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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

Vypracovani reSerSe zaméfené na:
téma transgenoze u rostlin, se specialnim zaméfenim na vojtésku
reakce a odpovédi rostlin na abioticky stres
souhrn poznatki o fenotypovych projevech rostlin vojtésky na trovni pletiv,
organt a celych rostlin pfi interakci se symbiotickymi bakteriemi
vyznam MAPK-MAPKK signdlnich moduld pii kompartmentalizaci pienosu

signald v burice

Prakticka ¢ast

zvladnuti pfipravy klonid Agrobacterium s konstrukty pro cilenou transformaci
vojtesky

prakticka transformace listovych segmentd vojtéSky s cilem regenerace
transgennich stabilnich linii se snizenou expresi vybranych mitogenem-
aktivovanych proteinkinas (MAPK)

nastaveni kultiva¢nich podminek in vitro a in vivo pro regeneraci, selekci a
uspésny rist transformovanych linii vojtésky

kvalitativni a kvantitativni determinace zmén v urovni exprese, produkce
proteind a aktivit¢ vybranych MAPK v geneticky modifikovanych rostlinach s
potlacenim jejich exprese

charakteristika fenotypovych zmén rostlin transgennich linii se snizenou expresi

vybranych MAPK



1. UVOD

Tolice vojtéska (Medicago sativa L.) je vytrvala rostlina z ¢eledi bobovitych (Fabaceae),
ktera je v zem&dé€lstvi vyuzivana predevsim jako potrava pro dobytek. Diky symbidze s
pudnimi hlizkovymi bakteriemi rodu Rhizobium, fixujicimi dusik, obohacuje ptidu v okoli
kofent o dusikaté latky, a tak produkuje velké mnozstvi proteint (Yacoubi et al., 2011).
Proto je i vyuZzivana jako modelova rostlina pro interakci s pidnimi mikroorganismy
(Bouton, 2012). Jelikoz je vojtéska tetraploidni allogamni rostlina, je tedy jeji transformace
relativné obtizna (Trinh et al., 1998).

Vyznamnym faktorem pro vznik symbiotického vztahu mezi rostlinou a bakterii je
signalizace prostfednictvim mitogenem-aktivovanych proteinkinasovych (MAPK) kaskad,
které jsou nezbytné pro pienos signalu z vné&jsiho prostedi, a tak se podili na regulaci
bunééného déleni, exprese gent, diferenciace bunék a na odpovédich na biotické a
abiotické stresové faktory (Kiegerl et al., 2000). V Medicago sativa byla popsana solnym
stresem-indukovana mitogenem-aktivovana proteinkinasa (SIMK), ktera ma vliv na
dynamiku aktinového cytoskeletu, a tedy i na rist kofenovych vlaska (Samaj et al., 2002;
Ovecka et al., 2014; Komis et al., 2018). K aktivaci SIMK dochazi, pfenosem signalu
z nadifazené¢ SIMKK, také po pisobeni elicitori bakterii a hub (Cardinale et al., 2000;
Fernandez-Pascual et al., 2006).

Piedkladana diplomova prace se vénuje produkci transgennich rostlin M. sativa SIMK
RNAI a M. sativa SIMKK RNAI v expresni linii FABD2-GFP, stabiln¢ exprimujici fuzni
protein FABD2-GFP. Soucasti diplomové prace byla dokumentace pribéhu regenerace
transgennich rostlin procesem somatické embryogeneze. Poté byla provedena kvalitativni a
semikvantitativni determinace zmén v trovni exprese a produkce vybranych MAPK, ¢imz
sativa SIMK RNAI byla pozorovana délka kotenovych vlaskt a po aplikaci pidni bakterie
Sinorhizobium meliloti byly pozorovany zmény v aktivaci MAPK. Nakonec byla

zdokumentovana struktura a uspotradani aktinového cytoskeletu U SIMKK RNAj FABDZ-GFP,



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Metody transgenoze u rostlin

Transgenoze rostlin je proces genetické manipulace pro vneseni exogenniho genetického
materialu do rostlin pro jejich genetickou modifikaci. Metody vnaseni gend do rostlin se
déli na pfenos pfimy, a tedy bez vyuziti jiného organismu, a nepiimy, tedy vektorem
zprostfedkovany pienos genti (Rakoczy-Trojanowska, 2002). Nejcastéji dochazi k
nepfimému pienosu genetické informace pomoci bakterii Agrobacterium tumefaciens a
Agrobacterium rhizogenes (Zupan et al.,, 2000; Lessard et al., 2002; Rakoczy-
Trojanowska, 2002; Hwang et al., 2017). Dalsi déleni metod transformace rostlin zavisi na
integraci cizorodé genetické informace. RozliSujeme metody, které jsou urcené pro
transientni (doCasnou) transformaci rostlin a metody pro transformaci stabilni a trvalou
(Ingelbrecht et al., 1989; Lessard et al., 2002).

Pti transientni transformaci dochézi k pfenosu genti, ale nedochazi k integraci vnesené
DNA do genomové DNA. V transientn¢ transformované buiice probihd docasna
proteosyntéza vnesenych genti, ale vnesena DNA postupné vymizi. Tato metoda se
vyuziva predevSim Kk piedbéznému testovani exprese vnesenych gent a ke studiu
promotoru (Lessard et al., 2002).

Pii stabilni transformaci dochazi k integraci exogenni DNA do genomu piijemce, a tedy
k zméné genetické informace, kterd ma potencial se pfenést na potomstvo. Stabilné
transformované plodiny maji Siroké spektrum vyuziti. Vnesenim transgenu lze docilit
zmény ruznych vlastnosti rostlin, jako je rezistence k herbicidim, odolnost vci
patogenum, a také zvySeni vynosu, napiiklad zvySenim obsahu zivin, oddalenim dozravani
plodi, toleranci vii€i biotickému a abiotickému stresu. Déle je moZzné vnaSet do rostlin
geny z evoluéné vzdalenych druhii rostlin, ale 1 evoluéné vzdalenych organismi, jako jsou
zivo¢ichové, houby, bakterie a viry (Rivera et al., 2012) a jejich vyuziti v molekularnim
farmateni pro produkci biopolymerti, rekombinantnich proteinli a jinych terapeutik
a jedlych vakcin (Lessard et al., 2002; Fischer et al., 2004; Cebadera a Camara, 2007;
Yang et al., 2008). V neposledni fad¢ je transgenoze vyuzivano ve v&dé a vyzkumu pro
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studium rostlinného genomu, metabolismu a signalnich drah (Barcelo et al., 1994; Lessard
et al., 2002; Davey et al., 2005).

2.1.1 Pfimé metody transgenoze

2.1.1.1 Elektroporace

Princip této metody spociva v prenosu genetické informace, ktera se nachazi v roztoku, do
bunky po vystaveni kratkému elektrickému impulzu o vysokém napéti (Lindsey a
Jones, 1987; Dekeyser et al., 1990; D'Halluin et al., 1992; Fennell a Hauptmann, 1992;
Kloti et al., 1993; Songstad et al., 1993; Yadavaet al., 2017). Impulz vytvoii v
cytoplazmatické membrané reverzibilni pory, pies které se DNA dostane do bunky.
Utinnost této metody je zavisla na koncentraci DNA, pfitomnosti & absence bundéné
stény, toleranci buiky k vysokému napéti a tvorbé poéru Vv cytoplasmatické membrané
(Shimamoto et al., 1989).

