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CILE
Teoreticka ¢ast
1. Zpracovani literarni reSerSe na téma Medicago sativa a somaticka
embryogeneze, doplnéné o mitogen-aktivované protein kinasy (MAPKS),

zam&fené piedev§im na solnym stresem aktivovanou MAPK u Medicago

sativa — SIMK.

Prakticka cast

1. Optimalizace povrchové sterilizace listt Medicago sativa kultivovanych v
in vitro podminkach

2. Optimalizace slozeni jednotlivych kultivaénich médii a délky kultivace u
Medicago sativa

3. Obrazova dokumentace pribéhu somatické embryogeneze u Medicago sativa
pomoci binokularni lupy a fotoaparatu

4. Ovéfeni propagace rostlin se stejnou genetickou informaci pomoci Western blot

analyzy



1 UVOD

In vitro somaticka embryogeneze je proces, pii kterém se ze somatickych bungk, jako
jsou naptiklad listy, vyvijeji embrya a nasledné i celé nové rostliny. Tato metoda byla
objevena jiz témér pied 60 lety. V soucasné dobé patii mezi nejrozsifenéjsi laboratorni
metody pletivovych kultur. Hlavnim cilem pletivovych kultur je snadna a rychla
regenerace novych rostlin. Somaticka embryogeneze provadéna in vitro umoznuje
manipulaci se slozenim rdstového média i vnéjSich podminek k zajisténi vysoké
frekvence regenerace. Diky této metodé jsme schopni za sterilnich podminek a bez
potteby kultivace v hliné reprodukovat velké mnozstvi rostlin z jediného listu matetské
rostliny. Somaticka embryogeneze muize byt provadéna dvéma zpisoby — piimou a
nepiimou metodou. U nepiimé metody, kterd vyuziva k regeneraci rostlin kalus, mize
dochézet k tzv. somaklondlni variabilité. Ta reprezentuje genetické variace u rostlin,
které vznikaji technikou pletivovych kultur. Zmény se mohou projevit jako genotypové
nebo fenotypové variace. Béhem kultivace prostiednictvim somatické embryogeneze
mohou vznikat riizné mutace, které narusi nebo dokonce zastavi normdlni vyvoj rostliny
béhem regenerace. V experimentalni ¢asti této prace bude piedstaveno Sest somatickych
embryogenezi, z nichz prvni bude probihat podle ptivodniho protokolu a u ostatnich péti
bude protokol (pravé za cilem ptedejit pfipadnym mutacim) v nékterych castech

experimentu pozmeénén.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rod Medicago

Rod Medicago (Cesky Tolice) patii do Celedi bobovité (Fabaceae), fadu bobotvaré
(Fabales), tfidy vyssich dvoudéloznych rostlin (Rosopsida). Medicago je také nékdy
zastarale zarazovano do celedi Leguminosae (lusténiny), ktera je ale nyni soucasti
¢elede bobovité (Steele et al., 2010; Hajkova, 2015).

Zastupci rodu Medicago jsou pievazné bile, zluté¢, modie nebo fialové kvetouci
rostliny, které dorustaji vysky od 8 cm do 100 cm. Jedna se o jednoleté i trvalé rostliny
¢i kefte, které rostou v mnoha odlisnych biotypech (Monteiro, 2003; Mu Xu, 2010).

Pivodem Medicago pochazi ze Stfedniho vychodu, pravdépodobné z oblasti
dnesniho franu. Béhem starovéku se rozsifila do Evropy a odtud na dal$i kontinenty.
Nejvice druhii najdeme pievazné v oblasti Stftedomofi, ale nachazi se téméf po celém
svété (Monteiro, 2003; Cibulka, 2007; Steele et al., 2010).

Rod Medicago zahrnuje pies 80 druhti bylin a kefd véetné vyznamné picniny
Medicago sativa, nebo Medicago truncatula, ktera se vyuziva jako modelova lusténina

pro geneticky vyzkum (Steele et al., 2010).

2.1.1 Medicago sativa

Medicago sativa (Obr. 1) (Cesky Tolice vojtéska, vojtéska seta nebo jen vojtéska,
mezinarodné Alfalfa) je fialové kvetouci rostlina, ktera patii do rodu tolice (Medicago),
¢eled bobovité (Fabaceae) (Hajkova, 2015).

Jedna se o vytrvalou rostlinu, ktera kvete od kvétna do fijna. Dortsta do vysky
30 cm az 100 cm. Jeji lodyha je vzptimend, tupé hranata, vétvend. Listy jsou fapikaté,

trojélenné s prostiednim listem, ktery ma nejdelsi fapik. Listy jsou obvejCité, tj. listy ve

-----
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jednoduché hroznovité ve tvaru hlavky (téz strboulu), tj. kvétenstvi se zkracenym
vietenem a prisedlymi kvéty, obvykle polokruhovitého aZ ovalného tvaru. Kvétenstvi
vytvari 12 az 15 kvétt od bilé do syté fialové barvy (Cibulka, 2007; Hajkova, 2015;
Holubova et al., 2016; Pazdera et al., 2016).



Obr. 1 — Medicago sativa (vojtéska). Jeji lodyha je vzpiimena, tupé hranata, vétvena. Listy jsou
fapikaté, obvejcité a obkopinaté. Kvétenstvi je jednoduché hroznovité ve tvaru hlavky, obvykle
polokruhovitého az ovalného tvaru. Kvétenstvi vytvaii 12 az 15 kvéta fialové barvy. Pievzato

z en.wikipedia.org; originalni ilustrace (Masclef, 1891).

M. sativa roste na mnoha riznych typech pid, ale obecné upiednostiuje dobie
odvodnéné hlinité pady S vysokym obsahem alkalickych kovi. Vojtésku miizeme nalézt
jak v nizinach, tak v horskych oblastech. Vyskytuje se také ve stepich, na skalnatych a
travnatych svazich nebo v pise¢nych dunach. V pobieznich oblastech se vojtéska
vyskytuje na piséitych a pisCito-hlinitych piadach, zatimco v horskych oblastech ma
tendenci rist na t&z§ich jilovitych typech pad. V Ceské republice ji miiZzeme volné
nalézt predevS§im na loukéach, mezich, podél cest nebo na rumiStich ve méstech
(Duke, 1981; Bennett et al., 1998; Cibulka, 2007).

Vojtésce se nedafi v zamokienych pidach, toleruje pramérné ro¢ni srazky az do
1 030 mm (v New Yorku, USA). Snese teploty od 4,3 °C az 28,5 °C a pH pudy mezi 4,3
az 8,7, idealn¢ vsak roste V teplejSich oblastech s neutralnim pH pudy (Duke, 1981,
Hajkova, 2015).

Hlavni regiony, ve kterych se péstuje vojtéSska, jsou Severni Amerika
(41 % z celosvétové vyroby), Evropa (25 %), Jizni Amerika (23 %), Asie (8 %).
Nejvetsimi producenty (v milionech ha) je USA (9), Argentina (6,9), Kanada (2), Rusko
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(1,8), Italie (1,3) a Cina (1,3). Celosvétova produkce vojtésky byla v roce 2006 okolo
436 milionu tun, a byla tak nejvice péstovana picnina na svété (Yuegao a Cash, 2009;
Reddy et al., 2014).

Vojtéska se péstuje piedevsim jako krmivo. Pro hospodaiskéd zvifata ma vysokou
vyzivovou hodnotu, protoze obsahuje velké mnozstvi bilkovin, vitamind a minerali.
Vojteska produkuje vice bilkovin na hektar nez obili, a je tak vysoce zadouci rostlina na
produkci sena a pastvy pro zvifata. Jeji dalsi vyznamnou vlastnosti je schopnost fixovat
atmosféricky dusik, a tim zvySovat urodnost ptudy. Proto slouzi jako zaklad pro
udrzitelné zeméd¢lstvi, kde se pouziva jako podsev pii péstovani obilovin. Pomaha proti
snizovani podzemni hladiny vody, redukuje slanost suchych pid a poskytuje ochranu
proti plevelu a onemocnénim obilovin. Slouzi také jako modelovy organismus pro

genetické studie (Hanson et al., 1988; Bouton, 2001; Monteiro, 2003).

2.1.2 Medicago truncatula

Medicago truncatula (anglicky barrelclover ¢i barrel medic) je zluté kvetouci rostlina.
Dorusta do vysky 10 cm az 60 cm. Listy jsou podobné jako u M. sativa, tj. fapikaté
trojclenné, ale celkové $irsi. Listy jsou taktéZz obvejCité a obkopinaté. Konce listli jsou
mélce zubaté. Kvétenstvi je opét jednoduché hroznovité ve tvaru hlavky (Young a
Udvardi, 2009; Holubova et al., 2016).

M. truncatula se vyskytuje v subtropickych oblastech, pfedev$im ve Stiedomofi,
v Asii ¢i v Australii. Hojné se péstuje ale i v mirném podnebném pasu naptiklad ve
Francii nebo v Severni Americe (Rhodes, 2016).

M. truncatula se vyuziva pii krmeni hospodaiskych zvitat predevsim kvili
vysokému obsah bilkovin. Pro schopnost fixovat dusik se pouziva 1 jako podsev pii
péstovani obilovin (Loi et al., 2000; Rose, 2008).

Na rozdil od M. sativa, které je cizosprasny tetraploid, je M. truncatula samosprasna
diploidni rostlina. M. truncatula ma oproti M. sativa malou velikost genomu a vyvinuti
rostliny do dospélosti trva jen asi tfi mé&sice. M. truncatula je tak idealni rostlina, ktera
slouzi jako modelova lusténina genetickych studii (Barker et al., 1990; Somers a Samac,
2003).

Nejvice péstovany a prozkoumany kultivar M. truncatula je Jemalong. Jeho nejvétsi
vyhoda oproti jinym druhiim je jeho dobra regeneracni schopnost, ktera je mezi
ostatnimi lusténinami pomérné vzacna. Vyuzivd se tak napiiklad k analyze fixace
dusiku pomoci symbiozy s bakteriemi rodu Rhizobium, analyze genové exprese, analyze
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funkce promotoru nebo k T-DNA mutagenesi. Béhem poslednich 15 let byla
M. truncatula vyuzita jako modelova rostlina u nespoc¢tu experimentd. Jednim z téchto
experimentli je napiiklad vyzkum Spanélskych védct, kde u rostlin M. truncatula
nesouci kofeny transformované pomoci Agrobacterium rhizogenes byl nadexprimovan
transkripéni faktor MtZpt2-1. Béhem tohoto experimentu bylo pozorovano, ze tyto
upravené rostliny byly schopné normalniho vyvoje kofenti i v zasolené ptdé (Merchan
et al., 2007; Rose, 2008).

