouci plasmidové vektory pDe-Cas9 + SAMK gRNA
T1, T2 a TS byly pouzity specifické primery SS42/SS43 stejné tak jako pro PCR kolonii
(Obr. 21, 22 A) a vznikaly pasy o velikosti ptiblizné¢ 1100 bp (Obr. 21, 22 A). Pro kontrolu
obsahu gDNA ve vzorcich izolovanych z rostlin byly pouZity primery specifické na intron
3 genu MMK3 I3F/I3R. Vznikaly pasy o velikosti piiblizné 1100 bp
(Obr. 21, 22 B).

Kontrola obsahu gDNA ve vzorcich je nutnd z divodu nésledného piesného
vyhodnoceni pozitivnich a negativnich vzorkid. Pokud vzorek DNA izolovany z rostlin
M. sativa obsahoval piirozené se vyskytujici MMK3 sekvenci, zjist¢énou PCR s MMK3
I3F/13R primery, byla DNA izolovana spravné. Pokud soucasné obsahoval i PCR produkt
za pouziti SS42/SS43 primert, mizeme tvrdit, Ze rostlina pravdépodobné obsahovala
nami klonovany a transformovany konstrukt SAMK gRNA. Avsak neni-li PCR produkt
Vv kontrolni I3F/I3R reakci detekovan napt. z diivodi obsahu kontaminantu, mohou byt
produkty vzniklé v reakci SS42/SS43 falesné pozitivni (Obr. 22; ozna¢eni SAMK gRNA
T1-5). Tudiz specifické pasy by mély byt nejlépe obsazeny v obou reakcich, kontrolni i

testovaci.
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Obr. 21  Elektroforeogram po PCR  genotypizaci na  pfitomnosti  vektoru
pDe-Cas9 + SAMK gRNA ve stabilné transformovanych rostlinach M. sativa. Ze snimku
1% agarosového gelu po elektroforéze (90V x 40 min) je patrné, Ze byly detekované
pomoci SS42/SS43 primert (obr. A) pasy odpovidajici velikosti (1100 bp) SAMK gRNA
ve 4 piipadech tj. SAMK gRNA T1-2; SAMK gRNA T1-3; SAMK gRNA T1-8, SAMK
gRNA T1-9 (oznaceni tu¢n¢). Tyto vzorky zaroven obsahuji templatovou DNA z rostlin
M. sativa, coz bylo ovéfenou kontrolou obsahu gDNA za pouziti primeru specifickych na
intron 3 genu MMK3 13F/I3R (obr. B). L — standard GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder;
X - prazdné misto; Pc — positivni kontrola (samotny izolovany plasmid pDe-Cas9 + SAMK
gRNA); Nc — negativni kontrola (misto templatu PCR H,0).

Genotypizaci M. sativa byla potvrzena pfitomnost pDe-Cas9 + SAMK gRNA T1 u
celkem 4 rostlin, které obsahovaly zaroven i MMKS3 kontrolni pas. Jedna se o vzorky
oznatené SAMK gRNA T1- 2, 3, 8 a 9 tu¢nym pismem (Obr. 21). Nasledné u dalSich
regenerovanych rostlin M. sativa byla potvrzena pfitomnost pDe-Cas9 + SAMK gRNA

T1 u celkem 12 rostlin, které obsahovaly zaroveit MMKS3 kontrolni pés.
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Jedna se o vzorky oznacené SAMK gRNA T1-4,7,9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 19 a
21 tuénym pismem (Obr. 22). Pfitomnost pDe-Cas9 + SAMK gRNA T2 byla potvrzena u

4 rostlin nesoucich oznaceni SAMK gRNA T2- 1, 2, 4 a 5 tu¢nym pismem (Obr. 22).
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22  Elektroforeogram po PCR  genotypizaci na  pfitomnosti  vektoru
pDe-Cas9 + SAMK gRNA ve stabilné transformovanych rostlinach M. sativa. Ze snimku
1% agarosového gelu po elektroforéze (90V x 40 min) je patrné, Ze byly detekované
pomoci SS42/SS43 primert (obr. A) pasy odpovidajici velikosti (1100 bp) SAMK gRNA
T1 ve 12 piipadech tj. SAMK gRNA T1 4,7,9,10,12,13,14,15,16,18,19,21 (oznaceni tu¢n¢)
a SAMK gRNA T2 ve 4 ptipadech tj. SAMK gRNA T2 1,2,4,5 (oznaceni tu¢n¢€). Tyto
vzorky zaroven obsahuji templatovou DNA zrostlin M. sativa, coz bylo ovéfenou
kontrolou obsahu gDNA za pouziti primert specifickych na intron 3 genu MMK3 13F/I3R
(obr. B). L — standard GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder; Pc — positivni kontrola
(samotny izolovany plasmid pDe-Cas9 + SAMK gRNA); Nc — negativni kontrola (misto
templatu PCR H20)
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4.2.3 Imunodetekce SAMK v Medicago sativa SAMK gRNA

Z rostlin M. sativa linii SAMK gRNA T1 a T2, propagovanych pomoci somatické
embryogeneze (Samac a Austin-Phillips, 2006), byl odebran material pro extrakci
proteinti a naslednou imunodetekci pomoci nékolika protilatek za pomoci metody
Western blot. Tento experiment byl vyhotoven ve dvou technickych opakovanich, a proto
vysledky z n&j jsou jenom piedbézné. Byly naplanovany dalsi opakovani se zahrnutim
biologickych replik (také kontrol) a dopliiyjici analyzy, jako je napt. qPCR. Ty vSak
z diivodi karanténnich opatfeni nebyly vyhotoveny. Z téchto diivodd neni uvedena
statistika v ptedbéznych grafech vzniklych zméfeni proteinové abundance nebo

fosforylace.