Hlavni vyhoda elektroporace spociva v rychlosti a jednoduchosti. Metoda je z hlediska
nakladii nenaro¢na a po provedeni zanechava bunky neporusené. Elektroporaci je mozné
vyuzit také k transientni transformaci jednodéloznych rostlin (Terzaghi a Cashmore, 1997;
Newell, 2000; Sorokin et al., 2000; Lessard et al., 2002). Mezi omezeni této metody patii
velmi nizké mnozstvi vlozené DNA do rostlinnych bunék, nebo naopak cetné vlozeni
transgenu, které muze znamenat jeho nizs$i expresi (Hansen a Chilton, 1996; Lessard et
al., 2002). Hlavni nevyhodou elektroporace je ovSem obtizna regenerace rostlin po
transformaci protoplastii a vysoce variabilni (nestandartni) ucinnost, ktera je velmi zavisla

na rostlinném materialu.
2.1.1.2 Mikroinjekce

Mikroinjekce je metoda ptimého fyzického vloZeni transgenu do jadra nebo cytoplazmy
bunék (Morikawa a Yamada, 1985; Crossway et al., 1986; Rakoczy-Trojanowska, 2002).
Metoda spociva v imobilizaci cilové bunky pfisaté v agarose pomocnou pipetou. Za pouZziti
mikroskopu je transgen vpraven do buriky specialni sklenénou kapilarni mikropipetou.
Mikroinjekce se vyuziva predev§im k transformaci savéich buné€k a rostlinnych
protoplasti. Pfi transformaci rostlinnych bunék je velkou nevyhodou bariéra tvotrena

bunécnou sténou a riziko poruSeni vakuol a uvolnéni jejich obsahu do buiky. Zarovei
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regenerace rostliny z protoplastu je velmi obtizna (Lorz et al., 1981; Crossway et al., 1986;
Rakoczy-Trojanowska 2002). Hlavnim omezenim této metody je nakladné technické
vybaveni a ¢asova naro¢nost. Naopak vyhodou je moznost pienosu bunéénych organel a
manipulaci s chromosomy (Griesbach et al., 1987; Jones-Villeneuve et al., 1995; Rakoczy-
Trojanowska, 2002).

2.1.1.3 Biolisticka metoda

Mezi nejefektivnéj§i metody piimé transformace patii mikroprojektilova biolisticka
metoda, také znama jako genové délo (Sanford et al., 1987; Becker et al., 1994;
Yadava et al., 2017). Vyuziva se piredevsim pro transientni transformaci rostlinnych pletiv
(Stanford, 1990; Koziel et al., 1993; Barceloet al., 1994; Beckeret al., 1994;
Lessard et al., 2002; Agrawal et al., 2005; Yadavaet al., 2017) a ke studiu a analyze
promotoru a regulace exprese geni (Matzke et al., 1989; Rocha-Sosaet al., 1989;
Knusen a Miiller, 1991; Becker et al., 1994).

Metoda spociva v pokryti mikro¢astic (0,6 -1 um) zlata (Barceloet al., 1994;
Lessard et al., 2002 Agrawal et al., 2005; Kikkert et al., 2005) nebo wolframu (Gan, 1989;
Lessard et al., 2002; Kikkertet al., 2005) roztokem plazmidové DNA s vnesenym
transgenem a nasledné odpaieni na kruhovém plastovém nosic¢i. Nosi¢ je poté umistén do
komory pod prirazovy disk, nad sito, které slouzi k propusténi a nasmérovani mikroc¢astic
na cil, ktery je umistén ve spodni ¢asti komory (Obr. 1). Po sestaveni genového déla je v
celé komofie vytvoreno vakuum. Prostor pro zrychleni plynu je naplnén heliem, dokud neni
dosazeno maximalniho tlaku pro prurazovy disk. Kdyz se disk roztrhne, nasledné heliova
razova vlna vypusti nosi¢, na kterém jsou mikronosic¢e pokryté DNA. Nosic leti dal, dokud
nenarazi na zastavovaci sito, zatimco mikroc¢astice jsou vypustény a pokracuji vysokou
rychlosti dal, dokud neproniknou do cilovych bun¢k (Barcelo et al., 1994; Kikkert et
al., 2005). Rychlost mikrocastic je zavisla na tlaku helia v plynové zrychlovaci trubici,
vzdalenosti od prurazového disku k nosi¢i (Obr. 1 - A), vzdalenosti drahy nosice k
zastavovaci siti (Obr. 1 - B), vzdalenosti mezi siti a cilovymi buiikami (Obr.1 - C) a
mnozstvi vakua v prostoru pro akceleraci plynu (Kikkert et al., 2005).

Vyhodou bombardovani mikrocasticemi je efektivni pfenos genll na celd pletiva a

uspés$na transgenoze jednodéloznych rostlin, u kterych je zna¢né limitovand transformace
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zprostfedkovana bakterii Agrobacterium (Sanford et al., 1992; Beckeret al., 1994;
Breitler et al., 2002). Nespornou vyhodou je tedy i velka variabilita ve vybéru druht
rostlin, které je mozné pouzit pro transformaci. Dalsi vyhodou je moznost pienosu velkych
fragmentd DNA (Van Eck et al., 1995; Breitler et al., 2002; Agrawal et al., 2005), a také
pfenosu gend a jejich integraci do genomu mitochondrii a plastidi (Lessard et al., 2002;
Kikkert et al., 2005).

Hlavnimi nevyhodami genového déla je, podobné jako u elektroporace, velmi nizka
ucinnost transformace v diisledku pouziti malého mnozstvi genetické informace, a zaroven
umlCeni genli, zpisobené velkym mnozstvim kopii  vloZzeného transgenu
(Hunold et al., 1994; Hansen a Chilton, 1996; Clark et al., 1997; Breitler et al., 2002;
Lessard et al., 2002; Taylor a Fauquet, 2002; Agrawal et al., 2005; Yadava et al., 2017).
V disledku nespravného nastaveni vakua, tlaku a nasledné rychlosti bombardovani dochazi
casto k poskozeni rostlinnych pletiv, zeyména pokud jsou pouzity ptilis velké mikrocCastice,
které maji vliv na zrychleni, a tedy i na hloubku priniku do pletiva a miru jeho poskozeni

(Taylor a Fauquet, 2002; Kikkert et al., 2005).

Pred vystielem Po vystrelu
Prostor pro R e
akceleraci 5
plynu 2

Prurazovy disk

L
Nosic AN /
Mikrocastice pokryté DNA —— l
k= iin——1
Sito _—

L B
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L B R R

Cilové rostlinné bunky ﬁ

L - ] L= q

Obr. 1 Proces transformace rostlinnych bunék pomoci bombardovani genovym délem. (Upraveno
podle Kikkert et al., 2005).



2.1.1.4 Transgenoze zprostiedkovana polyethylenglykolem

Dalsi metodou tvorby transgennich rostlin je vyuziti polyethylenglykolu (PEG) v
pfitomnosti Ca®" kationtli, coZ zpiisobi reverzibilni destabilizaci a vznik poéri v
plazmatické membrané, ktera je docasné schopna propustit do buiky cizi DNA
(De Filipps et al., 2000). Metoda je velmi jednoducha, ovsem vyzaduje degradaci bunécné
stény rostlinnych bunék a pfipravu protoplasti. Vyhodou této metody je moznost
transformace velkého poctu protoplasti a variabilita ve vybéru druht rostlin, které je
mozné transformovat. Metoda je opét limitovana obtiznou regeneraci transformovanych
rostlin a ndhodnou inzerci transgenu. DNA, urCend k pienosu, je pii této metod¢ velmi

nachylna na degradaci (Davey et al., 2005).
2.1.1.5 Transgenoze zprostiredkovana liposomy (lipofekce)

Lipofekce je metoda, pii které jsou makromolekuly DNA obaleny vrstvou synteticky
ptipravenych lipidl, zvanymi liposomy (Gad et al., 1990). Liposomy jsou malé kulaté
vezikuly tvofené dvéma vrstvami fosfolipidl, které vytvareji na povrchu vezikul kladny
naboj, ¢imz na sebe vazou zaporné nabitou DNA, a jsou zaroven schopné navézat se na
plazmatickou membranu a endocytosou proniknout dovniti buniky (Deshayes et al., 1985).
Nejprve dojde k adhezi liposomt s DNA k povrchu plasmatické membrany buiky, poté

dojde k fzi a nasledné k uvolnéni genetické informace do cytoplasmy.

Vyhodou lipofekce je synergicky efekt s metodou transformace s polyethylenglykolem
a casteCna ochrana DNA navazané na liposomy. Omezenim této metody je vysoka
naro¢nost a nizka ucinnost (Gadet al.,, 1990), spojend s obtiznou regeneraci

transformovanych rostlin z protoplastd.