Tolerance proti suchu je jeden z dalsich oblasti vyzkumi, kde bylo vyuzito rostliny
M. truncatula. Naptiklad Zhang et al. (2005) nadexprimovali transkripéni faktor WXP1.
U rostlin doslo ke zvétseni kutikularniho vosku, a tim ke zvysené toleranci proti

vysuseni (Rose, 2008).

2.2 Somaticka embryogeneze

Somaticka embryogeneze je vyvojovy proces, ktery umoZnuje ze somatickych bun¢k
vytvofit embrya, a nakonec i celé nové rostliny. Tento proces zahrnuje dediferenciaci
somatickych bun€k a naslednou rediferenciaci, coz ma za nasledek vytvofeni nové
rostliny. Jako zdroje somatickych bun€k se nejcastéji vyuzivaji listy nebo koteny.
Somaticka embryogeneze je opak pro zygotickou embryogenezi, ktera vyuziva oplozené
bunky —zygoty, které vznikaji splynutim dvou pohlavnich gamet (Pierik, 1997; Rose et
al., 2010; Harada et al., 2010).

Proces produkce somatickych embryi byl poprvé popsan pied témét 60 lety. V roce
1958 védci F. C. Steward a J. Reinert provedli in vitro somatickou embryogenezi ze
suspenzni kultury Daucus carota (mrkve obecné) za ptidavku riistového regulatoru
kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové a kokosového mléka, které slouzilo jako zivna puda.
Reinert zanedlouho objevil, Ze embryogeneze mize probihat i na syntetickém médiu.
Steward nasledné popsal, ze pfi izolaci jednotlivych bunék i bunéénych seskupeni
dochazi ke vzniku totipotence, diky které mize byt dosaZeno regenerace celé rostliny
(Steward et al., 1958; Pierik, 1997).

V roce 1968 se M.C. Benbadis pokusil o regeneraci Daucus carota (mrkev obecnd)
pouze zjediné buiky suspendované v kapce vody na mikroskopickém sklicku.
Experiment ale nebyl pfili§ Gspésny, a byl tak nahrazen kultivaci skupiny bunék v tzv.
mikro-komarkach. V téchto mikro-komurkach byla buné¢na kultura naockovana na agar
vedle jiz naofkovaného mateiského kalusu, ktery pomohl stimulovat bunééné déleni
(Nag a Street, 1973; Pierik, 1997).



Somaticka embryogeneze se dnes déli na metodu pifimou a nepfimou. Pfima
somatickd embryogeneze je proces vytvareni somatickych embryi pfimo z explantatu
bez formovani kalusu. Proces vychazi z tzv. PEDC (pro-embryonic determined cells)
bun¢k, neboli pfedem definovanych embryonalnich bunék. Tyto buriky jsou jiz pfedem
naprogramované K indukci embryi. Takovymi buinkami muzou byt naptiklad bunky
listového mezofylu ¢i meristému. U nepfimé metody dochazi nejprve ke vzniku kalusu
a teprve naslednou kultivaci kalusu se formuji embrya. Vychazi se z tzv. IED (induced
embryogenic determined cells) bunék, neboli indukovanych embryonalnich bunék.
Takové bunky ziskdme naptiklad kultivaci rozfizlych listi na specifickém médiu

(Conger et al., 1983; Finer, 1995).



2.2.1 Somaticka embryogeneze u Medicago sativa

Sohledem na masovou produkci a krmnou hodnotu, je M. sativa jedna

vvvvvv

vvvvvv

jeden z nejdalezitéjSich faktord Gspé$né aplikace technik pletivovych kultur rostlin na
zdokonaleni genetickou modifikaci. Somaticka embrya postradaji endosperm, ktery je
pfirodnim zdrojem rostlinnych ristovych regulatori a Zzivin. Rostlinné médium pro
kultivaci je proto obohaceno o aminokyseliny, vitaminy a rostlinné rustové regulatory.
Pro lepsi somatickou embryogenezi a dozravani embryi muze pomoci piidani napiiklad
kvasnic, kasein hydrolyzatu, kokosové vody nebo cyanobakterialniho extraktu.
Schopnost produkce kvalitnich somatickych embryi nezalezi pouze na nutri¢nich
hodnotach kultivaéniho média, ale také na abiotickém stresu. Svétlo a teplota nemusi
ovlivnit jen rast rostliny, ale miZou zménit i chemické slozeni médii, pfedev§im u
rostlinnych rastovych regulatort (Bender a Neumann, 1978; Dunlap et al., 1986;
Dunlap a Robacker, 1988; Anandarajah a McKersie, 1992; Rao a Suprasanna, 1999;
Nirmal et al., 2007; Palikova et al., 2007; Ahmed et al., 2011; Amini et al., 2016).

2.2.2 Fytohormony

Riast, morfologii i zdravi rostlin ovliviiuji rostlinné hormony neboli fytohormony.
Pokud jsou tyto fytohormony uméle syntetizovany, hovotime o rostlinnych riistovych
regulatorech, které jsou dileZitou soucésti kultivacnich médii nejen pifi somatické
embryogenezi. Mezi hlavni zéastupce rostlinnych hormont patfi auxiny, cytokininy,
gibereliny, ethylen a kyselina abscisova (Eckardt, 2015).

Auxiny jsou nizkomolekuldrni organické kyseliny obsahujici ve své struktuie
heterocykl a karboxylovou skupinu. Nejbézn&jsim pfirozené se vyskytujicim se
auxinem Vv piirod¢ je indol-3-octova kyselina (IAA). Mezi typické syntetické auxiny
patii kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D). 2,4-D je G¢inna piedevsim na podporu
tvorby embryonalnich kultur, protoZe je obvykle mén€ metabolizovana bunikami nez
jiné auxiny. Auxiny u rostlin stimuluji rast stonku, hlavniho kofene a postrannich
kofinkd. Dale mohou v rostlinach ovliviiovat i gravitropismus, fototropismus,
formovéani listd ¢i apikdlni dominanci. Auxiny jsou velmi S$iroce pouZzivany

Vv pletivovych kulturach a tvofi obvykle nedilnou soucast zivného média (Leopold,



1955; von Arnold et al., 2002; Woodward a Bartel 2005; George, 2007; Sauer et al.,
2013).

Cytokininy jsou derivaty N8-substituovaného purinu, které jsou schopné bunééného
déleni. Miller et al. (1995) objevili, Ze cytokininy jsou pfirodni rostlinné hormony, které
ovliviiuji normalni rostlinny vyvoj. Cytokininy v rostlinach reguluji bunécény cyklus,
stimuluji déleni bun¢k, inhibuji rist kofene a ovliviuji i vyvoj chloroplasti. Mezi
nejb&znéjsi zastupce patii zeatin a kinetin (Mok, 1994; Mok a Mok, 2001; Eckardt,
2003).

V pletivovych kulturach rostlin hraje obsah auxinl a cytokininii dulezitou roli pfi
morfogenezi. Pii vysokém obsahu auxint a cytokinind dochéazi k embryogenezi, vzniku
kalusu a ristu kotene. Pfi nizkém obsahu téchto regulatoti dochazi k bujeni nadzemni
Casti rostliny (George, 2007; Su et al., 2011).

Gibereliny jsou metabolické produkty houby Gibberella fujikuroi. Je znamo, ze
gibereliny jsou pfitomny V cévnatych rostlinach, u nékterych hub a bakterii. Mezi
zastupce patii kyselina giberelinova (C19H220¢), giberelin A1 (C19H2406) a giberelin A
(C19H260e6). V rostlinach zpisobuji ptredevsim intenzivnéjsi rust listdi a zvySenou
apikalni dominanci. Gibereliny pomahaji také piekonat dormanci semen, internodii a
pupenu (Brian, 1959; Hedden a Sponsel, 2015).

Ethylen patii mezi nejjednodussi alkenové plyny. K jeho syntéze dochazi béhem
urCitych fazi vyvoje rostliny v souvislosti s abiotickym a biotickym stresem. Ethylen
ovlivituje n€kolik aspektli ristu rostliny, od vyvoje rostliny az po jeho dopad na Zivotni
prostiedi. Jiz v roce 1901 Dimitry Neljubow prokazal, Ze ethylen je aktivni soucasti
svitivych plyntli, které ovliviiuji rostliny. V 80. letech minulého stoleti doslo diky
ptichodu novych molekularné-biologickych technik k vyraznému pralomu v oblasti
vyzkumu ethylenu. Znalosti ziskané béhem tohoto vyzkumu na modelové rostling
Arabidopsis thaliana jsou dnes aplikovany na mnoho dalSich rostlinych druhd. V
souCasné¢ dobé doslo k detailnimu popsani regulace biosyntézy ethylenu a signalni
transdukce ethylenu. Ethylen stimuluje vyvoj kvétl, dozravani plodt, starnuti a
opadavani listl U mnoha riznych druhii rostlin. Ethylen akumulovany v pletivech miize
inhibovat rist a vyvoj rostliny (McAfee a Page, 1971; Mayak a Halevy, 1972;
Aharoni et al., 1979; Chaves a de Mello-Farias, 2006; George, 2007; Bakshi et al.,
2015).

Pozorovani ukézala, Ze ethylen a auxin miZou regulovat aktivitu toho druhého.

Naptiklad auxin miize snizovat schopnost ethylenu urychlovat procesy spojené se
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starnutim jako je dozravani nebo opadédvani listl. Vyssi koncentrace auxinu vede také
k vétsi produkcei ethylenu (George, 2007; Lin et al., 2009).

Kyselina abscisova (ABA) je zapojena do mnoha rtznych fyziologickych procesu u
roslin. Béhem rustu rostlin ma ABA velmi dulezitou roli v souvislosti s abiotickym
stresem jako je sucho, chlad nebo vysoka slanost pudy. Pii vyvoji semen ABA zvysuje
toleranci proti vysuSeni a inhibuje pfedcasné kliceni. Kyselina abscisova také zlepSuje
vyvoj a dozravani somatickyh embryi (Oliver a Bewley, 1997; Frey et al., 1999; Blochl
et al., 2005; Vahdati et al., 2008; Amini et al., 2016).

Vzhledem k relativné snadné manipulaci s fytohormony u kultivacnich médii, jsme
schopni se pokusit o optimalizaci kultivaénich procesi, vcetné somatické

embryogeneze.