Jako prvni byla pro detekci pouzita primarni protilatka Anti-AtMPK3. Tato protilatka
byla zvolena diky tomu, Zze MPK3 z husenicku rolniho (A. thaliana) a SAMK z vojtésky
seté (M. sativa) jsou ortologni proteiny. Bylo ptedpokladano, ze protilatka Anti-AtMPK3
bude detekovat také SAMK z vojtésky seté (M. sativa). Pii pohledu na snimek PVDF
membrany po imunodetekci (Obr. 23) bylo patrné, Ze se protilatka Anti-AtMPK3 vazala
mimo MPK3 také nespecificky (Obr. 23; oznaceni nespecificita) i na jiné proteiny vcetné

Ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa (Rubisco).

Protilatka se specificky vazala na MPK3 protein (Mw = 43 kDa) ve sloupci s proteiny
z kontrolni A. thaliana Col-0, nikoliv vSak na A. thaliana mpk3-1. To potvrdilo spravné
vyfazeni a absenci MPK3 v linii A. thaliana mpk3-1. Ve sloupcich s proteiny z vojtésky
seté (M. sativa) RSY a SAMK gRNA T2-5 nebyl detekovan zadny specificky pas
odpovidajici SAMK v oblasti Mw = 43 kDa (Obr. 23).

Pozorovani bylo potvrzeno méfenim a grafickym vyhodnocenim. Objemy
jednotlivych proteinovych pasti na PVDF membrané (Obr. 23) byly detekovany a
vypodteny v programu Image Lab™ Software (Bio-Rad, USA). Nasledné byly
normalizované na zprimérované nandSky proteini detekované v polyakrylamidovém
gelu (Obr. 23; oznaceni ,StainFree“ gel). Byl vytvofen graf ze dvou nezavislych
opakovani. Normalizované hodnoty objemt proteinu ve vzorcich byly relativné
porovnany vici hodnoté 1 oznacené ,,*“ v tomto piipadé vici vzorku A. thaliana Col-0
(Obr. 24; oznaceni *Col-0).
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Obr. 23 Imunodetekce SAMK/MPK3 pomoci metody Western blot za pouziti Anti-AtMPK3
primérni protilatky. Ze snimku PVDF membrany (oznaceni Anti MPK3) je patrné, Ze
protilatka Anti-AtMPK3 se mimo jiné vaze i nespecificky (oznaéeni nespecificita) i na
proteinovy pas odpovidajici enzymu Ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa
(oznafeni Rubisco). Byl detekovan specificky pas odpovidajici velikosti MPK3
(Mw = 43 kDa) ve vzorku s oznac¢enim A. thaliana Col-0. Ve vzorku mutantni rostliny
A. thaliana mpk3-1 (oznaceni mpk3-1) tento pas detekovan dle ocekavani nebyl. Bylo
zjisténo, ze protilatka Anti-AtMPK3 nedetekovala specifické pasy odpovidajici proteinu
SAMK (Mw =43 kDa) ve vzorcich z vojtésky seté (oznaceni SAMK gRNA T2-5; M. sativa
RSY). L — standard molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards
(USA); SAMK gRNA T2-5 —vzorek proteinu z rostliny M. sativa stabilné transformované
a potvrzené na piitomnost konstruktu pDe-Cas9 + SAMK gRNA T2; M. sativa RSY —
vzorky proteinu z rostliny M. sativa RSY; A. thaliana Col-0 — vzorky proteinu z
A. thaliana Col-0; mpk3-1 — vzorky proteinu z rostliny A. thaliana mpk3-1; Ponceau S —
kontrola nanasky proteinii na PVDF membrané po transferu; StainFree gel — kontrola
nanasky proteinti na gelu po SDS-PAGE.
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Z grafu na obrazku 24 je patrné, Ze objemy proteinu SAMK detekovanych
Anti-AtMPK3 protilatkou ve sloupci s oznacenim SAMK gRNA T2-5 a M. sativa RSY
spole¢né s proteinem MPK3 ve vzorku s oznacenim mpk3-1 jsou témét nulové
Vv porovnanim s A. thaliana Col-0. Z toho plyne zavér, ze protilatka Anti-AtMPK3 nebyla
pravdépodobné vhodna pro detekci SAMK. Dale, ze v rostliné A. thaliana mpk3-1 doslo
Kk vyfazeni MPK3.

Anti MPKS3 protilatka
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Obr. 24 Graf normalizovanych objemu proteinu SAMK/MPK3 detekovanych metodou Western
blot za pouziti Anti-AtMPK3 primarni protilatky. Objemy jednotlivych proteinovych past
na PVDF membrané (Obr. 23) byly detekovany a vypoéteny v programu Image Lab™
Software (Bio-Rad, USA) a nasledné normalizované na zprumérované nanasky proteint
detekované v polyakrylamidovém gelu. Byl vytvofen graf ze dvou opakovani, kdy se
normalizované hodnoty objemu proteinu (AU — ,.arbitrary units*) ve vzorcich relativné
porovnavaly vici A. thaliana Col-0 0 hodnoté 1 (oznaceni *Col-0). Z grafu je patrné, ze
byla dle ocekavani detekovdna téméf nulova hladina proteinu MPK3 ve vzorcich
A. thaliana mpk3-1 (oznaceni mpk3-1). V M. sativa SAMK gRNA T2-5 (oznaceni T2-5)
a M. sativa RSY (oznaceni RSY) byla detekovana taktéz témét nulova hladina proteinu
SAMK v porovnani sA. thaliana Col-0 (oznaceni Col-0) a je tedy patrné, Zze
Anti-AtMPKS3 primarni protilatka nedetekuje SAMK protein.
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Pfi pouziti primarni protilatky Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204),
ktera se vaze na fosforylovanou aktivni formu MAP kinas, byl detekovan pas o specifické
Mw = 46 kDa odpovidajici pSIMK ve vzorku z M. sativa SAMK gRNA T2-5, pticemz ve
vzorku M. sativa RSY byla abundance pSIMK mensi. Stejné tak pas o specifické
Mw = 43 kDa odpovidajici abundanci pSAMK byl vétsi u vzorku M. sativa SAMK gRNA
T2-5 v porovnani s M. sativa RSY (Obr. 25).