2.1.1.6 Transgenoze zprostiedkovana vlakny z karbidu kfemiku

Jednou z mén€ znamych metod tvorby transgennich rostlin je vyuziti malych krystali
(pramér 0,5 — 0,6 um; délka 5 az 80 um) karbidu kiemiku (SiC). Krystaly karbidu kiemiku
jsou velmi pevné, pruzné, maji velmi dobrou odolnost vici degradaci (Choi, 1997; Arshad
a Asad, 2011) a jejich ostré hrany umoznuji penetraci do bunky (Kaeppler et al., 1990;
Kaeppler et al., 1992; Bronwyn et al., 1994; Wang et al., 1995; Arshad a Asad, 2011).
Pouzivaji se k transformaci embryi, bunéénych suspenznich kultur jednodéloznych i
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dvoud€loznych rostlin. Krystaly se smichaji s vektorem s vnesenym transgenem a
bunkami. Smés se intenzivné promicha pouzitim vortexu (Asano et al., 1990; Kaepler et
al., 1990; Dunahay, 1992; Dunahay, 1993; Arshad a Asad, 2011). DNA se dostava do
bunky v mistech poranéni (Frame et al., 1994; Arshad a Asad, 2011). Metoda je tedy velmi
jednoducha, ale zavisld na dobé michani a velikosti krystali. Nevyhodou metody je
poskozeni bunck, nizkd ucinnost transformace a naro¢na regenerace rostlin po
transformaci. Zaroven zde hrozi nebezpeci inhalace vlaken karbidu kiemiku pti manipulaci

(Kaeppler et al., 1992; Songstad et al., 1995; Arshad a Asad, 2011).

2.1.2 Metody transgenoze zprostiredkované bakterii Agrobacterium

Agrobacterium tumefaciens je pidni gram-negativni bakterie fadu Rhizobiales, zptisobujici
na rostlinach tvorbu nadorovitych utvard (Zupanet al., 2000; Gelvin, 2003;
Bourras et al., 2015; Yadava et al., 2017). Radi se mezi biotrofni, genetické parazity,
nebot’ je schopna pienosu a integrace T-DNA (transferové DNA) z tumor-indukujiciho (Ti)
plazmidu (Obr. 2) do jader rostlinnych bungk, a tak stabilné zménit jejich genetickou
informaci (Chilton a Drummond, 1978; Shell et al., 1979; Howard a Citovsky, 1990; van
Wordragen a Dons, 1992; Gelvin, 2003; Tzfira a Citovsky, 2006; Yadava et al., 2017).
Bakterie pfirozené nese v T-DNA 2 typy gentli: onkogeny, které jsou zodpovédné za
syntézu auxini a cytokinint (Shell et al., 1979; Akyioshi et al., 1984; Lessard et al., 2002),
a tedy tvorbu néadoru, a geny pro syntézu opind, které jsou syntetizovany rostlinou v
nadorovych buiikach a slouzi bakterii jako zdroj uhliku a dusiku (Chilton a Drummond,
1978; Kalogeraki a Winans, 1995; Zhu et al., 2000). Agrobacterium vyhledava rostliny,
které vlivem poranéni uvoliuji fenolické latky (acetosyringon), jez pusobi pro bakterii jako
chemoatraktant (Stachel et al., 1985; Bolton et al., 1986; Stachel et al., 1986; Specncer a
Towers, 1988; Usamiet al., 1988; Melcherset al., 1989; Morris a Morris, 1990;
Song et al., 1990; Leeet al.,, 1992; Hooykaas a Beijersbergen, 1994; Lee et al., 1995;
Dye et al., 1997; Baker et al., 2005; Hwang et al., 2017).
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Obr. 2 Ti plazmid Agrobacterium tumefaciens. (Upraveno podle Alkuddsi et al., 2014).

Pomoci proteini VirA a VirG dochazi k rozpoznavani fenolickych latek (Obr. 3;
Stachel a Zambryski, 1986; Albright et al., 1989; Winans, 1991; Jin et al., 1993; Mclean
etal., 1994; Turk et al.,, 1994; Lee et al., 1995; Doty et al., 1996; Gelvin, 2000;
van Kregten et al., 2009; Lee et al., 2009;) a nasledné protein VirG funguje jako
transkrip¢ni faktor a indukuje expresi ostatnich vir gend (Jin et al., 1990; Winans, 1992;
Sheng a Citovsky, 1996; Christie, 1997; Akiyoshi et al., 2004;). Po navazani bakterie k
povrchu bunééné stény hostitelské buniky Agrobacterium syntetizuje celulosu. Celulosova
vlakna pevné vazou bakterii k povrchu bunky (Matthysseet al., 1981;
Matthysse et al., 1982; Matthysse, 1983; Deasey a Matthysse, 1984; Matthysse, 1986;
Matthysse, 1987; Matthysse, 1995; Matthysse et al., 1995; Gelvin, 2000; Escobar a
Dandekar, 2003). Proteiny VirD1 a VirD2 vystépi jednofetézcovou molekulu T-DNA
(Obr. 3; De Vos a Zambryski, 1989; Winans, 1992; Scheiffele et al., 1995; Christie, 1997).
VirD2 protein, ktery obsahuje dva jaderné lokaliza¢ni signaly, se kovalentné navaze na

5’ konec fetézce nukleové kyseliny (Herrera-Estrella, 1988; Ward a Barnes, 1988; Young a
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Nester, 1988; Durenberger et al., 1989; Howard et al., 1989; Herrera-Estrella et al., 1996;
Filichkin a Gelvin, 1993; Howard et al., 1992; Shurvinton et al., 1992; Gelvin, 2000;
Mysore et al., 2000; Zupan et al., 2000; Ziemienowicz et al., 2001; Gelvin, 2003) a VirE2
proteiny pokryvaji T-DNA a chrani ji pfed nukleasami v cytoplasmé hostitelské bunky
(Obr. 3; Gietlet al., 1987; Citovskyet al.,, 1988; Daset al., 1988; Herrera-
Estrella et al., 1988; Christieet al., 1988; Citovsky et al., 1989; Senet al., 1989;
Rossi et al., 1996; Gelvin, 2000; Zupan et al., 2000; Gelvin, 2003; Lacroix a Citovsky,
2013).

Pomoci VirD2 a VirE2 proteind je T-DNA transportovana do jadra (Zambryski, 1992).
Cely komplex je ptenesen i s dalSimi Vir proteiny do hostitelské buniky. VirE3 a VirF hraji
dulezitou ulohu v integraci T-DNA (Vergunst et al., 2003). Po ptenosu do jadra dojde k
odstépeni VirD2 a VIirE2 proteinti a zaclenéni T-DNA do genomu hostitelské bunky
(Winans et al., 1986; Winans, 1992; Sheng a Citovsky, 1996; Christie, 1997; Zambryski,
1997; Zupanet al., 2000). VirE2 protein interaguje s proteinem VIP1 a VIP2
(Tzfiraet al., 2001; Gelvin, 2003; Anand et al., 2007), které transportuji komplex do jadra
(Tzfiraet al.,2001). Nasledn¢ dojde k vytvoreni komplexu VIP1-VirE2-VirF, ktery
zpusobi odstépeni VirE2 od T-DNA. Poté¢ VirF protein zpusobi degradaci obou proteinii
VIP1 a VirE2 (Tzfira et al., 2004; Tzfira a Citovsky, 2006; Zaltsman et al., 2010a, 2010b;
Hwang et al., 2017). Integrace transferové genetické informace probiha na zakladé

nehomologni rekombinace.
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ROSTLINNA BUNKA