2.3 Antibiotika

Béhem kultivace také casto dochazi ke kontaminaci explantati. To miZze byt
samotou kultivaci nebo nedislednou manipulaci béhem ptendsSeni na médium. Na
sniZzeni tohoto rizika a zamezeni riistu nezddouci kontaminace se do médii ptidavaji
rizna antibiotika, naptiklad carbenicillin ¢i ticarcillin. Jednou z nejvyuzivanéj$ich smési
antibiotik je ticarcillin (ticarcillin disodium) spolu s amoxicilin/klavulanatem
(klavulanova kyselina; clavulanate potassium), prodavany také pod obchodnim nazvem
Timentin™, Ticarcillin je derivat penicilinu, ktery patii do skupiny B-laktamovych
antibiotik. Ty inhibuji syntézu bakterialni bunééné stény. Klavulanova Kkyselina je
B-laktamasovy inhibitor. B-laktamasa je enzym, produkovany bakteriemi, ktery brani
ucinnost laktamového antibiotika. Klavulanova kyselina inhibuje tuto schopnost
bakterie se branit, a zvySuje tak rozsah ucinnosti antibiotik o dalsi ptivodné resistentni
druhy. Timentin™ je vysoce efektivni pii eliminaci Agrobacteria a gram-negativnich
bakterii. Vykazuje také stimulacni efekty pii organogenezi. Oproti dalsi pouzivané
smési antibiotik — carbenicillinu a cefotaximu, je Timentin™ stabilngjsi a rezistentni
proti inaktivaci p-laktamasou (Saxon et al., 1987; Nauerby et al., 1997; Ling et al.,
1998; Costa et al., 2000; Liras a Martin, 2009; Gentry et al., 1985; Shaikh et al., 2015).



2.4 Mitogen-aktivované protein kinasy

Mitogen-aktivované protein kinasy (MAPKs nebo MAP Kkinasy) jsou enzymy ze
skupiny serin/threonin protein kinas. Reprezentuji jednu z nejvétSich skupin enzymu,
tvori ptiblizné 2 % vsech eukaryotickych proteinti. MAPKS jsou hlavni soucasti procestt
jakymi jsou kontrola embryogeneze, bunécna diferenciace, proliferace i bunééna smrt.
Hlavni funkci MAPKS je regulace genové exprese u eukaryot v reakci na extracelularni
signaly. MAP kinasy pfimo reguluji genovou expresi pomoci fosforylac¢nich
transkripcnich faktorti (Pearson et al., 2001; Yang et al., 2003; Kobe a Kemp, 2010).

MAP kinasy jsou regulovany fosforylaéni kaskadou (Obr. 2). MAPK kaskada se
sklada z modulu slozeného z MAPK kinasy kinasy (MAPKKK), MAPK Kkinasy
(MAPKK) a MAPK. Tento modul protein kinas je napojen na sit’ riznych receptort,
které jsou stimulovany vnéjsimi podnéty. Signal je skrz MAPK kaskadu Sifen tak, ze
dochazi k postupné fosforylaci a aktivaci jednotlivych kinas. To nasledn¢ mize vést az
k aktivaci cilovych regulatorovych proteint, transkripénich faktori nebo proteint
zapojenych do cytoskeletu (Nakagami et al., 2005; Plotnikov et al., 2011).

Inaktivace MAPK kaskady miize zabranit napadeni uréitymi patogeny, nebo zvysit
toleranci proti stresovym podminkam (Lewis et al., 1998; Yang et al., 2003; Shapiro
et al., 2004).

10



Extracelularni signal

Extracelularni prostor
Intracelularni prostor

Aktivace dalSich kinas ~ Transkripéni  Strukturni
(MSK, MAPKAP, ...) faktory proteiny

Obr. 2 — MAPK kaskada a pienos signalu. MAPKKK je pomoci fosforylace aktivovana
receptorem, ktery reaguje na vnéj§i podnét. MAPKKK fosforyluje MAPKK, a ta dualné
fosforyluyje MAPK na obou koncich residua. Aktivovana MAPK mize dale aktivovat dalsi
kinasy, jako MSK nebo MAPKAP, transkripéni faktory nebo strukturni proteiny.

2.4.1 Mitogen-aktivované protein kinasy kinasy kinasy

Mitogen-aktivované protein kinasy kinasy kinasy (MAPKKK, MAP3K nebo MEKK)
jsou nejvétsi skupinou protein kinas pattici do MAPK kaskady. Ackoliv skupina
MAPKKK tvoti nejvétsi a nejvice homologni skupinu MAPK kaskady, ukazalo se, ze
pouze v nékterych piipadech jsou tyto MAPKKK aktivatory MAPKK. I kdyz jsou
vsechny MAPKKK velmi pfibuzné, mtzou byt rozdéleny do dvou hlavnich
podskupin — MEKK a Raf. Podskupina MEKK je tvofena kinasami, u kterych bylo
ovéteno, Ze jsou zapojeny do MAPK kaskady. Tyto kinasy aktivuji MAPKK pomoci
fosforylace serinového nebo threoninového residua. MEKK kinasy zahrnuji OMTK1 u
Medicaga; ANP1, ANP2, ANP3, MEKK1 a YODA u Arabidopsis. Podskupina Raf jsou
kinasy, u kterych nebylo zatim dokéazano, ze funguji jako aktivni MAPKKK v MAPK
kaskade¢. Mezi Raf kinasy patii naptiklad CTR1 u Medicago nebo EDR1 u Arabidopsis.



EDRI1 hraje roli pfi resistenci proti patogenu, jeho funkce jako MAPKKK je ale zatim
nejasna (Nakagami et al., 2005; Li et al., 2015).

Aktivace MAPKKK muize dochazet prostfednictvim MAPKKK kinas (MAP4K)
nebo extracelularnim stimulem prostfednictvim membranovych receptoru (Nakagami

et al., 2005).

2.4.2 Mitogen-aktivované protein kinasy kinasy

Mitogen-aktivované protein kinasy kinasy (MAPKKs, MAP2K nebo MKK) maji
dvojitou specificitu. To znamena, Ze mohou byt aktivovany ha serinovém nebo
threoninovém residuu v  konzervovaném S/T-X3.5-S/T  motivu. MAPKKSs je
nékolikandsobné¢ mensi pocet nez MAPKSs. To naznacuje, ze MAPKK pravdépodobné
aktivuje n¢kolik MAPKs zaroven. MAPKK aktivuji MAPK fosforylaci threoninového i
tyrosinového residua na T-X-Y residuu (Ichimura et al., 2002; Nakagami et al., 2005).
U Arabidopsis bylo popsano né€kolik MAPKKS, napiiklad MKK1 nebo MKK2.
MKK?2 je aktivovnana pomoci MEKKI1 pfi abiotickém stresu. U MKK1, ktera je také
aktivovana abiotickycm stresem, ale zatim neni zndma nadifazena MAPKKK (Nakagami

et al., 2005).

2.4.3 Mitogen-aktivované protein kinasy

MAPK jsou aktivovany dvojitou fosforylaci threoninového i tyrosinového residua
pomoci MAPKK. Aktivovanda MAPK muze fosforylaci aktivovat dalsi protein kinasy,
napiiklad ribosomalni S6 kinasu (RSK), MAPK-interagujici kinasu (MNK), MAPK-
aktivovanou protein kinasu (MAPKAP) nebo protein kinasu aktivovanou mitogenem
nebo stresem (MSK), kde mnohé z nich reguluji genovou expresi fosforylaci histont a
transkripénich regula¢nich proteind (Lewis et al., 1998; Yang et al., 2003; Shapiro et
al., 2004).

U Arabidopsis nalezneme né€kolik MAPK, napiiklad MPK3, MKP4 a MPKG6.
Vsechny tyto tii MAPKs mohou byt aktivované biotickym i abiotickym stresem
(Nakagami et al., 2005).

2.4.4 Mitogen-aktivované protein kinasy u M. sativa

Mezi znamé MAPKK kinasy u M. sativa patii constitutive triple response 1 (CTR1) a
oxida¢nim stresem aktivovana MAPKKK 1 (OMTK1). CTRI1, ktera patii do skupiny
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Raf MAPKK kinas, negativné reguluje reakce na ethylen. OMTKI1 patii mezi MEKK
MAPKK kinasy. Béhem experimentu s rostlinnymi protoplasty OMTKI1 prokazala
kinasovou aktivitu, ktera zpisobuje bunécnou smrt. ZvySenou miru umrtnosti bunck
Vv rostliné zptisobuje MMK3, ktera je aktivovana OMTKI1. Ta miize byt ale aktivovana
pouze peroxidem vodiku (H202) (Chang, 2003; Nakagami et al., 2004; Pareek et al.,
2010).

U Medicago byly identifikovany dvé MAPKKs — stresem indukovana MAPKK
(SIMKK) a patogen-reagujici MAPKK (PRKK). SIMKK muze byt aktivovana jak
salinitou, tedy abiotickym stresem, tak stresem biotickym. SIMKK muze aktivovat
stresem indukovanou MAPK (SIMK). PRKK vyzaduje aktivaci nadfazenou MAPKKK,
ktera je stimulovana napiiklad houbovou infekci. PRKK aktivuje tii MAPK — SIMK,
Medicago MAPK 3 (MMK3) a stresem aktivovanou MAPK (SAMK) (Cardinale et al.,
2002; Nakagami et al., 2005).

U M. sativa byly doposud identifikovany c&tyfi vyznamné stresem indukované
MAPKSs — Medicago MAPK 2 (MMK?2), MMK3, SAMK a SIMK. Tyto protein kinasy
napomahaji vojtéSce pii obrané¢ proti napadeni patogenem a mimo jiné ovliviiuji
toleranci pfi stresovych podminkach. MAPKs mohou byt aktivované bud’ biotickym
stresem, jako je houbova ¢i bakterialni infekce, nebo stresem abiotickym, coz je
naptiklad sucho, vlhkost, teplota, poranéni nebo pfitomnost tézkych kovu v pudé
(Cardinale et al., 2000; Ichimura et al., 2002; Jonak et al., 2004).