Ve vzorku A. thaliana Col-0 byly Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204)
primarni protilaitkou detekovany pasy o Mw = 46 kDa odpovidajici pMPK6 a
Mw = 43 kDa odpovidajici pMPK3 s vyrazn¢ vyssi abundanci oproti vzorkim z M. sativa
i A. thaliana mpk3-1. Ve vzorku A. thaliana mpk3-1 dle o¢ekavani pas odpovidajici
pMPK3 zcela chybél (Obr. 25).

Pozorovéni bylo potvrzeno grafickym vyhodnocenim métenych hladin fosfoproteini.
Objemy jednotlivych proteinovych past na PVDF membrané (Obr. 25) byly detekovany
a vypodteny v programu Image Lab™ Software (Bio-Rad, USA). Nasledné byly
normalizované na zpriimérované nanasky proteini detekované v polyakrylamidovém
gelu (Obr. 25; oznaceni ,,StainFree“ gel) a byl vytvofen graf ze dvou nezavislych

opakovani.

Normalizované hodnoty objemt proteini pMPK6 (modry sloupec) a pMPK3
(oranzovy sloupec) ve vzorcich byly relativné porovnany viéi hodnoté 1 oznacené ,,*“.
V piipad¢ vzorku proteini z A. thaliana byly porovnany vaéi A. thaliana Col-0
(Obr. 26; oznaceni *Col-0). Proteiny pSIMK (modry sloupec) a pSAMK (oranzovy
sloupec) byly ve vzorcich M. sativa relativné porovnany vuc¢i hodnoté 1 oznacené ,,*“
vzorek M. sativa RSY (Obr. 27; oznaéeni *RSY).
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Obr. 25 Imunodetekce pSAMK/pMPK3 a pSIMK/pMPK6 pomoci metody Western blot za
pouziti Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) primarni protilatky. Na snimku
PVDF membrany (oznaceni Anti pERK) byly detekovany Phospho-p44/42 MAPK
(Erk1/2) (Thr202/Tyr204) primarni protilatkou fosforylované formy MAP kinas u
vojtésky seté (M. sativa) oznacené jako pSAMK/pSIMK a husenicku rolniho (A. thaliana)
PMPK3/pMPKG6. Je patrné, Ze byla vyssi abundance pMPK3 (Mw = 43 kDa) a pMPKG6
(Mw = 46 kDa) ve vzorku divokého typu A. thaliana Col-0 (oznacéeni A. thaliana Col-0)
v porovnani s A. thaliana mpk3-1 (oznaceni mpk3-1). Naopak pfti porovnani M. sativa
RSY (oznacéeni M. sativa RSY) a M. sativa SAMK gRNA T2-5 (oznaeni SAMK gRNA
T2-5) se zda, ze mnozstvi fosforylované formy pSAMK (Mw = 43 kDa) a pSIMK
(Mw= 46 kDa) bylo vyssi u SAMK gRNA T2-5. L — standard molekulovych hmotnosti
Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards (USA); SAMK gRNA T2-5 — vzorek
proteinu z rostliny M. sativa stabiln¢ transformované a potvrzené na ptitomnost konstruktu
pDe-Cas9 + SAMK gRNA T2; M. sativa RSY — vzorky proteinu z rostliny M. sativa RSY;
A. thaliana Col-0 — vzorky proteinu z A. thaliana Col-0; mpk3-1 — vzorky proteinu
z rostliny A. thaliana mpk3-1; Ponceau S —kontrola nanasky proteinti na PVDF membrané
po transferu; StainFree gel — kontrola nanasky proteinti na gelu po SDS-PAGE.
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Z grafu je patrné, ze v A. thaliana mpk3-1 (Obr. 26; oznaceni mpk3-1) s vyfazenou
tvorbou MPK3 proteinu nedochazelo skutecné k jeho tvorbé, a nebyla tak detekovana ani
fosforylovana forma pMPK3. Abundance pMPK6 byla v rostliné mpk3-1 v porovnani
s kontrolni A. thaliana Col-0 pfiblizn¢ o polovinu nizsi (Obr. 26). Oproti tomu Vv rostliné
M. sativa SAMK gRNA T2-5 (Obr. 27; oznaceni T2-5) dochazelo k pravdépodobné
k vyssi aktivaci SIMK a SAMK, a tedy vyssi abundance pSIMK a pSAMK v porovnani
s M. sativa RSY. V piipadé¢ pSIMK byla abundance vyssi 3,71x a pSAMK 2,37x
(Obr. 27).
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Obr. 26 Graf normalizovanych objemu proteinu pMPK3/pMPKG6 detekovanych metodou Western
blot za pouziti Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) primarni protilatky.
Objemy jednotlivych proteinovych pasti na PVDF membrané (Obr. 25) byly detekovany
a vypoéteny v programu Image Lab™ Software (Bio-Rad, USA) a nasledné
normalizované na zprimérované nanasky proteini detekované v polyakrylamidovém
gelu. Byl vytvofen graf ze dvou opakovéni, kdy se normalizované hodnoty objemt
proteinu (AU — ,.arbitrary units“) ve vzorcich relativné porovnavaly vué¢i A. thaliana
Col-0 pMPK6 a pMPK3 o hodnotach 1 (oznaceni *Col-0). Z grafu je patrné,
ze v porovnani vuéi A. thaliana Col-0 (oznaceni *Col-0) bylo mnozstvi fosforylované
formy pMPK6 (modry sloupec) a pMPK3 (Zluty sloupec) niz8i u vzorku
A. thaliana mpk3-1 (oznaceni mpk3-1). V piipadé pMPK6 bylo snizeni mnozstvi
o polovinu a pMPK3 téméf na nulovou hladinu proteinu.
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Obr. 27 Graf normalizovanych objemt proteinu pPSAMK/pSIMK detekovanych metodou Western
blot za pouziti Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) primarni protilatky.
Objemy jednotlivych proteinovych past na PVDF membrané (Obr. 25) byly detekovany
a vypodteny v programu Image Lab™ Software (Bio-Rad, USA) a nasledné
normalizované na zprimérované nanasky proteinti detekované v polyakrylamidovém
gelu. Byl vytvofen graf ze dvou opakovani, kdy se normalizované hodnoty objemi
proteinu (AU — ,.arbitrary units) ve vzorcich relativné porovnavaly vaé¢i M. sativa RSY
pSIMK a pPSAMK o hodnotach 1 (oznaceni *RSY). Z grafu je patrné, Ze napii¢ o¢ekavani
bylo v porovnani s M. sativa RSY (oznac¢eni *RSY) mnozstvi pSIMK (modry sloupec) i
pSAMK (oranzovy sloupec) vyssi ve vzorku M. sativa SAMK gRNA T2 (oznaceni T2-5).
V piipadé pSIMK (modry sloupec) na 3,71nasobek a pSAMK (oranzovy sloupec) na
2,37nasobek v porovnani s M. sativa RSY.