Velkou vyhodou je vyuziti A. tumefaciens s vhodnym binarnim vektorem. Binarni
vektory jsou konstruovany rozdélenim velkého Ti plazmidu na dva mensi plazmidy
k oddéleni useku pro geny virulence a T-DNA (Hoekema et al., 1983; Bevan, 1984;
Lessard et al., 2002). Dalsi vyhodou je moznost vkladani definovaného poctu kopii,
piipadn¢ velkého insertu transgenu (Hiei et al., 1994; Samac a Austin-Phillips, 2006) s
piesn¢ definovanymi konci, a tim zajistit, aby nedochazelo k uml¢ovani genti (Samac a
Austin-Phillips, 2006; Yadavaet al., 2017). Metoda je vhodna pro jednod€lozné i
dvoudélozné  rostliny (Graves a Goldman, 1986; Bytebieret al., 1987;
Grimsey et al., 1987; Gouldet al.,1991; Hieiet al., 1994; Ishidaet al., 1996;
Cheng et al., 2004; Zhang-Hua et al., 2005; Yadava et al., 2017) a je mozné ji pouzit jak
pro transientni, tak pro stabilni a in planta transformaci (Clough a Bent, 1998;
Yadava et al., 2017). Jde o pfirozeny zpusob pienosu genu (Lessard et al., 2002), pfi
kterém je mozné transformovat rizné typy explantati (bunky, pletiva, organy) a dochéazi k

efektivni regeneraci transgennich rostlin (Ishidaet al., 1996; Zhao et al., 1998; Gordon-
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Kamm et al., 2002; Miller et al., 2002; Huang et al., 2004; Chumakov et al., 2006; Samac
a Austin-Phillips, 2006; Vladimir et al., 2006; Vegaet al., 2008; Abhishek et al., 2014;
Hwang et al., 2017; Yadava et al., 2017).

Limitaci Agrobacterium zprostiedkované metody transgenoze je omezeni pro pouziti u
ur¢itych druht jednodéloznych rostlin (Hiei et al., 1994; Hwang et al., 2017), u kterych
nedochazi k ptirozenému infikovani. Casto také dochazi vlivem nehomologni rekombinace

k ndhodné deleci Casti hostitelské DNA (Hiei et al., 1994; Brunaud et al., 2002).

2.2 Transgenoze tolice vojtésky (Medicago sativa)

Tolice vojtéska (Medicago sativa L.) je trvala rostlina, ktera ma mnoho zpusobd vyuZiti
(Randuska, 1986; Schauer, 2007). Diky symbidéze s pudnimi hlizkovymi bakteriemi
fixujicimi dusik obohacuje pltidu v okoli kofenii o dusikaté latky, a zaroven produkuje
velké mnozstvi proteinti (Yacoubi et al., 2011). Jelikoz je vojtéska tetraploidni allogamni
rostlina, jeji transformace je relativné obtizna (Blondon et al., 1994; Trinh et al., 1998).

Jednim z potencialnich zpasobt, jak obejit kroky tkanové kultury, a tim snizit Cas a
praci souvisejici s vytvafenim transgennich rostlin, je bombardovani pylu mikro¢asticemi
(Ramaiah a Skinner, 1997; Trinh et al., 1998). Transformovana pylova zrna jsou poté
pouzita k opylovani samicich sterilnich kvétd. Bohuzel, pouze 27 % ziskanych rostlin
vykazovalo integraci T-DNA do genomu. Pereira a Erickson (1995) popsali stabilni
jadernou transformaci vojtésky bombardovanim mikroc¢asticemi.

Nejucinn€jsSimi metodami ziskani transgennich rostlin vojtésky se vSak staly metody

transformace zprosttedkované Agrobacterium tumefaciens (Samac a Temple, 2004).

2.2.1 Metoda transformace listovych explantati vojtésky podle Samac a
Austin-Phillips

Jednou z nejpouzivangjsich metod transgenoze vojtésky je metoda podle Samac a Austin-
Phillips, upravena Wangem z roku 2006. Principem této vysoce G¢inné a rychlé metody je
kokultivace listovych explantati vojtésky s Agrobacterium tumefaciens nesouci

pozadovany vektor T-DNA (Hiei et al., 1994; Samac a Austin-Phillips, 2006) a nasledna

regenerace transgennich rostlin procesem somatické embryogeneze (Obr. 4, Brown a
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Atanassov, 1985, Barbulova et al., 2002). Protokol vyuziva vysoce regenerativni genotyp
Regen-SY (Bingham, 1991; Trepp et al., 1997; Samac, 2004; Samac a Austin-Phillips,
2006; Wang, 2006). Explantaty jsou odvozeny z povrchové¢ sterilizovanych listi a jsou
spolu se suspenzi bakterii Agrobacterium tumefaciens smichany v tekutém kokultivaénim
médiu. Nasledné¢ jsou explantaty pieneseny na pevné kokultivatni médium. Pro
nejefektivngjsi vysledek transformace jsou explantaty ponechany na kokultivacnim médiu
7 az 8 dni (Du et al., 1994; Austin et al., 1995; Samac, 1995; Samac, 2004; Samac a
Austin-Phillips, 2006; Wang, 2006).

Poté se bakterie odstranuji oplachovanim explantati ve sterilni destilované vodé a
kultivaci na regenera¢nim médiu s rostlinnymi hormony (auxin, cytokinin) a selekénimi
antibiotiky (Parrott et al., 1995; Tabe et al., 1995; Barbulova et al., 2002; Samac a Austin-
Phillips, 2006; Zhang et al., 2010; Nofouzi et al., 2019). Tvorba kalusu vyZaduje 2 az 3
tydny. Somatickd embrya jsou indukovana kultivaci kalusu na médiu bez regulatorti ristu.
Na netransformovanych c¢éstech explantitu se pii selekci vytvoii malé mnoZzstvi
kalusového pletiva, ale embrya se netvoii (Samac a Temple, 2004; Samac a Austin-
Phillips, 2006). Zrala embrya kotyledonarniho stadia se tvofi po 2 az 3 tydnech. Nasledné
jsou pfenesena na médium pro indukci vyvoje kofenl, a poté jsou pienesena na MS
(Murashige a Skoog, 1962) médium pro vyvoj vyhonku. Transformované rostliny je
mozné ziskat 9 az 14 tydni po kokultivaci a mohou byt pieneseny do pudy (Samac a
Temple, 2004; Samac a Austin-Phillips, 2006).

Primérné 60 az 80 % naockovanych explantati vede k selekci somatickych embryi, z
nichz se vyviji 80 az 100 % rostlin, které obsahuji T-DNA (Samac a Austin-Phillips,
2006). Metoda byla pouzita u tolice vojtésky (Medicago sativa) pro produkci
priamyslovych enzyma (Austin et al., 1995; Austin a Bingham, 1997; Austin-Phillips et al.,
1999a, 1999b; Zeigelhoffer et al., 1999; Austin a Zeigelhoffer, 2001; Ullah et al., 2002;
Samac a Austin-Phillips, 2006), vyrobu vysoce hodnotnych sloucenin (Saruul, 2002;
Samac a Austin-Phillips, 2006), zvyseni tolerance vuéi patogenim (Samac a Smigocki,
2003; Samac et al., 2004; Samac a Austin-Phillips, 2006 Tohidfar et al., 2012; Nofouzi
et al., 2019), abiotickému stresu (Tesfaye et al., 2001; Samac a Austin-Phillips, 2006; Jin
et al., 2010; Zhang a Wang, 2015; Nofouzi et al., 2019) a pro studium promotora gent
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(Pathirana et al., 1997; Shi et al., 1997; Trepp et al., 1997; Yoshioka et al., 1999; Samac a
Austin-Phillips, 2006).
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Obr. 4 Schéma procesu somatické embryogeneze.

2.2.2 Metoda transformace vojtéSky infiltraci semenacki podle

Weeks et al., 2008

Tato metoda spociva v infiltraci semenacki, které byly pfedem asepticky sefiznuty v
apikalnim meristému, suspenzi Agrobacterium tumefaciens. Sefizlé semenacky jsou
umistény do zkumavky se suspenzi A. tumefaciens, nesouci plazmid s pozadovanym
transgenem, sterilnim bilym kifemennym piskem, pfipadn¢ acetosyringonem. Celd smés ve
zkumavce je tfepana, piipadné je zaroven, pro maximalizaci infiltrované oblasti, vytvofeno
vakuum (Weeks et al., 2008). Poté jsou semenacky umistény svisle do kultiva¢niho média
pro vyvoj rostlin. Po ptiblizné 14 dnech jsou rostliny stabilné transformované a je mozné je
prenést do pudy.