MMK3 neni aktivovéna solnym stresem piimo, ale pouze prostiednictvim SIMKK
nebo PRKK. Naopak SIMK muze byt aktivovana pifimo pusobenim solného stresu,
nebo pomoci SIMKK ¢i PRKK. Aktivace exprese SIMK solnym stresem probiha
zejména V kofenovém meristému vojtésky, kde dochazi k premistovani komponentd
buné¢ného déleni jako preprofazniho svazku (PPB) nebo fragmoplastu. Aktivace SIMK
tak mlze branit v normélnim vyvoji bunky. V soucasné dob¢ se proto zac¢ind vyuzivat
metody zvané RNA interference (RNA1), diky které miZeme potlacit expresi SIMKK
(Cardinale et al., 2000; Baluska et al., 2000; Cardinale et al., 2002; Blume et al., 2008).
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2.5 RNA interference

RNA interference je piirozeny regulatorovy mechanismus vétSiny eukaryotickych
bunék zapojeny do obrany proti virdim nebo genomickému zadrZzovani
retrotranspozomi. RN A je jednoduché a rychld metoda umlceni genové exprese v fade
organismi. Vyuziva dvouvldknovou RNA (dsRNA), ktera reguluje genovou expresi.
Umlceni genil je disledkem degradace dsRNA pomoci enzymu dicer, ribonukledza ze
skupiny RNAas III. Ten ji §t€pi do malych 21-22 part bazi dlouhych interferujicich
molekul (siRNA). siRNA tvofi multiproteinovy RNA-Induced Silencing Complex
(RISC), ktery vyuziva siRNA nebo miRNA (mikroRNA) jako templat pro rozpoznani
komplementarni mRNA. Pfi navazani komplementarniho vlakna, RISC aktivuje RNAsu
a degraduje cilenou RNA. RNA umlcujici sekvence jsou obvykle dopraveny jako
transgeny nebo jako Cast virusového vektoru. RNAi mutze umlcet specifické geny
vytvofenim knockdown fenotypi, pomoci stabilni transformace nebo pomoci infekce
prostfednictvim rekombinantniho RNA viru, ktery nese cilovy gen. Vysledny fenotyp je
bud’ identicky ke geneticky nulovym mutantim nebo pfipomina alelické série mutanti.
Nékdy je tato metoda nespravné nazyvana tzv. knockout technikou — vyfazeni exprese
genu. Protoze ale RNAi uplné nezrusi genovou expresi, jedna se tzv. knockdown
techniku — potlaceni genové exprese (Agrawal et al., 2003; Burch-Smith et al., 2004;
Yin et al., 2005; Kim a Rossi, 2008; Zhang, 2013).
genomiky pfi zlepSeni vlastnosti obilovin diky vylepSeni metabolismu. V soucasné dobé
se RNAI ukazuje jako slibnd metoda na redukci aktivity specifickych genli u rostlin,
protoze rostliny na rozdil od zvifat nejsou citlivé na mutagenezi zpisobenou umlcenim
specifického genu. RNA interference se tak velmi hojné vyuziva v experimentalni
biologii ke studiu funkce gent in vivo v riznych modelovych organismech. Technika
RNAI byla Gspésné zavedena u n€kolika rostlinnych druhti, kde doslo ke zlepSeni jejich
nutri¢nich hodnot, celkové kvality a odolnosti proti patogeniim a chorobam (Chuang a
Meyerowitz, 2000; Kerschen et al., 2004; Ali et al., 2010).

RNA interference nachazi uplatnéni i v medicin€. Prvni klinicka aplikace byla
zamé&fena proti makularni degeneraci, kterd zplsobuje slepotu nebo omezené vidéni
predevsim u starSich lidi. V soucasné dob¢ se pracuje na 1é¢ebnych aplikacich proti viru

HIV, hepatitidé B i C nebo rakoviné (Fattal a Bochot, 2006; Kim a Rossi, 2008).
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2.6 Western blot analyza

Western blot je dulezita technika vyuzivana pfedevSim Vv bunééné a molekularni
biologii, pomoci které jsme schopni oddélit a identifikovat specifické proteiny od
ostatnich proteinii ziskanych béhem extrakce bunck. Tato metoda vyuziva tii zakladni
kroky — separace proteini podle molekulové hmotnosti, jejich pfenos na membranu a
vizualizace zajmovych proteini pomoci primarni a sekundarni protilatky (Mahmood a
Yang, 2012).

K separaci proteinit podle molekulové hmotnosti se vyuziva gelova elektroforéza,
kde se separacni gel sklada ze dvou c¢asti. V prvnim, zaostfovacim gelu se vzorky po
naneseni rovnomérné srovnaji do jednoho prouzku, takze migrace probihd vsude ve
stejném  Case. V druhém, rozdélovacim gelu se proteiny separuji podle
molekulové hmotnosti — mensi proteiny migruji gelem snadnéji a vyrazné rychleji. Po
denaturaci maji proteiny negativni naboj, proto migruji smérem k pozitivni elektrodé
(Mahmood a Yang, 2012).

Pti blotovani dochézi k pfeneseni protein z gelu na nitrocelulézovou membranu.
Dalsim dulezitym krokem Western blotu je blokovani. To zamezuje navazani primarni
protilatky na nespecifické proteiny. Vybér protilatky zalezi na antigenu, ktery ma byt
detekovan a také na tom, jaké protilatky jsou dostupné pro dany antigen. Primdrni
protilatka neni piimo detekovatelna. Na konec¢nou detekci se vyuziva protilatky
sekundarni. Ob¢ protilatky se ziskavaji imunizaci laboratornich zvifat antigenem, kdy
hostitelé primarni i sekundarni protilatky by méli byt rizni (Mahmood a Yang, 2012;
Bass et al., 2017).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Rostlinny material

Jako rostlinny material pro somatickou embryogenezi byly v mé bakalaiské praci
pouzity rostliny vojtésky seté — Medicago sativa péstované Vv hliné a kultivovany v
kultiva¢ni mistnosti (Weiss Gallenkamp) pfi teplote 21 °C, s fotoperiodou 16 h svétlo a
8 h tma a intenzitou svétla 60 az 80 pE.m?2s?. K Western blot analyze byly potom
pouzity kofeny piiblizné 20 tydni starych rostlin M. sativa vzniklych prostfednictvim
somatické embryogeneze kultivovanych in vitro na Murashige and Skoog médiu
v kultiva¢ni mistnosti (Weiss Gallenkamp) pfi teploté 21 °C, s fotoperiodou 16 h svétlo
a 8 h tma a intenzitou svétla 60 az 80 pE.m2.s™. V obou ptipadech byla jako kontrolni
rostlina pouzita Medicago sativa, kultivar Regen SY (RSY). Z transgennich linii
M. sativa byla pouzita linie se snizenou expresi SIMKK (SIMKK RNAi 1D/49).

3.2 Material a metody

3.2.1 Pristroje a zarizeni

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

Aparatura pro elektroforézu Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
Aparatura pro transfer proteinti Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad, USA)
Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Binokularni lupa (Leica, Némecko)

Dokumenta¢ni zafizeni ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad, USA)
Chlazena centrifuga (Beckman, USA)

Inkubator IN55 (Memmert, Némecko)

Kultivaéni mistnost (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie)

Kyvacka Mr-12 Rocker-Shaker (Biosan, Lotyssko)

Laboratorni digestot M 1200 (Merci, Brno)

Laminarni box (Merci, Brno)

Magneticka michacka (MSH-420, Boeco, Némecko)

pH metr PC 2700 (Eutech Instruments, USA)

Piedvazky S1502 (BEL Engineering, Italie)

Spektrofotometr DU® 730 UV/VIS (Beckman Coulter, USA)
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Termoblok ThermoCell Cooling & Heating Block (Bioer, Cina)

Ttepacka (Labnet, USA)

Vortex-Genie 1 (Scientific Industries, USA)

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

3.2.2 Chemikalie

Alfa Aesar
¢ Gellan Gum Pouder (Némecko)
AppliChem
e MgSO4 x 7H20 (Spanélsko)
Bio-Rad
e Protein dual colour (USA), ECL substrat (Clarity™ Western ELC Substrat;
USA), 4x Laemmli Sample Buffer, Blotting-Grade Blocker (odtu¢néné susené
mléko; Bio-Rad, USA)
Duchefa Biochemie
e Ticarcillin 2Na & Clavulanate K, 15:1 (Nizozemi), Gamborg‘s B5 basal salt
mixture (Nizozemi), Gamborg‘s B5 vitamin mixture (Nizozemi); Murashige-
Skoog‘s salt mixture (Nizozemi), Nitsch and Nitsch vitamin mixture
(Nizozemi); 2-[4-(2-hydroxyethyl) piperazin-1-yl]ethanesulfonova kyselina
(HEPES; Nizozemi)
GE Healthcare
e Amersham™ Hybond™ P 0.45 PVDF Blottig Membrane (Némecko)
GenScript
e Primarni krali¢i polyklondlni MMK3 protilatka (USA)
Invitrogen by Thermo Fisher Scientific
e (Goat anti-rabbit IgG F(ab®)2 sekundarni protilatka HRP (USA)
Roche
e COmplete™ (USA)
e PhoSTOP™ (Svycarsko)
Serva

e Bradfordovo ¢inidlo (Némecko)
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Sigma

Adenin (Cina), dithiotreitol (DTT; Kanada), dodecylsiran sodny (SDS; USA),
dusi¢nan draselny (KNOs; Japonsko), 2-[2-[2-[2-[bis(karboxymethyl)amino]-
ethoxy]ethoxy]ethyl-(karboxymethyl)aminoJoctova 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 hotfecnaty (MgClz; Némecko), chlorid sodny (NacCl;
Dansko), L-glutation (Japonsko), L-prolin (Francie), L-serin (Cina), methanol
(Francie), sacharosa (Némecko), Tris (USA), Tween 20 (USA),
-merkaptoethanol (Némecko)
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3.2.3 Roztoky a média

1% hypochlorid sodny
e 1 ml 10% hypochlorid sodny
e 9mldH0

Steriliza¢ni roztok
e 10 ml 1% hypochlorid sodny
e 10 Tween 20

1000x Gamborg’s vitamin solution
e 112 g Gamborg‘s B5 vitamin mixture
e 11dH0O

Roztok aminokyselin
e 6,650.17 glutamin
e 0,83¢g.17%serin
e 0,004 g.1 adenin
e 0,0083 .17 L-glutation
e 11dH20

B5H médium
e 3,19.1"! Gamborg‘s B5 basal salt mixture
e 1,0 ml.1"t 1000x Gamborg’s vitamin solution
e 050.11KNO3
e 0,259.11 MgSO4x7 H20
e 0,59.1% prolin
e 30g9.1" sacharosa
e 450.17 Gellan Gum Pouder
e 999 ml dH2O
e pH57
Po autoklavovani a vychladnuti média pfiblizné na 55 °C bylo pfidano 30 ml roztoku

aminokyselin, 1 mg.It 2,4-D a 0,1 mg.I"* kinetinu.
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B50 médium
e 3,19.1" Gamborg‘s B5 basal salt mixture
e 1,0 ml.1"t 1000x Gamborg’s vitamin solution
e 050911KNO;3
e 0,250.1" MgSO4+7 H0
e 05g.17 prolin
e 30g9.1" sacharosa
e 450.17 Gellan Gum Pouder
e 999 ml dH20
e pH57
Po autoklavovani a vychladnuti média pfiblizné na 55 °C bylo pfidano 30 ml roztoku

aminokyselin.