Pfi opakovaném pouziti Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) primarni
protilatky a detekci fosforylovanych forem MAP kinas u vice rostlin M. sativa SAMK
gRNA linii T2 a T1 byl pozorovan podobny trend. Ve vzorcich z rostlin M. sativa SAMK
gRNA (Obr. 28; oznaceni SAMK gRNA T2-5; T1-4-3; T1-3-1; T1-4-1) byla detekovana
vyss8i abundance proteini pSIMK a pSAMK v porovnani s M. sativa RSY. Ve vzorku
proteint extrahovanych z M. sativa RSY nebyla v porovnani se vzorky proteini z rostlin
M. sativa SAMK gRNA linii T2 a T1, témét detekovana pSAMK a abundance pSIMK
byla nizsi (Obr. 28). Vsechny rostliny SAMK gRNA pouzity pro imunodetekci byly
pozitivni na obsah transgenu SAMK gRNA.
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Obr. 28 Imunodetekce pSAMK/pSIMK pomoci metody Western blot za pouziti Phospho-p44/42
MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) primarni protilatky. Na snimku PVDF membrany
(oznafeni Anti pERK) byly detekovany Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2)
(Thr202/Tyr204) primarni protilatkou fosforylované formy MAP kinas u vojtésky seté
(M. sativa) oznacéené jako pPSAMK (Mw = 43 kDa) a pSIMK (Mw = 46 kDa). V porovnani
s kontrolnim vzorkem M. sativa RSY je patrné, ze mnozstvi pSAMK a pSIMK bylo vyssi
u vzorka M. sativa ozna¢enych SAMK gRNA T2-5; T1-4-3; T1-4-1 a zdaleka nejvyssi u
T1-3-1. Dale, Ze ve vzorku M. sativa RSY téméf zcela chybél pas odpovidajici pPSAMK.
L — standard molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards
(USA); SAMK gRNA T2-5 —vzorek proteinu z rostliny M. sativa stabilné transformované
a potvrzené na pfitomnost konstruktu pDe-Cas9 + SAMK gRNA T2; SAMK gRNA
T1-4-3; T1-3-1; T1-4-1 - vzorky proteini z rostliny M. sativa stabilné transformované a
potvrzené na piitomnost konstruktu pDe-Cas9 + SAMK gRNA T1; Ponceau S — kontrola
nanasky proteintt na PVDF membrané po transferu; StainFree gel — kontrola nanasky
proteinti na gelu po SDS-PAGE.
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Pro grafické vyhodnoceni, byly objemy jednotlivych proteinovych past odpovidajici
pSIMK a pSAMK na PVDF membrané (Obr. 28) detekovany a vypoéteny v programu
Image Lab™ Software (Bio-Rad, USA). Nasledné byly normalizované na zprimérované
nanasky proteini detekované v polyakrylamidovém gelu (Obr. 28; oznaceni
»StainFree” gel). Byl vytvoren graf ze dvou nezavislych opakovani. Normalizované
hodnoty objemti proteinti pSIMK (modry sloupec) a pSAMK (oranzovy sloupec) ve
vzorcich byly relativné porovnany vicéi hodnoté 1 oznacené ,,** vzorku proteinu M. sativa
RSY (Obr. 29; oznaceni *RSY).
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Obr. 29 Graf normalizovanych objemti proteinu pSAMK/pSIMK detekovanych metodou Western
blot za pouziti Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) primarni protilatky.
Objemy jednotlivych proteinovych pastt na PVDF membrané (Obr. 28) byly detekovany
a vypoéteny v programu Image Lab™ Software (Bio-Rad, USA) a nasledné
normalizované na zprimérované nanasky proteini detekované v polyakrylamidovém
gelu. Byl vytvofen graf ze dvou opakovéni, kdy se normalizované hodnoty objemt
proteinu (AU — ,,arbitrary units®) ve vzorcich relativné porovnavaly viéi M. sativa RSY
pSIMK a pSAMK o hodnotach 1 (oznaceni *RSY). Z grafu je patrné, ze napftic¢ ocekavani
bylo v porovnani s M. sativa RSY (oznaceni *RSY) mnozstvi pSIMK (modry sloupec) i
pPSAMK (oranzovy sloupec) vyssi ve vzorcich M. sativa SAMK gRNA T1 a T2 (oznaceni
T2-5; T1-4-3; T1-3-1 a T1-4-1). V piipadé pSIMK (modry sloupec) o jednotky a pPSAMK
(oranzovy sloupec) dokonce o desitky v porovnani s M. sativa RSY.
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Byla detekovana vyssi abundance fosforylované aktivni formy pSIMK ve vzorcich
proteinti z M. sativa SAMK gRNA (Obr. 29; oznaceni T2-5; T1-4-3; T1-3-1; T1-4-1)
oproti kontrolni rostliné M. sativa RSY (Obr. 29; oznac¢eni *RSY). Navic v transgennich
rostlinach byla mnohonasobn¢ vyssi abundance pSAMK a to v rozmezi od 10,31x u

rostliny SAMK gRNA T2-5 az po 67,18x u rostliny SAMK gRNA T1-3-1 (Obr. 29).