Transformované rostliny jsou schopné dobie produkovat semena TI1 generace
obsahujici pfenasenou T-DNA (Trieu et al., 2000; Weeks et al., 2008). S vyuzitim dvou
riznych T-DNA je mozné eliminovat integrovany selekéni gen. Jedna T-DNA obsahuje
pozadovany transgen, zatimco druha nese selekéni markerovy gen. Pouzitim

indukovatelného rekombinacniho systému dochazi k segregaci genu z4mu od
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markerového genu (Zuo et al., 2001; Miller et al., 2002; Weeks et al., 2008). Tato metoda
poskytuje moznost ziskat rostliny obsahujici pouze pozadovanou T-DNA asi v 29 %
(Rommens et al., 2004; Weeks et al., 2008). Metoda bohuzel neni Siroce pouZzivana,
protoze je obtizné ji reprodukovat (Somers et al., 2003; Bent 2006; Weeks et al., 2008).

2.3 Mitogenem-aktivované proteinkinasy (MAPK)

2.3.1 Zakladni charakteristika MAPK

Signalizace prostfednictvim mitogenem-aktivovanych proteinkinasovych (MAPK) kaskad
je jednou z hlavnich drah pro pienos signalu z vnéjsiho prostiedi pro indukci bunéénych
odpovédi v eukaryotickych bunkach (Kiegerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002;
Fernandez-Pascual et al., 2006; Komis a Samaj, 2014). Mitogenem-aktivované
proteinkinasy tvoti rozsahlou rodinu serin/threonin kinas. MAPK draha pfenosu signalu se
sklada ze tii hlavnich komponent (Obr. 5; Kiegerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002;
Fernandez-Pascual et al.,, 2006). Mitogenem-aktivované proteinkinasykinasykinasy
(MAPKKK, MAP3K, MEKK), které¢ aktivuji dualné specifické mitogenem-aktivované
proteinkinasykinasy (MAPKK, MAP2K, MEK, MKK) v serin/threonin-Xz.s-serin/threonin
motivu. MAPKK nasledné aktivuji mitogenem-aktivované proteinkinasy (MAPK, MPK)
dualni fosforylaci threoninu a tyrosinu v T-E-Y nebo T-D-Y motivu (Fernandez-Pascual
et al., 2006; Rodriguez et al., 2010; Komis et al., 2011; Sinha et al., 2011; Samajova et al.,
2013a; Ovecka et al., 2014; Komis et al., 2018).

V genomu Arabidopsis thalinana se nachazi 60 genti pro MAPKKK, 10 gend pro
MAPKK a 20 geni pro MAPK (Ichimura et al., 2002; Komis et al., 2018). Integrita
kaskad, jejich uspofadani a kompartmentalizace muze byt zprostfedkovana pomoci
integracnich (“scaffold”) proteind, kotvicich a adaptorovych proteint (Whitmarsh a Davis,
1998; Bradwell et al., 2001; Takekawa et al., 2005; Sinha et al., 2011). Tyto kaskady
mohou byt aktivovany transmembranovymi receptory (Lee et al., 2012; Komis et al.,
2018), RLK (receptor-like kinasy, Hord et al., 2008; Komis et al., 2018),
heterotrimerickymi GTPasami (Guo et al., 2009; Cheng et al., 2015; Su et al., 2015;
Komis et al., 2018) a jinymi proteinkinasami (Kim et al., 2015; Komis et al., 2018).

14



STRESOVY PODNET

CYTOPLASMATICKA MEMBRANA

P —
)
* "

f\..
>
S =

\

/

£~

CiLOVY SUBSTRAT

Obr. 5 Schematické znazornéni MAPK kaskady (zelen€) a piiklad stresem indukované signalni
drahy u Medicago sativa (oranzové€). Upraveno podle Smékalova et al., 2014.

Casové zavisla deaktivace MAPK po signalizaci je zptisobena dualni specifitou MAPK
fosfatas (MKP; Teige et al., 2004; Bartels et al., 2010; Umbrasaite et al., 2010; Sinha
et al., 2011; Komis et al., 2018). Obecné jsou MAPK popisovany jako proteinkinasy, které
jsou po aktivaci schopny dale aktivovat transkripéni faktory, cytoskeletalni proteiny,
proteiny vezikularniho transportu a jiné kinasy (Cargnello a Roux, 2011; Komis et al.,
2011; Samajova et al., 2013a; Ovecka et al., 2014), coz miiZe vést ke zménam v aktivaci
exprese gend (Whitmarsh a Davis, 1998; Fernandez-Pascual et al., 2006). MAPK hraji
vyznamnou roli v bunééné diferenciaci, dé€leni (Whitmarsh a Davis, 1998; Fernandez-
Pascual et al., 2006; Komis et al., 2011; Sasabe a Machida, 2012; Samajova et al., 2013a;
Ovecka et al., 2014) a odpovédim na biotické (Ligterink et al., 1997; Kiegerl et al., 2000;
Zhang a Klessig, 2001; Asai et al., 2002; Cardinale et al., 2002; Fernandez-Pascual et al.,
2006; Pitzschke et al., 2009b; Rasmussen et al., 2012; Ovecka et al., 2014) a abiotické
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stresové faktory, jako je chlad a sucho (Jonak et al., 1996; Kiegerl et al., 2000; Fernandez-
Pascual et al., 2006), poranéni (Seo et al., 1995; Bogre et al., 1997; Zhang a Klessig, 1998;
Kiegerl et al., 2000; Fernandez-Pascual et al., 2006), a zvySena koncentrace soli
(Rodriguez et al., 2010; Sinha et al., 2011; Samajova et al., 2013a; Ovecka et al., 2014).

2.3.2  Stresem-indukovana  mitogenem-aktivovana  proteinkinasakinasa

(SIMKK)

Kiegerl et al., vroce 2000 popsali dualn¢ specifickou mitogenem-aktivovanou
proteinkinasukinasu SIMKK (stresem-indukovana mitogenem-aktivovana
proteinkinasakinasa) nachazejici se v tolici vojtésce (Medicago sativa). Test pomoci
kvasinkového dvouhybridniho systému potvrdil, ze SIMKK protein specificky interaguje
se SIMK (solnym stresem-indukovana mitogenem-aktivovana proteinkinasa) a aktivuje ji
fosforylaci residui threoninu a tyrosinu v aktivacni smyc¢ce v podminkach in vitro a in vivo
(Obr. 5; Kiegerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002; Sinha et al., 2011; Ovecka et al.,
2014). SIMKK ma velikost ptiblizné 42 kDa a vykazuje vysokou sekvenéni homologii k
MKK4 a MKK5 z Arabidopsis thaliana (Kiegerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002;
Komis et al., 2018).

Pfi rastu kofenovych vlaska dochazi k akumulaci SIMKK a pravdépodobné i k regulaci
rustu kofenovych vlaska (Berson et al., 2014; Ovecka et al., 2014; Komis et al., 2018).
Déle byla prokdzana aktivace SIMKK, zprostredkovand ionty médi, ale zéaroven
nedochazelo k aktivaci po pusobeni iontd kadmia (Gupta et al., 2009; Jonak et al., 2004;
Sinha et al., 2011). Na buné&¢né urovni je SIMKK lokalizovana v jadie a cytoplasmé, po
pusobeni solného stresu dochazi k relokalizaci SIMKK a SIMK do cytoplasmatickych
kompartmenti (Ovecka et al., 2014; Komis et al., 2018). Rostliny s nadexpresi SIMKK

také vykazovaly vyssi citlivost vici soli (Ovecka et al., 2014).