1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution
e 108,73 g Nitsch vitamin mixture
e 11dHO

MMS médium
e 4,39.1" MS basal salt mixture
e 1,0ml.1"t 1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution
e 30g9.1" sacharosa
e 459.1" Gellan Gum Pouder
e 999 ml dH.O
e pH57

MS médium

e 4,39.1" MS basal salt mixture

30 g.1! sacharosa

45 9.1 Gellan Gum Pouder
11dH20

pH 5,7
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Extrakéni pufr E
e 1,19 gHEPES
e 0,43 g NaCl
e 0,038gEGTA
e 100 ul 1M MgCly
e 0,004 g NaF
e 10 ml glycerol
e 100 ml dH2O

10x elektroforeticky pufr (zasobni roztok)
e 309Tris
e 144 gglycin
e 10gSDS
e 11dH0O

1x elektroforeticky pufr (pracovni roztok)
e 100 ml 10x elektroforeticky pufr
e 900 ml dH20O

10x transferovy pufr (zasobni roztok)
o 242q9Tris
e 112,6 gglycin
e 11dHO

1x transferovy pufr (pracovni roztok)
e 100 ml 10x transferovy pufr
e 50 ml methanol
e 850 ml dH20

10x TBS (zasobni roztok)
o 2429Tris
e 87,89 NaCl
e 11dH20O
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1x TBS-T (pracovni roztok)
e 100 ml TBS
e 0,1% Tween 20
e 900 ml dH20

5% BSA
e 05gBSA
e 10mlTBS-T

4% BSA
e 049gBSA
e 10mlITBS-T

3% BSA
e 0,3gBSA
e 10mlTBS-T

1% BSA
e 0,1gBSA
e 10mlTBS-T

5% Blotting-Grade Blocker (odtu¢néné susené mléko)
e 0,5 g Blotting-Grade Blocker
e 10mlTBS-T

4% Blotting-Grade Blocker (odtu¢néné susené mléko)
e 0,4 g Blotting-Grade Blocker
e 10mlTBS-T

3% Blotting-Grade Blocker (odtu¢néné susené mléko)
e 0,3 g Blotting-Grade Blocker
e 10mlTBS-T

1% Blotting-Grade Blocker (odtu¢néné susené mléko)
e 0,1 g Blotting-Grade Blocker
e 10mlTBS-T
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3.3 Metody

3.3.1 Somaticka embryogeneze Medicago sativa — pivodni protokol

3.3.1.1 Povrchova sterilizace listi Medicago sativa

Pii prvni somatické embryogenezi (SE 1) se postupovalo dle pavodniho protokolu
(Samac a Austin-Phillips, 2006). Z rostlin Medicago sativa, které byly péstovany
v hlin¢ v kultiva¢ni mistnosti (Weiss Gallenkamp; 21 °C, 16/8 fotoperioda, intenzita
svétla 60 az 80 pE.m2.s?) byly opatrné odstiihnuty listy a vlozeny do 50 ml konické
zkumavky s kohoutkovou vodou. Sterilizace byla provedena nejprve v 70% ethanolu po
dobu 10 s, poté v roztoku 1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20 (Sigma) po
dobu 1,5 min. Listy byly nakonec 3x promyty destilovanou vodou. Cely proces

sterilizace byl proveden v laminarnim boxu (Merci).

3.3.1.2 Prubéh somatické embryogeneze

Listy kontrolnich i transgennich rostlin M. sativa byly pfemistény na sterilni filtra¢ni
papir a pomoci skalpelu roztiznuty na dvé poloviny. Ty byly ptelozeny na Petriho
misku s BSH médiem pro iniciaci kalusu. Po 3 tydnech byly kalusy pfelozeny na B50
médium, které iniciuje tvorbu embryi. Po 2-3 tydnech byla jednotlivd embrya ze 2/3
jejich délky vertikaln€é vloZzena do MMS meédia pro iniciaci rastu kotene. Po zhruba
1 tydnu byla embrya s viditelnymi malymi kofinky pielozena na MS médium pro
dokonceni a udrzovani nové rostliny in vitro. Do vSech vyse pouzitych médii byl vzdy
piidan ticarcillin (1 ml.1"Y) pro zamezeni kontaminace a kultivace probihala v kultiva¢ni
mistnosti (Weiss Gallenkamp) s konstantni teplotou 21 °C, fotoperiodou 16/8 a

intenzitou svétla 60 az 80 uE.m2s™,

3.3.2 Somaticka embryogeneze Medicago sativa — optimalizovany

protokol

3.3.2.1 Modifikace ve sterilizaci

Druha somaticka embryogeneze (SE 2) probihala podle ptivodniho protokolu, ale s tim
rozdilem, ze pfi sterilizaci listi bylo vynechano promyvani v 70% ethanolu. Listy byly
tedy sterilizovany pouze v roztoku 1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20
(Sigma) po dobu 1,5 min.
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3.3.2.2 Modifikace ve sterilizaci a absence MMS média

Béhem somatické embryogeneze Cislo 3 (SE 3) byly listy sterilizovany 5 min v roztoku
1% hypochloridu sodného s0,1% Tweenem 20 (Sigma). Zaroven bylo pii kultivaci
explantati vynechano MMS médium. Kalusy byly tedy z B5S0 média rovnou pfeneseny

na MS médium.

3.3.2.3 Modifikace ve sterilizaci a zvySeni koncentrace ristovych

regulatori u BSH média

Sterilizace v této somatické embryogenezi ¢islo 4 (SE 4) byla provedena v roztoku
1% hypochloridu sodného s0,1% Tweenem 20 (Sigma) po dobu 2,5 min. Bylo
pozménéno i slozeni BSH média, do kterého byla ptidana 4x vyssi koncentrace 2,4-D a
kinetinu (4 mg.I"t 2,4-D; 0,4 mg.I"! kinetinu). Z nékolika testovanych koncentraci téchto

regulatord, je podle Amini et al. (2016) nejvhodnéjsi prave tato.
3.3.2.4 Modifikace ve sterilizaci a absence ticarcillinu

Béhem somatické embryogeneze ¢islo 5 (SE 5) byla sterilizace opét provedena
v roztoku 1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20 (Sigma) po dobu 2,5 min.

Béhem kultivace nebyl pfidan ticarcillin (1 ml.IY) do Zadného z pouzitych médii.

3.3.2.5 Modifikace ve sterilizaci a sniZzeni koncentrace rustovych
regulatori u BSH média

Sterilizace u somatické embryogeneze Cislo 6 (SE 6) byla opét provedena v roztoku

1% hypochloridu sodného s0,1% Tweenem 20 (Sigma) po dobu 2,5 min. Do B5H

média byla pFidana 4x nizsi koncentrace 2,4-D a kinetinu (0,25 mg.I"t 2,4-D; 0,025

mg.I kinetinu).

24



3.4 Western blot

3.4.1 Priprava vzorki

Proteiny byly z kontrolnich i transgennich kofenii M. sativa izolovany extrak¢nim
pufrem E. Pfed samotnou izolaci proteinii byly vzorky rostlinného materialu
homogenizovany za neustalého chlazeni tekutym dusikem tak, aby neroztaly. Extrakéni
pufr E byl skladovén pfi teploté -20 °C a pied jeho pouzitim do né&j bylo ptidano DTT
(1 pl.mlY), PhoSTOP™ (20 pl.ml?) a cOmplete™ (20 pl.ml?). Pfipraveny extrakéni
pufr E byl napipetovan ke kazdému vzorku zhomogenizovaného rostlinného materialu
(na 1 g vzorku byl pfidan 1 ml pufru). Vzorky byly fadn¢ zvortexovany a umistény na
led po dobu 30 min. Poté byly zcentrifugovany v ptedem piedchlazené centrifuze
(Backman, 20 min, 8000 g, 4 °C). Vznikly supernatant obsahujici vyizolované proteiny
byl ptepipetovan do novych tub a skladovan pfi teploté -20 °C.

3.4.2 Méreni koncentrace proteini

Absorbance vyizolovanych proteini byla méfena metodou podle Bradfordové pomoci
spektrofotometru (Beckman Coulter). Do 198 ul dH2O byly ptidany vzdy 2 pl
z kazdého vzorku proteinu. Do referen¢niho vzorku byly namisto vyizolovaného
proteinu piidany 2 ul extrakéniho pufru E. Nakonec bylo do vSech vzorku ptipipetovano
800 pl Bradfordova ¢inidla, které bylo nejdfive nafedéno 1:10 s dH20. Vzorky byly
dikladné promichany a inkubovany 10 min pii laboratorni teploté. Poté bylo vzdy 100
ul zkazdého vzorku napipetovano do kyvety a ta byla nasledné vloZena do
spektrofotometru (Beckman Coulter). Absorbance byla méfena pii vinové délce 595 nm

a vysledna koncentrace byla vypocitana z kalibra¢ni kfivky roztoku albuminu.

3.4.3 Priprava geli

Po sestaveni aparatury na piipravu geli bylo mezi skla napipetovano 5 ml
rozdélovaciho gelu a pro srovnani hladiny 1 tenkd vrstva isopropanolu. Poté, co byly
vzorky odstaveny na cca 45 min, aby gel ztuhnul, byl isopropanol pomoci filtra¢niho

papiru odsan a misto ného napipetovan zaostrovaci gel.
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3.4.4 SDS gelova elektroforéza

Do vzorku byl pfidan 4x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad) s 5% B-merkaptoethanolem
(Sigma). Vzorky byly denaturovany v termobloku (Bioer) pii 95 °C po dobu 5 min.
Ptipraveny gel byl vlozen do elektroforetické vany a ta byla doplnéna po rysku
1x elektroforetickym pufrem. Po odstranéni hiebinku byl do prvni jamky napipetovan
standard (Protein dual colour, Bio-Rad) a do ostatnich jamek postupné vSechny vzorky
vyizolovanych proteinti o stejné koncentraci. Nadoba s aparaturou byla piikryta vikem a
zapojena do elektrického zdroje (PowerPac™ HC High-Current Power Supply, Bio-
Rad). Separace proteintit na SDS gelu probihala pfi konstantnim proudu (10 mA na
1 gel) po dobu cca 3 h pii 4°C.