Pfi pouziti primarni protilatky anti-SAMK pro detekci proteinu SAMK (Mw = 43 kDa)
ve vzorcich z M. sativa RSY a SAMK gRNA T2 a T1 linii bylo zji§téno, ze se protilatka
nespecificky vaze i na SIMK o Mw = 46 kDa (Obr. 30). Vzorky proteini z rostlin
M. sativa SAMK gRNA T2 a T1 linii (Obr. 30; ozna¢eni SAMK gRNA T2-5; T1-4-3;
T1-3-1; T1-4-1) vykazovaly vyssi abundanci proteinu SAMK i SIMK v porovnani s
M. sativa RSY (Obr. 30).

Po grafickém vyhodnoceni, kdy byly objemy jednotlivych proteinovych past
odpovidajici SAMK a SIMK na PVDF membrané (Obr. 30) detekovany a vypocteny
v programu Image Lab™ Software (Bio-Rad, USA). Nasledné& byly normalizované na
zpramérované  nanaSky  proteini  detekované v polyakrylamidovém  gelu

(Obr. 30; oznaceni ,,StainFree* gel).

Byl vytvofen graf ze dvou nezavislych opakovani Western blot analyzy.
Normalizované hodnoty objemt proteini SIMK (modry sloupec) a SAMK
(oranzovy sloupec) ve vzorcich byly relativné porovnany vic¢i hodnoté 1 oznacené ,,**

vzorku M. sativa RSY (Obr. 31; oznaceni *RSY).
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Obr. 30 Imunodetekce SAMK pomoci metody Western blot za pouziti anti-SAMK primarni
protilatky. Na snimky PVDF membrany (oznaceni AntiSAMK) byla detekovana u rostliny
vojtésky seté (M. sativa) MAP kinasa SAMK. Zaroven vsak byla spoleéné s SAMK
(Mw = 43 kDa) detekovana pravdépodobné MAP kinasa SIMK (Mw = 46 kDa).
V porovnani s kontrolnim vzorkem M. sativa RSY je patrné, ze bylo pies ocekavani
mnozstvi SAMK a SIMK vys$si u vzorkit M. sativa oznacenych SAMK gRNA T2-5;
T1-4-3; T1-3-1; T1-4-1L — standard molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein™
Dual Xtra Standards (USA); SAMK gRNA T2-5 — vzorek proteinu z rostliny M. sativa
stabiln€ transformované a potvrzené na ptitomnost konstruktu pDe-Cas9 + SAMK gRNA
T2; SAMK gRNA T1-4-3; T1-3-1; T1-4-1 - vzorky proteint z rostliny M. sativa stabilné
transformované a potvrzené na piitomnost konstruktu pDe-Cas9 + SAMK gRNA T1;
Ponceau S — kontrola nanasky proteintt na PVDF membrané po transferu; StainFree gel —
kontrola nanasky proteina na gelu po SDS-PAGE.
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Po grafickém vyhodnoceni a normalizaci bylo zjiSténo, Zze ve vzorcich proteini
extrahovanych z M. sativa SAMK gRNA T2 a T1 linii (Obr. 31; oznaceni T2-5; T1-4-3;
T1-3-1; T1-4-1) byla abundance proteinu SAMK vyss§i v porovnani s M. sativa RSY
(Obr. 31; oznaceni *RSY). Zvyseni abundance SAMK bylo v rozmezi od 1,44x u SAMK
gRNA T2-5 az po 2,58x v pripadé SAMK gRNA T1-4-3. Taktéz abundance SIMK byla u
transgennich rostlin nékolikanasobné vyssi Vv porovnani s M. sativa RSY. Zvyseni
abundance SIMK bylo v rozmezi od 6,50x u SAMK gRNA T2-5 az po 11,74x v piipadé
SAMK gRNA T1-4-3 (Obr. 31).
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Obr. 31 Graf normalizovanych objemt proteinu SAMK/SIMK detekovanych metodou
Western blot za pouziti Anti SAMK primarni protilatky. Objemy jednotlivych
proteinovych pasi na PVDF membrané (Obr. 30) byly detekovany a vypocteny
v programu Image Lab™ Software (Bio-Rad, USA) a nasledné normalizované na
zprumérované nanasky proteinii detekované v polyakrylamidovém gelu. Byl vytvoten graf
ze dvou opakovani, kdy se normalizované hodnoty objemut proteinu (AU — ,arbitrary
units®) ve vzorcich relativné porovnavaly vuci M. sativa RSY SAMK a SIMK o hodnotach
1 (oznaCeni *RSY). Z grafu je patrné, Ze napti¢ ocekavani bylo v porovnani s M. sativa
RSY (oznaceni *RSY) mnozstvi SIMK (modry sloupec) i SAMK (oranzovy sloupec)
vys8i ve vzorcich M. sativa SAMK gRNA T1 a T2 (oznaeni T2-5; T1-4-3; T1-3-1 a
T1-4-1). V ptipadé SIMK (modry sloupec) o 6,5-11,74nasobek a SAMK (oranzovy
sloupec) 1,44-2,58nasobek v porovnani s M. sativa RSY.
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5 DISKUZE

5.1 Klonovani SAMK za uéelem detekce lokalizace

Gen SAMK, ptuvodem z vojtésky seté (M. sativa), je soucasti signalizacnich kaskad
odpovidajicich na rozli¢né vn&jsi stimuly, vedouci ke zméné metabolismu bunky. Jednim
z cili prace bylo naklonovat konstrukty pro naslednou lokalizaci SAMK vV transientné
transformovanych listovych buinkach N. benthamiana. K tvorbé SAMK-mRFP a
MRFP-SAMK dochazi jiz 2. den od provedeni transientni transformace se svym
maximem ve 3.-4. dni. Poté je fzni protein bunéénymi mechanismy degradovan

V proteasomu.

Za pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie bylo zjisténo, Zze SAMK
fuzovany s mMRFP v C-terminélni i v N-terminélni orientaci je lokalizovan v buiikach
N. benthamiana transientné transformovanych konstrukty 35S::SAMK:mRFP a
35S::mRFP:SAMK predevsim v jadre, nikoli vjadérku a v okoli cytoplazmatické
membrany. Tento vysledek plné koreluje s jiz diive pozorovanym vzorem distribuce
zna¢enych SIMK a SIMKK v protoplastech huseni¢ku rolniho (A. thaliana) a kofenovych
bunkach vojtésky seté (M. sativa). Po navozeni stresovych podminek se signal relokuje

Z jadra do cytoplazmy (Baluska et al. 2000; Ovecka et al., 2014).