2.3.3 Solnym stresem-indukovana mitogenem-aktivovana proteinkinasa

(SIMK)

V tolici vojtésce (Medicago sativa) byla, po pusobeni solného stresu, zplsobeného
125 mM roztokem NaCl, objevena MAPK o pfiblizné velikosti 46 kDa, popsana ptivodné
jako MsK7 (Jonak et al., 1993; Munnik et al., 1999). Po pisobeni hyperosmotického stresu
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(750 mM roztoku NaCl) vSak doslo k aktivaci jiného proteinu o velikosti 38 kDa, a proto
byl protein o velikosti 46 kDa piejmenovan na solnym stresem-indukovand mitogenem-
aktivovana proteinkinasa (SIMK). K nejvysSim aktivitiam SIMK dochéazelo mezi 8 a 16
minutami od aplikace solného roztoku. SIMK mize byt dale aktivovana vlivem
mechanického poranéni (Bogre et al., 1997; Cardinale et al., 2000; Fernandez-Pascual
et al., 2006), vlivem oxidativniho stresu (Munnik et al., 1999; Fernandez-Pascual et al.,
2006), vysoké koncentrace tézkych kovi (Jonak et al., 2004; Sinha et al., 2011),
pusobenim prekurzoru ethylenu (aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina; Ouaked
et al., 2003; Jonak et al., 2004) a po pusobeni elicitort bakterii a hub (Cardinale et al.,
2000; Fernandez-Pascual et al., 2006).

SIMK  vykazuje velmi vysokou sekvencni homologii, s absolutni identitou
v karboxyterminalnim regionu, k MPK6 z Arabidopsis thaliana (Samaj et al., 2002;
Bekesova et al., 2015). Na bunééné urovni je SIMK lokalizovana v jadie a cytoplasmé. Po
plsobeni biotického nebo abiotického stresového faktoru dochédzi ke kompartmentalizaci
arelokalizaci do cytoplasmy. V epidermalnich a rhizodermalnich bunkach se SIMK
nachazi predevS§im v jadie, ale béhem rastu kotenovych vlaski dochazi k relokalizaci
SIMK do cytoplasmy prodluzujici se $pi¢ky kofenového vlasku pomoci sité aktinovych
mikrofilamentd. Depolymerizace aktinu, zptusobena aplikaci lantrunkulinu B, méla za
nasledek relokalizaci SIMK do jadra. Naproti tomu stabilizace aktinu, zptisobena aplikaci
jasplakinolidu, zptisobila ko-lokalizaci SIMK a fragmenti aktinovych vlaken
v cytoplasmé. Tyto vysledky naznacuji, ze SIMK ma vliv na dynamiku aktinového
cytoskeletu, a tedy i na rist kofenovych vlaski (Samaj et al., 2002; Samajova et al., 2013b;
Ovecka et al., 2014; Komis et al., 2018).

2.4 Reakce rostlin na abioticky stres

Jelikoz rostliny nemohou aktivné opustit své stanovisté a uniknout pted nepiiznivymi
podminkami neustale se méniciho vnéjsiho prosttedi (Manik et al., 2015; Zhang et al.,

2018), byly u nich vyvinuty receptory a signalni drahy, indukované touto enviromentalni

vynos rostlin (Sinha et al., 2011; Zhang et al., 2018). Receptory pro signalizaci abiotického
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stresu reaguji na zmény ve vn&jSim prostiedi, které zahrnuji chlad, vysokou teplotu,
zvySenou koncentraci soli, tézkych kovi, poranéni, sucho a UV zafeni (Sinha et al., 2011,
Zhang et al., 2018). Jednotlivé signalni drahy pro rizné druhy abiotického stresu se mohou
prekryvat, a tak jeden vnéjsi podnét muze aktivovat vice drah. Signal je prendsen a
amplifikovan kaskadami mitogenem-aktivovanych proteinkinas (MAPK; Sinha et al.,
2011; Smékalova et al., 2014). Nejvyznamné&jsimi stresem indukovanymi MAPK v
Arabidopsis jsou MPK3, MPK4 a MPK6 (Colcombet a Hirt, 2008).

2.4.1 Teplotni stres

Zmeéna teploty je jednou z nejcastéjSich stresovych faktorti u rostlin, které pochazeji
z mirného podnebného pasu (Sinha et al., 2011; Smékalova et al., 2014). Rostliny se musi
béhem celého svého Zivotniho cyklu vyrovnavat s ménicimi se teplotnimi podminkami,
liSicimi se od jejich optimdlnich teplotnich podminek. Vykyvy teplot maji vliv na
fyziologii rostlin, regulaci metabolismu a zrani plodd, ¢imz mohou zptisobovat ztraty na
urodé v zemédélstvi (Sinha et al.,, 2011; Theocharis et al., 2012). Bylo prokazano, ze
teplotni vykyvy méni vlastnosti plasmatické membrany. Vysokd teplota zptsobila
zvySenou fluiditu membrany, zatimco sniZzena teplota ji Cinila nepohyblivou a malo
pruznou (Mittler et al., 2012; Wang et al., 2003).

Pti prechodném vystaveni teplotnim zménam, vyvolavajicim fyziologické reakce, pfi
kterych dochazi k aktivaci MAPK, dochazi ke zménam v genové expresi (Huang et al.,
2012; Mishra et al., 2006). Aktivace MAPK mize dale vyvolat zmény, zahrnujici
stabilizaci plazmatické membrany (Sangwan et al., 2002b; Smékalova et al., 2014),
aktivaci histidinkinas (Nongpiur et al., 2012) a akumulaci vapenatych kationtd (Zhu et al.,
2013). Teplotni stres dale spousti aktivaci Ca®*-dependentnich proteinkinas (CDPK;
Ludwig et al., 2004) a MAPK (Solanke a Sharma, 2008). Stres, zptisobeny chladem, také
ovliviiuje rizné post-transkripéni modifikace, véetné sestiihu pre-mRNA, exportu mRNA
z jadra a jeji degradaci (Chinnusamy et al., 2007; Zhu et al., 2007).

V Arabidopsis thaliana bylo prokazano, ze MPK4 a MPKG6 jsou aktivovany stresem,
zpusobenym nizkou teplotou (Ichimura et al., 2000; Teige et al., 2004). Aktivita MPK4
dosahuje vrcholu pti 60 minutach od zacatku expozice chladem, zatimco aktivita MPK6

vrcholi uz béhem 10 minut. MPK4 interaguje S N-terminalni doménou MEKK1, zatimco
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MKK1 interaguje s jeho C-terminalni kinasovou doménou (Mizoguchi et al., 1996;
Ichimura et al., 1998; Sinha et al., 2011). Po reakci na sniZzenou teplotu byl také aktivovan
signalni protein AtMKK2 (Mizoguchi et al., 2000; Teige et al., 2004). MEKK1 aktivuje
MKK?2 a jeho fosforylace vyvolava aktivaci MPK4 a MPKG6 (Pitzschke et al., 2009a; Teige
et al., 2004). U vojtésky byla identifikovana teplotnim Sokem aktivovana MAPK (HAMK;
Sangwan a Dhindsa, 2002).

2.4.2 Solny stres

Solny stres je nejCastéji zplisobeny zvySenou koncentraci chloridu sodného v ptidé, a je
uzce spojen i S naslednym osmotickym stresem (Sinha et al., 2011; Smékalova et al.,
2014). Za toxicitou NaCl jsou primarné zodpovédné sodné kationty (Na*), které jsou pfi
koncentraci nad 50 mM pro vétsinu rostlin toxické (Munns a Tester, 2008). Na koncentraci
NaCl v pudé ma vliv odpafovani a srazeni vody, a také zvétravani hornin (Mahajan a
Tuteja, 2005). Vysoka koncentrace Na* mize tedy mit velmi nepfiznivé G¢inky na rist a
vyvoj rostlin, a tak snizovat vynos plodin v zemédé&lstvi (Yadav et al., 2011). Rostliny se
mohou proti zvySené koncentraci soli branit aktivnim odstranénim sodnych kationt
z bunék pies Na*/H" antiportér SOS1 (salinity overly sensitive 1). Dale udrzovanim
vysokych intracelularnich poméri K*/Na® kationtdt pomoci HKT transportéri a
transportem Na* kationtd prostfednictvim tonoplastového antiportéru NHX1 (Munns a
Tester, 2008; Smékalova et al., 2014).