3.4.5 Western blot

Po rozdéleni proteini podle jejich molekulové hmotnosti byl gel promyt v
1x transferovém pufru (10 min). Amersham™ Hybond™ P 0.45 polyvinyliden difluorid
(PVDF) membrana (GE Healthcare) byla nejprve aktivovana 30 s v methanolu a poté
promyta v 1x transferovém pufru (10 min). Sestavena Mini-PROTEAN Tetra Cell
aparatura (Bio-Rad), naplnéna 1x transferovym pufrem po rysku, byla uzaviena vikem a
napojena na zdroj napéti. Transfer proteind z gelu na membranu probihal bud’ 1,5 h
(100 V, 4 °C) nebo 16 h (16 V, 4 °C). Preblotované membrany byly nejdiive promyty
vix TBS-T pufru (10 min) a poté blokovany v roztoku5% BSA (Sigma) a
5% Blotting-Grade Blocker (odtu¢néné suSené mléko; Bio-Rad) po dobu 2 h pii
laboratorni teploté. Poté byly promyty v 1x TBS-T (1 min) a nasledné byly inkubovany
s primarni protilatkou. V této bakalaiské praci byla pouzita specifickd polyklonalni
krali¢i protilatka proti MMK3 u M. sativa (MsSMMK3; GenScript, USA). Tato primarni
protilatka byla nafedéna v poméru 1:5000 v 3% Blotting-Grade Blocker (odtu¢néné
susené mléko; Bio-Rad). Inkubace probihala po dobu 2 h pfi laboratorni teploté. Poté
byly membrany promyty v 1x TBS-T (3x10 min) a dale inkubovany se sekundarni
protilatkou Goat anti-rabbit IgG HRP (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, USA)
fedénou v poméru 1:5000 v 1% BSA po dobu 1,5 h pfi laboratorni teploté. Nakonec
byly opét promyty v 1x TBS-T (5x10 min). Pro detekci proteinti byl na membranu
aplikovan Clarity™ Western ELC Substrat (Bio-Rad). Po 2 min inkubace vykazovaly
hledané proteiny na membrané luminiscenci, ktera byla detekovana dokumentacnim

zatizenim ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad).
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4 VYHODNOCENI A DISKUZE

V nasledujici kapitole jsou shrnuty vysledky, které byly cilem této bakalatské prace.
Kapitola vysledkl je rozdélena na dve Casti. V prvni ¢asti jsou predstaveny vysledky
jednotlivych protokolti, které mély za cil optimalizovat podminky kultivace
somatickych embryogenezi provedenych u M. sativa. V této ¢asti je také zachycen
prabéh vyvoje explantatl na fotografiich, které byly pofizeny pomoci binokularni lupy
(Leica, Némecko) a fotoaparatu. Na snimcich lze spatfit ptiivodni sterilizovany list M.
sativa a jeho nasledny vyvoj ptes kalus, embryo az po dospélou rostlinu.

Ve druhé ¢asti jsou zobrazeny vysledky Western blot analyzy, ktera byla provedena
pro potvrzeni, zda se u transgennich linii zachovava MMK3 protein. Vyhodnoceni

Western blot analyzy bylo provedeno pomoci softwaru Image Lab™ (Bio-Rad).

4.1 Somaticka embryogeneze

vvvvvv

vvvvvv

aplikaci technik pletivovych kultur. Schopnost produkce somatickych embryi zalezi na
chemickém sloZeni médii i na abiotickém stresu. Zatimco v tomto experimentu byla
teplota i svétlo konstantni (21 °C, 16/8 h fotoperioda, intenzita svétla 60-80 uE.m2.s™),
chemické slozeni médii a doba kultivace byla vkazdé somatické embryogenezi
pozmeénéna.

Prvnim krokem somatické embryogeneze je sterilizace listi. Nasleduje kultivace na
B5H médiu, které iniciuje tvorbu kalusu. Uspé&snost kultivace explantatt na BSH médiu
u riznych postupd sterilizaci je zobrazena v tabulce 1 (Tab. 1). Nejlépe se dafilo
rostlinam vzniklym v prib&éhu SE 6 — listy kontrolnich i transgennich rostlin M. sativa
byly sterilizovany po dobu 2,5 min v hypochloridu sodném spolu s 0,1% Tweenem 20
(Sigma) a K iniciaci kalusu slouzilo B5H médium se 4x mensi koncentraci 2,4-D a
Kinetinu.

Naopak nejhife dopadla SE 3, pii které byly explantaty sterilizovany 5 min
Vv hypochloridu sodném spolu s 0,1% Tweenem 20 (Sigma). Uspé&snost regenerace
transgenni rostliny M. sativa byla pouze 3 %. Tento Spatny vysledek se da vysvétlit
sterilizaci v hypochloridu sodném spolu s 0,1% Tweenem 20 (Sigma) po dobu 5 min,

pii které listy zbélaly. Pres dobrou uspésnost SE 1 jsme i zde pozorovali vétsi mnozstvi
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bélejsich listu. Tento stav byl pravdépodobné zptisoben pouzitim ethanolu pfi sterilizaci
listd.

Tab. 1 — Uspésnost kultivace explantati na BSH médiu z kontrolnich i transgennich list
M. sativa na BSH médiu po 2,5 tydnech kultivace.

Uspé$nost
Cisto Linie oot 025 tdnech  tfdnech kultivace na
kultivace na B5H BSH/pocet pivodnich

explantati)
1 Kontrolni rostlina 63 52 83 %
SIMKK RNAI 1D/49 63 42 67 %
2 Kontrolni rostlina 63 51 81 %
SIMKK RNAI 1D/49 63 27 43 %
3 Kontrolni rostlina 63 36 57 %
SIMKK RNAI 1D/49 63 2 3%
4 Kontrolni rostlina 63 45 71 %
SIMKK RNAI 1D/49 63 33 52 %
5 Kontrolni rostlina 63 37 59 %
SIMKK RNAi 1D/49 63 54 86 %
6 Kontrolni rostlina 63 44 70 %
SIMKK RNAI 1D/49 63 58 92 %

U SE 1 a 3 byl pozorovan mnohem vétsi pocet susSich a bélejsich listt v priabéhu
kultivace né€Z u ostatnich somatickych embryogenezi. Jednalo se zejména 0 listy
transgennich rostlin SIMKK RNAi 1D/49, kde piedevsim u SE 3 nebyla vétSina listl
schopna dalsiho rtstu, nebo rostla jen velmi omezené¢ (Obr. 3 a Obr. 4). U listd
kontrolnich rostlin kultivaru Regen SY bylo pozorovano zbéleni v podstatné mensi mife
(Obr. 5 a Obr. 6). Vysuseni listd bylo pravdépodobné zplisobeno pouzitim 70%
ethanolu pfi sterilizaci v ptipadé SE 1 nebo sterilizaci 5 min v roztoku 1% hypochloridu
sodného s 0,1% Tweenem 20 (Sigma) u SE 3. U ostatnich somatickych embryogenezi
byla sterilizace ethanolem vynechana a v ptipadé pouziti roztoku 1% hypochloridu
sodného s0,1% Tweenem 20 (Sigma) byla doba sterilizace maximalné¢ 2,5 min.
U téchto somatickych embryogenezi (SE 2, 4, 5 a 6) nebyly takto vysuSené listy
pozorovany (Obr. 7 a Obr. 8).
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Obr. 3 — Transgenni rostlina SIMKK RNAi 1D/49 u SE 1; A — list, 1. tyden kultivace, BSH
médium; B —kalus, 3. tyden kultivace, BSH médium.

Obr. 4 — Transgenni rostlina SIMKK RNAi 1D/49 u SE 3; A — list, 1. tyden kultivace, BSH
médium; B — kalus, 3. tyden kultivace, BSH médium.
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Obr. 5 — Kontrolni rostlina kultivaru Regen SY u SE 1; A — list, 1. tyden kultivace, BSH
médium; B — kalus, 3. tyden kultivace, BSH médium.

Obr. 6 — Kontrolni rostlina kultivaru Regen SY u SE 3; A — list, 1. tyden kultivace, B5H
médium; B — kalus, 3. tyden kultivace, BSH médium.

30



V prvnim kroku SE 2 byly listy kontrolnich rostlin kultivaru Regen SY (Obr. 7) i
transgennich rostlin SIMKK RNAi 1D/49 (Obr. 8) velmi podobné. Listy a nasledné
vzniklé kalusy byly oproti SE 1 a SE 3 zeleng&jsi, zdravéjsi a mély mazlavéjsi strukturu.

SE 4, 5 a 6 zde nebyly zobrazeny, protoze byly témét identické k SE 2.

Obr. 7 — Kontrolni rostlina kultivaru Regen SY u SE 2; A — list, 1. tyden kultivace, BSH
médium; B — kalus, 3. tyden kultivace, BSH médium.

Obr. 8 — Transgenni rostlina SIMKK RNAi 1D/49 u SE 2; A — list, 1. tyden kultivace, BSH
médium; B — dediferenciace listu, 2. tyden kultivace, BSH médium; C — kalus, 3. tyden
kultivace, BSH médium.
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Po 3 tydnech kultivace na BSH médiu byly explantaty pieneseny na B50 médium,
kde dochazi k tvorbé¢ embryi na kalusu (Obr. 9). Pocet takto vzniklych embryi byl po
2 tydnech zaznamenan v tabulce 2 (Tab. 2). Zaroven lze v tabulce nalézt vytéZzek —
pocet vzniklych embryi ku poctu explantati po 2,5 tydnech na BSH médiu (Tab. 2).
Nejvetsi pocet embryi ziskanych z explantatt jsme zaznamenali v prubéhu SE 5 a to u
transgennich rostlin M. sativa, jejichz kultivace probihala bez pouziti ticarcillinu.
Enormni procentualni vytézek, az 1600 %, jsme zaznamenali u SE 3, kde z pouhych
dvou explantatd transgenni rostliny vzniklo 32 transgennich embryi. Naopak nejmensi
pocet embryi byl formovan v pribéhu SE 2, kde z 51 explantati kontrolni rostliny

nevznikla zadna embrya.

Tab. 2 — Pocet vzniklych embryi po 2 tydnech kultivace kontrolnich i transgennich explantatt
M. sativa na B50 médiu.