Ackoliv bunééna lokalizace V heterolognim rostlinném systému N. benthamiana
odpovida o¢ekavani, bylo by pro lepsi zjisténi pfirozené lokalizace SAMK tieba vytvofit
stabilné¢ transformovanou linii rostlin vojtésky seté (M. sativa) a pozorovat pfirozeny
homologicky rostlinny syst¢ém. SAMK by po plsobeni vnéjSich stresovych stimuli

mobhla, stejné jako SIMK, ménit lokalizaci z jadra do cytoplazmy (Ovecka et al., 2014).
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5.2 Nadprodukce SIMKK a SAMK v listech Nicotiana benthamiana

Listy N. benthamiana byly transientné transformovany dvéma konstrukty zaroven
35S::SIMKK:eGFP a 35S::SAMK:mRFP nebo 35S::mRFP:SAMK. Jako kontrola byly
pouzity kombinace 35S::SIMKK:eGFP s konstrukty 35S::MMK3:mRFP a
35S::mRFP:MMK3 a kazdy konstrukt zvlast. SIMKK je nadfazenou MAPKK pro

SAMK i MMKS. Jejich spole¢na zvysena tvorba vsak zatim nebyla studovana.

Konstitutivni tvorba SIMKK-eGFP spole¢né se SAMK-mRFP a mRFP-SAMK vedla
K projeviim programované bunécné smrti. Prvni znamky byly pozorované za pomoci
mikroskopu jiz 4. den po transientni transformaci a pIné¢ se projevila 6. den po
transformaci. Projevy programované bunééné smrti vsak nebyly 4. ani 6. den po
transformaci v takové mife nebo vibec pozorovany u rostlin N. benthamiana
transformovanych ~ 35S::SIMKK:eGFP  spoletné¢ s 35S::MMK3:mRFP  nebo
35S::mRFP:MMKS3 ani konstrukty samotnymi.

Jiz diive bylo zjisténo, Ze zvySena produkce NtSIPK, coz je ortolog MsSIMK, a
NtWIPK, orotolog MsSAMK (Ichimura et al., 2002), v bunikach N. benthamiana vede
Kk hypersenzitivni reakci, aktivaci jadernych transkripénich faktorti a produkci markera
hypersensitivni reakce v odpovédi rostliny na napadeni patogenem. Fosforylace
NtSIPK/NtWIPK je fizena NtMEK2 (Yang et al., 2001). NtMEK2 je ortologem
MsSIMKK (Ichimura et al., 2002). Snizena tvorba NtMEK?2 a NtSIPK/NtWIPK vedla ke
snizené rezistenci via¢i TMV (Tobacco Mosaic Virus). Oproti tomu konstitutivni tvorba
NtMEK2-NtSIPK/NtWIPK vedla k projeviim hypersensitivni reakce a programované
bunééné smrti i bez pusobeni vnéjsiho stresového stimulu (Zhang a Liu, 2001;

Takahashi et al., 2004).

Pozorovani toho, Ze konstitutivni tvorba ortolognich MsSIMKK spolecné s MsSAMK
v N. benthamiana navozuje hypersensitivni reakci, ackoliv se jedna o heterologni
rostlinny systém, miuze vést k pochopeni této kaskady reakci u vojtésky seté (M. sativa).
Pro potvrzeni, Ze konstitutivni tvorba MsSIMKK spole¢né s MsSAMK spousti kaskadu
reakci vedouci k hypersenzitivni reakci u vojtésky seté (M. sativa) by vsak bylo potieba

vytvofit linii rostlin vojtésky se zvysenou tvorbou MsSIMKK spoleéné s MSSAMK.
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To vSak mlze byt za predpokladu, ze konstitutivni tvorba MsSIMKK spole¢né s
MsSAMK vede k hypersensitivni reakci problematické. Kazdopadné tento experiment
nepiimo potvrzuje funkénost konstrukti v heterolognim systému N. benthamiana, jelikoz

jsou schopny navodit hypersenzitivni reakci a bunéénou smrt.

5.3 Testovani konstrukti SAMK gRNA v Medicago sativa

Ve studiich funkce genli se Casto pouziva jejich vyfazeni, které je nasledovano
pozorovanim fenotypu v porovnani s rostlinou divokého typu. K témto ucelim se da
vyuzit nékolika odlisnych typta technologii, tj. ZFN (Zinc Finger Nucleases) (Kim et al.,
1996), TALEN (Transcription Activation Like Effector Nucleases) (Bedell et al., 2012)
nebo nejnovejsi metoda Crispr/Cas9 (Clustered Regulary Interspaced Short Palindromic
Repeats Cas9 nuclease). Jmenované technologie jsou sefazeny v historickém kontextu.
V praci byly naklonovany konstrukty k posledni ze zminénych, Crispr/Cas9. Ma své
vyhody, jakou jsou jednoduchost a nizké naklady na ptipravu, ale také nevyhody napf.

vy$si pravdépodobnost na nezacileni na spravnou sekvenci (Cong et al., 2013).

Za pomoci molekulérniho klonovéni bylo vytvoieno nékolik SAMK gRNA konstruktii
cilicich na exon 1 SAMK. Pro ovéteni funk¢nosti konstruktii byla zvolena transformace
vojtésky seté (M. sativa) za pomoci A. tumefaciens a propagace rostlinného materialu
somatickou embryogenezi. Nasledné byly vzniklé rostliny analyzovany pomoci PCR a
Western blot analyzy. Bylo ovéfeno, ze nékteré z transformovanych rostlin nesou
transgen v podobé SAMK gRNA, ale ten je pravdépodobné buné¢nymi mechanismy bud’

utlumen nebo zcela degradovan.