V Arabidopsis byla prokazana akumulace mRNA MEKKI1 vreakci na zasoleni
(Mizoguchi et al., 1996; Sinha et al., 2011) a mutanti mekkl vykazuji vyrazn¢ lepsi rast pii
zasoleni nez divy typ (Su et al., 2007). Dvouhybridni analyza potvrdila proteinové
interakce mezi MEKK1 a MKK2/MEK1, mezi MKK2/MEK1 a MPK4 a mezi MPK4 a
MEKKZ1 (Ichimura et al., 1998). Dale bylo prokazano, Ze signaly stresu, zpusobené
vysokou koncentraci soli, jsou pfenaseny na dvé MAPK kaskady. Jednou z nich je kaskada
MPK4 (MEKK1-MEK1/MKK2-MPK4) a druhou kaskadou je MPK6 (Ichimura et al.,
2000). Pti solném stresu je soucasti MAPK drahy MEKKL1 jako nadiazeny (“upstream®)
aktivator MKK2 a podtazeny (“‘downstream*) MPK4 a MPKG6 (Teige et al., 2004; Sinha
etal.,, 2011). Mutanti Arabidopsis thaliana mkk2 vykazuji zvySenou citlivost k zasoleni
(Teige etal., 2004; Smékalova et al., 2014). MKP1 (MAPK fosfatasa 1) funguje jako
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negativni regulator signalizace stresu ze zasoleni prostiednictvim MAPK (MPK6 a MPK4;
Ulm etal., 2002). Zaroven bylo prokazano, ze MKK9, ktera aktivuje MPK3 a MPKG6
(Zhao a Guo, 2011), ma negativni vliv na toleranci rostlin vi¢i zvySené koncentraci soli,
protoze mutanti mkk9 vykazuji snizenou citlivost na zasoleni (Xu et al., 2008). MPK6 se
uplatiiuje predevsim v rannych stadiich aktivniho vyluCovani sodiku fosforylaci SOS1
Na*/H* antiportéru, ¢imz indukuje vylu¢ovani sodiku na tikor sniZeni pH v cytosolu (Yu et
al., 2010; Smékalova et al., 2014).

U tolice vojtésky byla identifikovana stresem indukovana MAPK (SIMK) aktivovana
pusobenim soli (Munnik et al., 1999; Sinha et al., 2011). Dale byla, pomoci dvouhybridni
analyzy, identifikovana SIMKK (MAPKK) jako nadtazeny (“upstream®) aktivator SIMK.
SIMKK specificky interaguje se SIMK a zvysuje soli indukovanou aktivaci SIMK (Kiegerl
et al., 2000).

2.4.3 Stres ze sucha

VétSina rostlin je vysoce citliva na nedostatek vody (Maia et al., 2011; Smékalova et al.,
2014), a tak sucho patfi mezi hlavni faktory zivotniho prostifedi, negativné ovlivijici
vynosy plodin (Boyer, 1982; Mahajan a Tuteja, 2005; Sinha et al., 2011). Je-li pidni
vlhkost trvale nizka, dochazi ke snizeni piijmu vody kofenovou soustavou a rozvadéni
vody v pletivech rostlin. Zmény vlhkosti pudy vyvolavaji aktivaci riznych mechanismi
pro ptizpusobeni a zmirnéni Skodlivych ucinki sucha. Stres ze sucha také zvysuje produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS; Reactive oxygen species; Choudhury et al., 2013; Yao
et al., 2013), které jsou spojeny s uzaviranim pruduchii, coz ma za nasledek snizeni ztrat
vody (Miura et al., 2013; Zhou et al., 2013). Pokud tyto negativni podminky vné&jsiho
prostiedi pretrvavaji, dochazi ke zménam genové exprese (Zhu, 2002; Li et al., 2008; Lee
et al., 2009).

Pfi odpovédi na stres ze sucha se uplatiiuji transkripéni faktory (WRKY; Shen et al.,
2012) a signalizace prostiednictvim MAPK, které reguluji suchem indukovanou
transkripéni aktivaci (Sinha et al., 2011; Smékalova et al., 2014). Zavirani pruduchut je
regulovdino MPK9 a MPKI12, které pozitivné¢ reaguji na zmény v hladiné kyseliny
abscisové (ABA) a jsou ve velké mife exprimovany prave ve svéracich bunikéch priduchii

(Jammes et al., 2009). Dalsi MAPK, ktera je aktivovana stresem ze sucha je MPK6.
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Aktivita MPK6 je indukovana akumulaci ROS (Yu et al., 2010), ale nezavisla na zvysené

hladin¢ kyseliny abscisové (ABA; Tsugama et al., 2012; Smékalova et al., 2014).

2.4.4 Oxidativni stres

Vétsina typu abiotickych stresovych faktort, jako je vysoka teplota, chlad, sucho a salinita,
zpusobuji produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), coz vede v buiice k oxidativnimu
stresu (Mittler, 2002; Suzuki et al., 2012). Reaktivni formy kysliku jsou ale zaroven bézné
vedlejsi produkty aerobniho metabolismu (Suzuki et al., 2011; Smékalova et al., 2014).
Oxidativni stres je tedy termin pouzivany pii pfesahnuti abnormalni trovné ROS, kam
patfi volné radikaly (napf. hydroxylovy, kyselina dusi¢na, superoxidovy) nebo
neradikalové formy (napf. peroxid vodiku). Nadmérna produkce ROS mulZe vést k
poskozeni specifickych molekul s naslednym poskozenim membran bunék a pletiv (Gill a
Tuteja, 2010). Kutlumeni ROS, tvofenych metabolismem, buika produkuje enzymy
(katalasa, superoxid dismutasa), které zabranuji hromadéni H>O> (Gill a Tuteja, 2010;
Sinha et al., 2011; Smékalova et al., 2014). Zaroven vSak ROS hraji dulezitou roli v
bunécné signalizaci MAPK.

Reaktivni formy kysliku zptisobuji aktivaci MPK3 a MPK6 u Arabidopsis thaliana
(Kovtun et al., 2000; Lumbreras et al., 2010). Dale bylo prokazano, Ze dochazi k MKK5-
zprostiedkované zvySené regulaci exprese superoxid dismutas, na Grovni transkripce, V
odpovédi na tvorbu ROS. MKKS5 pienasi signal jak na MPK6, tak na MPK3 (Miles et al.,
2009; Xing et al., 2013). Dalsim signalnim proteinem, u néhoz dochazi k aktivaci vlivem
oxidativniho stresu, je MAPK fosfatasa 2 (MKP2), ktera defosforyluje MPK3 i MPK®6, a
tak zvySuje toleranci bunky vuci oxidativnimu stresu (Lee a Ellis, 2007; Lumbreras et al.,
2010).

U tolice vojtésky byla identifikovana MAPKKK, OMTKI1 (oxidativnim stresem
aktivovana MAP3K1), ktera aktivuje, v reakci na zvySenou koncentraci ROS, MAPK
MMK3 (Kovtun et al., 2000; Sinha et al., 2011).

2.4.5 Stres z poranéni

DalSim z velmi Castych faktorti, zptsobujici stres u rostlin, je mechanické poSkozeni pletiv.

Zranéni mohou byt zptsobena bioticky, utokem bylozravych zivo¢ichd, hmyzu a aktivitou
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lidi, ale i abiotickymi stresovymi faktory, jako je chlad a vysoka teplota (Sinha et al., 2011;
Smékalova et al., 2014). Po poranéni dochazi u rostliny k percepci signalu a k nasledné
expresi gent souvisejicich s obranou, které se podileji na hojeni poskozenych pletiv a
obrang proti naslednému napadeni hmyzem nebo potencialni infekci patogenem (Lawton a
Lamb, 1987; Sinha et al., 2011). Po rozpoznani mechanického stresu dochazi ke zvyseni
hladiny ROS, zvyseni koncentrace intracelularnich Ca?* kationtii v cytosolu, produkci
nékterych rostlinnych hormont a fosforylaci signalnich proteinti (Takahashi et al., 2011,
Smékalova et al., 2014). Produkce ROS v reakci na poranéni je spojena se signalizaci Ca®*
kationtd, které primo interaguji s nékterymi transkripcnimi faktory, ¢imz ovliviuji aktivitu
nékterych MAPK ale i fosfatas (Das a Pandey, 2010; Smékalova et al., 2014). Nasledné
dochazi k aktivaci exprese obrannych gent.