Cislo Pocet explantati Pocet j edrzotlivych « Vytéielf <
SE Linie po 2,5 tydnech ’ embryi po 2 (pocet em’b:'yl/pocet
kultivace na B5H tydnech kultivace  explantati po 2,5
na B50 tydnech na B5H)
1 Kontrolni rostlina 52 34 65 %
SIMKK RNAi 1D/49 42 30 5%
2 Kontrolni rostlina 51 0 0%
SIMKK RNAi 1D/49 27 8 30 %
3 Kontrolni rostlina 36 18 50 %
SIMKK RNAi 1D/49 2 32 1600 %
4 Kontrolni rostlina 45 46 102 %
SIMKK RNAIi 1D/49 33 68 206 %
5 Kontrolni rostlina 37 23 62 %
SIMKK RNAIi 1D/49 54 136 251 %
6 Kontrolni rostlina 44 15 34 %
SIMKK RNAIi 1D/49 58 47 81 %
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Obr. 9 — Kalus s embryi, 5. tyden kultivace, B50 médium; A — Kontrolni rostlina Kultivaru
Regen SY u SE 1; B — Transgenni rostlina SIMKK RNAi 1D/49 u SE 1; C — Kontrolni rostlina
kultivaru Regen SY u SE 2; D — Transgenni rostlina SIMKK RNAi 1D/49 u SE 2; E — Kontrolni
rostlina kultivaru Regen SY u SE 3; kalus obsahujici embrya uvnitf; F — Transgenni rostlina
SIMKK RNAi 1D/49 u SE 3.
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Nasledujicim krokem somatické embryogeneze je pieneseni jednotlivych embryi na
MMS médium, kde dochézi k jejich dalsimu vyvoji a k iniciaci kotenti (Obr. 10 a
Obr. 11). Pocet embryi, u kterych se vytvoril kofen béhem kultivace na MMS médiu,
byl zaznamenan v nasledujici tabulce 3 (Tab. 3). Nejvice GspéSnou byla SE 1, ktera byla
provedena na zakladé ptivodniho protokolu (Samac a Austin-Phillips, 2006). Zde jsme
pozorovali iniciaci kofenli u 2 transgennich embryi a 1 kofene u embrya kontrolni
rostliny. SE 5 byla jedinou dal$i embryogenezi, u které jsme zaznamenali iniciaci
kofene u kontrolniho i transgenniho embrya. U SE 2, 4 a 6 jsme nezaznamenali iniciaci
kofendi ani u kontrolnich, ani u transgennich embryi. Pfi SE 3 byla vynechdna faze
kultivace na MMS médiu za cilem zji§téni jeho vlivu na indukci kotenti. V pfedchozich
experimentech se explantatim v této fazi kultivace ptilis nedatilo. Pii kultivaci embryi
na MMS médiu del$im nez 1 tyden zacala embrya v prub&éhu experimentu ¢ernat a zdalo
se, ze odumiraji. Na zaklad¢ predchoziho pozorovani jsme se rozhodli postup SE 3
pozménit. Jednotliva embrya byla pfenesena z B50 média pfimo na MS médium.

Tab. 3 — Pocet kontrolnich i transgennich M. sativa embryi s kofeny po 1 tydnu kultivace na
MMS médiu.

5 Pocet jednotlivych  Pocet jednotlivych Uspé&nost
Cislo Linie embryi po 2 embryi s kofenem  (pocet embryi s
SE tydnech kultivace po 1 tydnu koi‘enem/pocet
na B50 kultivace na MMS  embryi na B50)
1 Kontrolni rostlina 34 1 3%
SIMKK RNAI 1D/49 30 2 7%
2 Kontrolni rostlina 0 0 0%
SIMKK RNAi 1D/49 8 0 0%
3 Kontrolni rostlina 18 - -
SIMKK RNAI 1D/49 32 - -
4 Kontrolni rostlina 46 0 0%
SIMKK RNAi 1D/49 68 0 0%
5 Kontrolni rostlina 23 1 4%
SIMKK RNAI 1D/49 136 1 1%
6 Kontrolni rostlina 15 0 0%
SIMKK RNAi 1D/49 47 0 0%
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Nasledujici stadia vyvoje kontrolnich i transgennich rostlin M. sativa byla u vsech
somatickych embryogenezi totoznd, proto je zde demonstrovana pouze kontrolni
rostlina kultivaru Regen SY propagovana v prubéhu SE 1.

Zde je zobrazen postupny vyvoj embrya od globularniho stadia (Obr. 10A) ptes
torpédovité (Obr. 10B), srdcovité (Obr. 10C) az po kotyledonarni stadium (Obr. 10D).

Obr. 10 — Stadia vyvoje embrya kontrolni rostliny kultivaru Regen SY u SE 1; A — globularni
embryo, 5. tyden kultivace, MMS médium; B — torpédovité embryo, 5. tyden kultivace, MMS
médium; C — srdcovité embryo, 5. tyden kultivace, MMS médium; D — kotyledonarni embryo,
6. tyden kultivace, MS médium.
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Obr. 11 — Stadia vyvoje embrya kontrolni rostliny Kultivaru Regen SY u SE 1; A — embryo, 7.
tyden kultivace, MS médium; B — embryo, 8. tyden kultivace, MS médium; C — embryo
s d¢loznimi listy, 9. tyden kultivace, MMS médium.
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Jak bylo zminéno vyse, embrya kontrolni i transgenni rostliny M. sativa u SE 3 byly
pfeneseny z B50 média pfimo na MS médium. Embrya ostatnich SE byla po tydnu
kultivace na MMS médiu pienesena na MS médium, kde pokracoval jejich dalsi vyvoj.
Po ¢tyfech tydnech kultivace byl zaznamenan celkovy pocet embryi, tedy jak téch, u
kterych koten vyrostl, tak i téch, u kterych k jeho vyvoji nedoslo (Tab. 4). Transgennim
rostlindm se nejlépe dafilo v pribéhu SE 1. Po 4 tydnech kultivace na MS médiu doslo
k indukci kofene u 19 ze 27 transgennich embryi a u 4 ze 7 kontrolnich embryi.
Uspésny vysledek jsme zaznamenali také u SE 5, kde byl pozorovan narist kofene u 23
z 69 transgennich embryi a v pfipad¢ SE 6, jsme koteny pozorovali u 10 ze 30
transgennich embryi. Kromé transgennich rostlin SE 1, 5 a 6 jsme nepozorovali piilis
velké mnozstvi embryi s kofenem. U rostlin propagovanych v prubéhu SE 3 doslo
Kk indukci kofene jen u zhruba ¢tvrtiny embryi a u rostlin SE 4 dosahoval tento pocet
19 %. Jednozna¢né nejhorsi vysledek jsme zaznamenali u SE 2, konkrétné u kontrolni
rostliny, kde jiz v ptedchozi fazi nevznikla zadna embrya.

Tab. 4 — Pocet kontrolnich i transgennich embryi M. sativa po 4 tydnech kultivace na MS
médiu.

Uspé&nost kultivace

Pocet (celkovy pocet embryi na
. Jednotl,lvych Celkos:y pocet MS/potet embryi na B50),
Cislo - embryipo2 embryi na MS AN . 9
Linie , , Uspésnost indukce kofene
SE tydnech po 4 tydnech « ,
. o (pocet embryi
kultivace na (s koienem) . 4 .
B50 s kofenem/pocet embryi na
MS po 4 tydnech
1 Kontrolni rostlina 34 7(4) 21 % (57 %)
SIMKK RNAI 1D/49 30 27 (19) 90 % (70 %)
2 Kontrolni rostlina 0 0 (0) 0% (0 %)
SIMKK RNAI 1D/49 8 4 (0) 50 % (0 %)
3 Kontrolni rostlina 18 14 (3) 78 % (21 %)
SIMKK RNAI 1D/49 32 15 (4) 47 % (26 %)
4 Kontrolni rostlina 46 25 (3) 54 % (12 %)
SIMKK RNAi 1D/49 68 27 (5) 40 % (19 %)
5 Kontrolni rostlina 23 23 (3) 100 % (13 %)
SIMKK RNAi 1D/49 136 69 (23) 51 % (33 %)
Kontrolni rostlina 15 2(1) 13 % (50 %)
SIMKK RNAI 1D/49 47 30 (10) 64 % (33 %)
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Na konci tohoto experimentu byla embrya, u kterych doslo k uspé€snému vyvoji
podzemni i nadzemni ¢asti rostliny, pfenesena do krabic s MS médiem (Obr. 12).
Z porovnani poctu embryi po Ctyftydenni kultivaci na MS médiu a z nich vzniklych
rostlin (Tab. 5) vyplyva, Ze nejvyssi GspéSnosti bylo dosazeno U kontrolni rostliny
propagované v SE 1, ktera probihala na zaklad¢ ptivodniho protokolu (Samac a Austin-
Phillips, 2006). Zde se podafilo z celkovych 7 embryi vykultivovat 7 novych rostlin M.
sativa. Bohuzel pro transgenni explantaty nebyl tento protokol pfili§ vhodny.
Nejhorsiho vysledku bylo dosazeno u SE 4, kde byly explantaty zpoc¢atku kultivovany
na B5H médiu se ¢tyfnasobné vyssi koncentraci 2,4-D a kinetinu a zaroven u SE 6, kde
byly explantaty zpocatku kultivovany na BSH médiu se ¢tyfnadsobné nizsi koncentraci
2,4-D a kinetinu. V obou ptipadech, jak u kontrolnich, tak i transgennich embryi
nedoslo ke vzniku zadnych novych rostlin. Naopak u transgenni rostliny pti SE 2 byla
pozorovana nejvyssi Gspésnost ze vSech transgennich rostlin — 50 %. V pribéhu SE 2
byla pozménéna sterilizace, u které byl vynechan krok pouziti 70% ethanolu, a tak
sterilizace probihala pouze v roztoku 1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20
(Sigma) po dobu 1,5 min. Ackoliv u SE 3 byla Gspé$nost u transgenni rostliny pouze 13
%, zpozorovali jsme zde ale nejrychlejsi regeneraci. Nova rostlina se z embrya vyvinula
1 presto, ze byla preskocena faze kultivace na MMS médium. Z toho ndm vyplyva, ze
vynechani MMS média nemélo pii kultivaci SIMKK RNAi 1D/49 transgenni linie

M. sativa na kone¢né vysledky zadny negativni vliv.

Tab. 5 — Pocet nové vzniklych kontrolnich i transgennich rostlin M. sativa na MS médiu.