Na prvnich, pfedbéznych analyzach za pomoci Western blot analyzy ze vzork
z transgennich rostlin byly detekovany pasy odpovidajici SAMK. Za pomoci
softwarovych a grafickych nastrojii bylo z predbéznych vysledki zjisténo, Ze SAMK je
dokonce v SAMK gRNA transformovanych rostlinach M. sativa vice abundantni
V porovnani S nami pouzitou kontrolni rostlinou M. sativa RSY. Abundance
fosforylované formy pSAMK je nad ocekdvani mnohonasobné vyssi v SAMK gRNA

transformovanych rostlinach oproti kontrolnim.
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To, ze byly u vzorkli z SAMK gRNA linii M. sativa vyssi hodnoty abundance proteind
oproti M. sativa RSY mohlo byt zptisobeno také pouzitim nepfili§ vhodné kontrolni
rostliny. Vysledky z této ¢asti Western blot analyzy jsou spiSe informativni. Pro vyvozeni
zavéru by bylo potfeba provést Western blot analyzu znovu s vyuzitim vice technickych
i biologickych replik i u kontrolnich rostlin a doplnit o qPCR analyzu. To vsak z divoda

karanténnich opatieni nebylo mozné.

Jednim z moznych vysvétleni je, Ze eukaryotické rostlinné buiikky maji mechanismy,
kterymi se brani pted cizorodou za¢lefiovanou DNA. Pomoci A. tumefaciens je T-DNA
obsahujici klonovany konstrukt vnasena do buiky a jadra zaclenéna do genomu
hostitelské bunky (Garfinkel a Nester, 1980). Transgen tak mtize byt vnesen do mist, které
jsou silné methylované a transkripéné inaktivni (Bennetzen et al., 1994). Ackoliv je pak

transgen v rostling piitomen, nedochazi k jeho transkripci a translaci a je nefunk¢ni.

Dalsi moznosti, kdy je transgen umlcen, je de novo methylace promotorové oblasti
(Mette et al, 2000). Tento jev se nazyva RNA fizena DNA methylace
(Wassenegger et al., 1994) a byl popsan u n¢kolika druhii rostlin po transformaci
(Matzke et al., 1989; Zhu et al., 1991). Methylace promotorové oblasti je jednim
z mechanismti transkripéniho genetického umléeni (TGS), ktery muze zpusobovat
problémy pfi transkripci transgenu ¢i jej uplné utlumit. Naptiklad konstitutivni promotor
35S CaMV byva u velkého procenta regenerovanych rostlin ve vegetativnim stadiu riistu
methylovan a nespousti tak ptepis transgenu (Weinhold et al., 2013). To bylo pozorovano

u transgennich rostlin pfipravenych z pletivovych kultur (Stroud et al., 2013).

Umlceni tvorby produktu muze probihat i na urovni jiz vzniklého transkriptu DNA.
To se pak oznacuje jako post-transkripéni genové umléeni (PTGS). Usek fetézce DNA je
piepsan do sekvence RNA a nasledné pomoci RNA interference je ¢aste¢né ¢i plné
utlumen (Sijen et al., 2001). K tomu, aby bunka provedla PTGS, ji slouzi malé
interferujici RNA miRNA, siRNA a dalsi. Ty tvoii komplexy RISC (RNA-Induced
Silencing Complex) spole¢né s ribonukleoproteinovymi ¢asticemi a $tépi, ¢i vytvari
komplexy se vzniklymi RNA (Pratt a MacRae, 2009), napi. SAMK gRNA, Vv burice.

Samotny transgen SAMK gRNA v testovacich rostlinach vojtésky seté (M. sativa) tak
nezarucuje, Ze dojde k vyfazeni genu SAMK pomoci Crispr/Cas9. VySe zminénymi
mechanismy byl konstrukt SAMK gRNA nejspise umléen. Signalizace ptitomnosti

transgenu je zatim velkou neznamou.
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Je také mozné, Ze rostlina spousti signaliza¢ni kaskadu po jeho rozpoznédni a vnima jej
jako jistou formu stresového stimulu, vii¢i kterému se brani pomoci jeho umléeni (Matzke
a Matzke, 1998). To muze vysvétlovat zvySenou abundanci fosforylovanych forem
MAPK a MAPK celkové. Pro potvrzeni této hypotézy by vSak bylo potieba dalsiho

vyzkumu a robustné&jsi opakovani experiment s dopliiujicimi analyzami.

Existuje také urcitd pravdépodobnost, ze doslo k vytazeni jenom jedné kopie genu
SAMK vV tetraploidnim organismu M. sativa, kde je gen SAMK duplicitni, a jeho formy
nejsou 100 % totozné. V takovém piipadé by mohla druha kopie genu kompenzovat svou
aktivitou neptitomnou formu, ptipadné by mohla zvysit svou abundanci prostfednictvim
zpétnovazebné z angl. ,.feed back® regulace. Pro potvrzeni €1 vyvraceni této hypotézy

vSak pottebujeme dalsi experimentélni data.
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6 ZAVER

V uvodni kapitole experimentalni ¢asti byly za pomoci molekularné biologickych metod
uspésné naklonovany a ovéfeny konstrukty 35S::SAMK:mRFP a 35S::mRFP:SAMK.
Ty byly transformovany do E. coli TOP10, A. tumefaciens, transientné do
N. benthamina a stabilné¢ do M. sativa. V M. sativa vsak tyto konstrukty netvofily fuzni

proteiny.

Buriky transientné transformovanych listi N. benthamiana byly pozorovany za pouziti
pokrocilych mikroskopickych metod, piedevsim konfokalni laserové skenovaci
mikroskopie, a byla lokalizovana tvorba faznich proteint SAMK-mRFP a mRFP-SAMK.
Proteiny se dle ocekavani nachazely piedevsim v jadie, nikoliv v jadérku a oblasti okolo
cytoplazmatické  membrany. Z odebraného  materidlu listh  transformovanych
N. benthamiana byla provedena imunodetekce za pouziti Anti-mCherry primarni
protilatky. Po vyvolani signalu na membrané byly detekovany péasy odpovidajici fuznim

proteinim SAMK-mRFP, mRFP-SAMK (My = 67 kDa) i samotny mRFP (Mw = 24 kDa).