Cislo o Pocet embryi Pocet Uspesnost
SE Linie na MS po 4 novy_ch (pocet novych rostlin/pocet
tydnech rostlin embryi na MS po 4 tydnech)
1 Kontrolni rostlina 7 7 100 %
SIMKK RNAi 1D/49 27 0 0%
2 Kontrolni rostlina 0 0 0%
SIMKK RNAi 1D/49 4 2 50 %
3 Kontrolni rostlina 14 0 0%
SIMKK RNAi 1D/49 15 2 13%
4 Kontrolni rostlina 25 0 0%
SIMKK RNAIi 1D/49 27 0 0%
5 Kontrolni rostlina 23 0 0%
SIMKK RNAi 1D/49 69 2 3%
6 Kontrolni rostlina 15 0 0%
SIMKK RNAIi 1D/49 30 0 0%
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Obr. 12 — Dospivajici kontrolni rostlina M. sativa kultivaru Regen SY u SE 1 na MS médiu;
A — 12. tyden kultivace; B — 15. tyden kultivace; C — 18. tyden kultivace; D — 21. tyden
kultivace.
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Na zéklad¢ poméru poctu nové vzniklych rostlin a vSech ptivodnich explantati byl
sestaven graf (Obr. 13), ve kterém jsou zobrazeny uspéSnosti vSech Sesti somatickych
embryogenezi. Z grafu je patrné, Ze nejveétsi uspéSnost mela kultivace kontrolni rostliny
v pribéhu SE 1, ktera probihala podle pivodniho protokolu (Samac a Austin-Phillips,
2006). Naopak transgennim rostlinam se vice dafilo pfi kultivaci podle pozménénych
protokolti, konkrétné u SE 2, 3 a 5. V ptipad¢ SE 2 bylo pii sterilizaci listd vynechano
promyvani Vv 70% ethanolu, a listy tak byly sterilizovany pouze v roztoku
1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20 (Sigma) po dobu 1,5 min. Béhem SE 3
byly listy sterilizovany 5 min V roztoku 1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20
(Sigma). Zaroven bylo pii kultivaci explantati vynechano MMS médium. Kalusy byly
z B50 média pieneseny rovnou na MS médium. U SE 5 byla sterilizace opét provedena
Vv roztoku 1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20 (Sigma) avsak tentokrat po
dobu 2,5 min. B&hem kultivace nebyl pfidan ticarcillin (1 mll?) do Zadného z
pouzitych médii. Nejhor$i vysledek jsme zaznamenali pifi kultivaci kontrolnich i
transgennich rostlin u SE 4 a 6, u kterych byl pozménén, jak postup pfi sterilizaci listd,

tak 1 sloZeni BSH média.

Celkova uspesnost somatickych embryogenezi
12%

10%
8%
6%
4%
2%

0%
K T K T K T K T K T K T
Uspéénost 11% 0% 0% 3% 0% 3% 0% 0% 0% 3% 0% 0%

SE1 SE 2 SE3 SE4 SES SE6

Obr. 13 — Celkova uspésnost somatickych embryogenezi — pocet noveé vzniklych rostlin/pocet
puvodnich explantati (63). K — kontrolni rostliny kultivaru Regen SY, T — transgenni rostliny
SIMKK RNAI 1D/49.
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Z dil¢ich vysledki jsme se pokusili sestavit optimalni protokol pro nejefektivné;si
regeneraci M. sativa:
e Sterilizace listti pouze hypochloridem sodnym spolu s 0,1% Tweenem 20
(Sigma) po dobu 2,5 min
o Kultivace bez ticarcillinu
e B5H médium bez zmény koncentrace riastovych hormoni (ptivodni
koncentrace: 1 mg.I"t 2,4-D a 0,1 mg.I"! kinetinu)
e Kultivace bez MMS média

Regenerace M. sativa je ale zavisla pfedev§im na genotypu rostliny a jen par
genotypl u nékterych kultivari miize byt pouzito na regeneraci prostiednictvim prave
somatické embryogeneze (Arcioni et al., 1990; Crea et al., 1995). Pii nepiimé
somatické embryogenezi, kterou jsme vyuzivali v pribéhu této prace, mize navic dojit
K tzv. somaklonalni variabilité, ktera piedstavuje genetické zmény u rostlin, které
vznikaji technikou pletivovych kultur. Jsou to naptiklad mutace, které narusi nebo
zastavi normalni vyvoj rostliny béhem regenerace. Z tohoto diivodu, vSechny nase
vysledky dosazené béhem pokusu optimalizovat kultiva¢ni protokol u kontrolni rostliny
M. sativa kultivar Regen SY a transgenni rostliny M. sativa SIMKK RNAi 1D/49 nemusi

platit v ptipadé pouziti jiného genotypu ¢i kultivaru této rostliny.

4.2 \Western blot

Pro ovéfeni skutecnosti, Ze propagace prostiednictvim somatické embryogeneze nemeéni
a/nebo neovlivituje genetické vlastnosti nové vzniklych transgennich rostlin, byla
vyuzita specificka de novo ptipravena polyklonalni primarni protilatka proti Medicago
MAP kinase 3 (MMK3). Tento protein je v ethylenové signalni kaskadé u M. sativa
aktivovan pomoci SIMKK, coz je jeho nadfazena MAP kinasa kinasa (Nakagami et al.,
2004). V transgennich rostlinach M. sativa vzniklych v pribéhu experimentalni prace
byla snizend exprese pravé vysSe zminéného genu SIMKK. Cilem bylo zjisténi
pfitomnosti a piipadné abundance podfazeného proteinu MMK3. Pomoci metody
Western blot byl jak v kontrolnich, tak i v transgennich rostlinach M. sativa detekovan
prouzek o velikosti pfiblizné 44 kDa, coz odpovida molekulové hmotnosti MMK3
proteinu (Obr. 14A). Pfed samotnou inkubaci membrany s primarni protilatkou byla

provedena i kontrola naneseni pfiblizn€ stejného mnozstvi vSech vzorkli pomoci
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dokumentaéniho zatizeni ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad) (Obr. 14B). Jiz
pouhym okem je ziejmé, ze intenzita signdlu je v kontrolnich rostlindch vyssi nez u
rostlin transgennich. Pro ovéieni této skutecnosti byla v programu Image Lab™ (Bio-
Rad) pfesna intenzita signalu, tzn. abundance MMK3 proteinu zméiena (Obr. 15).
Pivodni ptedpoklad, ze zdidvodu snizené exprese SIMKK pomoci RNAi bude
Vv transgennich rostlinach SIMKK RNAI 1D/49 linie i snizené mnozstvi podiazeného
MMK3 proteinu se potvrdil (Obr. 15).

A S 1 2 3 4

'

tn
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1
o

50 kDa —» |

MMKS™ > S SN s & s S s s
37 kDa —»

B
50 kDa —>

37 kDa —» ~

Obr. 14 — Detekce proteinu MMK3 u kontrolnich i transgennich rostlin M. sativa.
A — Membrana inkubovana s primarni krali¢i polyklondlni MMKS3 protilatkou fedénou
v poméru 1:5000. S — standard; 1,2 — kontrolni rostliny M. sativa kultivar Regen SY; 3-8
trangenni rostliny M. sativa linie SIMKK RNAi 1D/49; dlouha Cerna Sipka znazoriiuje prouzek
predstavujici protein MMK3; B — Gel, slouZici jako kontrola naneseni vzorkli po SDS gelové
elektroforéze.
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Obr. 15 — Mé&feni intenzity abundance MMK3 proteinu u kontrolnich rostlin 1-2; a transgennich
rostlin 3-8.

43



5 ZAVER

Tato bakalaiska prace se zabyvala pfedevSim somatickou embryogenezi a optimalizaci
kultivacnich podminek in vitro u kontrolnich i transgennich rostlin Medicago sativa.
V teoretické ¢asti byly vysvétleny zékladni pojmy a principy, jako naptiklad somaticka
embryogeneze, RNA interference nebo metoda Western blot.

V experimentalni ¢asti jsme tyto principy realné vyzkouseli v praxi a pokusili se o
zlepSeni regeneracni schopnosti rostlin pomoci zmén v ptivodnim protokolu somatické
embryogeneze. V ramci téchto zmén jsme se snazili zdokonalit proces sterilizace a
kultivace, a navrhnout idealni protokol. V ramci Sesti somatickych embryogenezi jsme
sledovali regenera¢ni schopnosti a prubéh kultivace u kontrolni rostliny M. sativa
kultivar Regen SY a transgenni rostliny M. sativa se snizenou expresi SIMKK genu
(linie SIMKK RNAI 1D/49). K nasemu piekvapeni se kontrolnim rostlinam dafilo 1épe
pii kultivaci dle ptvodniho protokolu. Naopak transgenni rostliny dosahly lepSich
vysledki u protokolu pozménénych. Celkova schopnost regenerace skrze nepiimou
somatickou embryogenezi byla velmi mala, proto byl pro mozné budouci studie navrzen

Béhem celé prace byla provedena fotodokumentace, ktera mapovala cely pribéh
somatické embryogeneze a jednotliva stadia vyvoje M. sativa.

Na zavér byla provedena analyticka metoda Western blot, diky které jsme zjistili
pfitomnost proteinu MMK3 a zirovenn nam potvrdila, Ze z dlivodu snizené exprese
SIMKK pomoci RNAI je sniZzené 1 mnozstvi tohoto proteinu u transgennich rostlin

SIMKK RNAI 1D/49 linie.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABA
CTR1
dsRNA
DTT
EDR1
EDTA
EGTA

HEPES

IED
19G
MAP4K

MAPK
MAPKAP

MAPKK, MAP2K
MAPKKK, MAP3K, MEKK

MgCl.

MgSOs X 7H:0
mMiRNA

MMK?2

MMK3

MNK

MPK3, MKP4 a MPKG6
MS

MSK

NaF

kysela abscisova

constitutive triple responsel
dvouvldknova RNA

dithiotreitol

enhanced disease resistence 1

kyselina ethylendiamintetraoctova
2-[2-[2-[2-[bis(karboxymethyl)
amino]ethoxy]ethoxy]ethyl-
(karboxymethyl)amino]octova kyselina
2-[4-(2-hydroxyethyl) piperazin-1-yl]
ethanesulfonova kyselina

induced embryogenic determined cells
imunoglobulin G

mitogen-aktivovana protein kinasa kinasa
kinasa kinasa

mitogen-aktivovana protein kinasa
mitogen-aktivovana protein kinasa
aktivovanou protein kinasou
mitogen-aktivovana protein kinasa kinasa
mitogen-aktivovana protein kinasa kinasa
Kinasa

chlorid hote¢naty

heptahydrat siranu hotecnatého
mikroRNA

Medicago MAP kinasa 2

Medicago MAP kinasa 3
MAPK-interagujici kinasa
mitogen-aktivovana protein kinasa 3, 4, 6
Murashige & Skoog médium

protein kinasa aktivovana mitogenem nebo
stresem

fluorid sodny
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NaOH hydroxid sodny

OMTK1 oxida¢nim stresem aktivovana MAPKKK1
PEDC pro-embryonic determined cells

PVDF polyvinyliden difluorid

Raf transformujici gen u mitogen-aktivovana

protein kinasa kinasa kinasa

RISC multiproteinovy RNA-Induced Silencing
Complex

RNAI RNA interference

RSK ribosomalni S6 kinasa

SAMK stresem aktivovana MAPK

SDS dodecylsiran sodny

SE somatickd embryogeneze

SIMK solnym stresem aktivovana mitogen-

aktivovana protein kinasa
SIMKK solnym stresem aktivovand mitogen-
aktivovana protein kinasa kinasa

SsiIRNA mala interferujici RNA
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