V dalsi ¢asti byl proveden robustni experiment ko-transformace listi N. benthamiana
dvéma konstrukty soucasné. Byly pouzity 35S::SAMK:mRFP, 35S::mRFP:SAMK,
35S::MMK3:mRFP, 35S::mRFP:MMK3 vzdy v kombinaci s 35S::SIMKK:eGFP pro
tvorbu jim nadfazené SIMKK. Bylo zjisténo, ze kombinace konstitutivni tvorby
SIMKK-eGFP s SAMK-mRFP nebo mRFP-SAMK vede u heterologniho rostlinného
systému k indukci programované bunécné smrti jiz 4. den po transientni transformaci.
Vznik programované buné¢né smrti vSak nebyl v takové mife nebo viibec pozorovan u
lista N. benthamiana tvoticich SIMKK-eGFP s MMK3-mRFP nebo mRFP-MMKS ani u
nadprodukce jednotlivych fuznich proteini samostatn€. Konstitutivni tvorba SIMKK
spolecné¢ se SAMK by mohla vést 1 u vojtésky seté k programované bunécné smrti.
Pro potvrzeni by vSak bylo tieba vytvofit linii vojtésky seté nesouci oba konstrukty, coz

muze byt za predpokladu, Ze mohou zplisobovat programovanou bunéénou smrt obtizné.

Nasledné byly klonovany konstrukty SAMK gRNA a transformovany do vojtésky seté
(M. sativa) za ucelem otestovani. Bylo navrzeno nékolik SAMK gRNA a pomoci technik
molekularni biologie byly klonovany do vektorti potfebnych pro pienos transgenu do

cilové rostlinné bunky.
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Byla provedena A. tumefaciens fizenad transformace vojtésky seté (M. sativa) a
propagace transgenniho materidlu pomoci somatické embryogeneze. Nasledné byl
odebran rostlinny material a pomoci PCR s primery specifickymi vici ¢asti prenasené¢ho
vektoru s SAMK gRNA potvrzena piitomnost transgenu u nékolika rostlin vojtésky seté
(M. sativa) SAMK gRNA.

Pro testovani, jestli je konstrukt SAMK gRNA v rostlinach M. sativa funkéni, byl
Z transgennich rostlin odebran material pro imunodetekci za pomoci specifickych
protilatek a metody Western blot. Z ptedbéznych vysledkidi prvniho opakovani
experimentu vyplyva, Ze oproti nami pouzité kontrolni rostlin¢ vojtésky seté (M. sativa)
RSY byla abundance SAMK i SIMK v rostlinach SAMK gRNA linii vyssi, a dokonce
vykazovaly mnohem vys§i abundanci fosforylovanych forem MAPK. Je mozné¢, Ze doslo
K utlumeni transgenu a ten byl poté nefunkéni nebo piitomnost transgenu zptsobovala
spolu s dalsimi vlivy stres. Tento a dalSi experimenty vSak nebyly z davoda
neocekavanych karanténnich opatfeni v disledku Sifeni viru SARS-CoV-2 zopakovany a
dokonceny. Pro finalni statistické vyhodnoceni a potvrzeni trendu by bylo potieba provést
nekolik nezavislych opakovani za pouziti vice biologickych i technickych replik a vice

kontrolnich rostlin, a také zméfit hladinu transkriptu pomoci qPCR.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2,4-D kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctova

35S CaMV promotor 35S z viru kvétadkové mozaiky

A absorbance

ANP1 protein kinasa 1 lokalizovana v jadfe a fragmoplastu
BiFC bimolekularni fluorescentni komplementace

BSA hovézi sérovy albumin

BWMK poranénim indukovana MAP kinasa

CDP kinasa Ca?* zavisla protein kinasa

CDPK cyclin zavisla protein kinasa

CM cytoplazmaticka membrana

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

EBlc konec vazajici protein 1c

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctovou

EGTA kyselina ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)tetraoctova
HAMK teplem aktivovana MAP kinasa

HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonova kyselina
HRP kienova peroxidasa

IAA kyselina indol-3-octova

MAPG5 na mikrotubul asociovany protein 65

MAPK mitogen-aktivované protein kinasy

MAPKK mitogen-aktivované protein kinasy kinasy
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MAPKKK
MMK
MKK
MP2C
MPK
MS médium
NTF
OMTK1
PAGE
PCR
PRKK
PRR
PTGS
PVDF
gPCR
RACK1
RB

RCF
RLCK
ROS
RPM
RT PCR
SAMK

SDS

mitogen-aktivované protein kinasy kinasy Kinasy
Medicago MAP kinasa

MAP kinasa kinasa

proteinova fosfatasa 2C z vojtésky seté
mitogen proteinova kinasa

Murashige & Skoog médium

jaderny transportni faktor

domnéld mitogenem aktivovana proteinova kinasa 1
polyakrylamidovéa gelova elektroforéza
polymerazova fetézova reakce

patogen responsibilni MAPKK

VZor rozpoznavajici receptor
post-transkripéni genové umlceni
polyvinylidendifluorid

kvantitativni polymerazova fetézova reakce
receptor aktivované C kinasy 1
elektroforeticky pufr

relativni centrifugacni sila

receptoru podobna cytosolicka kinasa
reaktivni formy kysliku

otacka za minutu

polymerazova fetézova reakce v redlném case
stresem aktivovand MAP kinasa

dodecylsulfat sodny
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SIMK

SIMKK

SIPK

SIPKK

SYMRK

TAE

B

TBS

TBS-T

TDY1

TEMED

TGS

VIP1

WIPK

stresem indukovand MAP kinasa

stresem indukovana MAP kinasa Kinasa

protein kinasa indukovana kyselinou salicylovou
protein kinasa kinasa indukovana kyselinou salicylovou
symbioticka receptoru podobna kinasa

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

Tris-HCI solny pufr

Tris-HCI solny pufr s pridavkem Tween 20
Domn¢ly aktiva¢ni motiv v MAPK genu TDY1
N,N,N’,N'-tetramethylethylendiamin
Transkripéni genové umlceni

Vir E2 interagujici protein

Poranénim indukovana protein kinasa
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