V tabaku byla popsana prvni zranénim-indukovana MAPK (WIPK; Seo et al., 1995).
Nasledn¢ Ichimura et al., (2000) popsali, ze AtMPK4 a AtMPK6 se rychle aktivuji po
poranéni. NtMPK4, homolog AtMPK4, byl spolu s SIPK aktivovan zranénim v Nicothiana
tabacum (Gomi et al., 2005; Sinha et al., 2011). Ko-imunoprecipitacni metodou byla
odhalena interakce mezi MEKK1 a MKK1 po poranéni rostliny, ale k Zddné interakci mezi
témito proteiny nedoslo u kontrolnich nezranénych rostlin (Hadiarto et al., 2006;
Smékalova et al., 2014). Dale bylo prokazano, ze MEKKI1 interagovala piimo s MPK4,
MPK5 a MPK13 (Nakagami et al., 2004; Smékalova et al., 2014). Bogre et al., 1997
prokazali, Ze zranéni listdi U vojtésky vyvolalo aktivaci MMK4. Bekesova et al., 2015

prokézali, ze zranéni listh u vojtésky vyvolalo aktivaci SIMK.

2.4.6 Stres zpusobeny tézkymi kovy

Ionty kovii jsou v nizkych koncentracich pro rostliny nezbytné, protoze se podileji na
fyziologickych a vyvojovych procesech. Mezi tyto ionty biogennich kovii patii méd’ (Cu),
zinek (Zn), zelezo (Fe), kobalt (Co) a nikl (Ni). Vysoké koncentrace tézkych kovu jsou
vsak toxické a negativné ovliviuji rist a vyvoj rostlin (Sinha et al., 2011; Smékalova et al.,
2014). Kromé vyse zminénych zde patii také n€které neesencialni kovy, jako je hlinik (Al),
kadmium (Cd) a olovo (Pb), které zpusobuji zavazné poruchy fyziologickych procesi
rostlin (llles et al., 2006; Shanmugaraj et al., 2013). Tézké kovy zpusobuji vykyvy
Vv hladin¢ a tvorbé ROS (Smeets et al., 2009; Smékalova et al., 2014). Zvysena produkce
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ROS ovliviuje distribuci Ca?* kationtii a aktivaci MAPK (Jonak et al., 2004; Opdenakker
etal., 2012).

Zvysena koncentrace tézkych kovi vedla v rostlinach k aktivaci MAPK, predevsim
v ryzi doslo k aktivaci OsSMPK3, OsMPK4 a OsMKK4 (Huang a Huang, 2008; Rao et al.,
2009; Wang et al., 2010; Rao et al., 2011; Ye et al., 2013; Yeh et al., 2004, 2007).
V Arabidopsis zptsobuje kadmium akumulaci ROS, a tim aktivaci MPK3, MPK4 a MPKG6
(Liu et al., 2010; Smékalova et al., 2014). Po vystaveni rostlin vysoké koncentraci kadmia
doslo ke zvysené expresi transkripcnich faktori WRKY22; WRKY 25 (aktivovan MPK4)
a WRKY29 (Opdenakker et al., 2012; Smeets et al., 2013).

V Medicago sativa doslo, pfi vystaveni zvySené koncentraci Cd a Cu, k aktivaci Ctyt
riznych MAPK: SAMK, SIMK, MMK?2 a MMK3 (Jonak et al., 2004; Sinha et al., 2011).
Dale doslo v protoplastech tolice vojtésky, vlivem médnatych kationtd, k SIMKK
zprostiedkované aktivaci SIMK a SAMK, ale ne MMK2 a MMK3.

2.5 Fenotypovy projev rostlin pri interakci se symbiotickymi hlizkovymi

bakteriemi

Kofteny rostlin jsou neustale vystaveny mnoha druhiim pidnich mikroorganismi. Bunécna
sténa rhizodermalnich bunék proto vytvari ochranou bariéru proti patogennim druhtim.
Aby vsak prospésné symbiotické hlizkové bakterie mohly byt v kontaktu s danou rostlinou,
musi mezi obéma organismy prob¢hnout vymeéna signall, které¢ bakterii umozni vstup do

rostliny skrz kofenové vlasky (Jones et al., 2007).

2.5.1 Iniciace invaze korenového systému rostlin

Bobovité rostliny nejprve produkuji flavonoidni slouceniny (derivaty 2-fenyl-1,4-
benzopyronu), které se navazou Kk bakterialnim NodD transkripénim faktorum
(Perret et al., 2000; Barnett a Fisher, 2006), aktivuji je, a tim indukuji transkripci nod gent
(Perret et al., 2000; Jones et al., 2007). Peck et al., v roce 2006 prokazali, ze flavonoidy
nehostitelskych rostlin mohou u Sinorhizobium meliloti inhibovat transkripci nod gent,
které koduji enzymy syntézy lipochitooligosacharidovych Nod faktord, produkovanych

bakterii, a které u rostlin vyvolavaji fenotypové zmény (Dénarié et al., 1996; Long et al.,
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1996; Mylona et al., 1995; Schultze a Kondorosi, 1998; Spaink, 1996; Timmers et al.,
1999; Oldroyd a Downie, 2004). Nod faktory se skladaji z nékolika
residui B-1,4-N-acetyl-D-glukosamint, jejichz pocet je zavisly na druhu pudni bakterie
(Perret et al., 2000; Jones et al., 2007). Nod faktor je navazan na extracelularni LysM
doménu rostlinného receptoru s intracelularni kinasovou doménou, a poté dochazi
K pfenosu signalt, které spousti v bunice fadu déju (Limpens et al., 2003; Madsen et al.,
2003; Ivanov et al., 2010).

Jednou zprvnich reakci rostlin k danym Nod faktorim je zvySeni trovné
vnitrobun&énych Ca?* kationtfi v kofenovém vlasku, coz vede k jejich oscilaci a zméndm
uspotadani cytoskeletu (de Ruijter et al., 1999; Timmer et al., 1999; Cardenas et al., 2003;
Sieberer et al.,, 2005b). Piechodna fragmentace aktinu po pusobeni Nod faktort
ze Sinorhizobium meliloti byla potvrzena v Medicago sativa (Allen et al., 1994; Cardenas
et al.,, 1998; Timmers et al., 1999), zmény v konfiguraci aktinovych vlaknech u Vicia
sativa a pieskupeni mikrotubulG v primarni kafe Vicia hirsuta (Bakhuizen, 1988, van
Spronsen et al., 1995; Miller et al., 1999; Timmers et al., 1999). Reorganizace cytoskeletu,
regulovana ROP GTPasami, zpusobi staeni pfi rastu kofenového vlasku kolem Rhizobia,
které je zde zachyceno (Obr. 6; Kijne, 1992, Esseling et al., 2003; Esseling a Emons, 2004;
Gage, 2004; Sieberer et al., 2005a; Vassileva et al., 2005).

Nasledn¢ dochazi, vlivem zmén v dynamice cytoskeletu, k agregaci cytoplasmy,
relokalizaci jadra, endoplasmatického retikula a Golgiho aparatu pro usnadnéni transportu
vezikul do mista proniknuti bakterii do kofenového vlasku (lvanov et al., 2010). Nod
faktory zaroven, inhibici transportu auxinu, stimuluji buiiky primarni kiry kotfene k mitose
(Dudley et al., 1987; Libbenga a Harkes, 1973; Yang et al., 1994, Heidstra et al., 1997;
Foucher a Kondorosi, 2000; Wasson et al., 2006). Timto indukovanym délenim vznikaji

burky, které pozdé&ji formuji primordium hlizky (Foucher a Kondorosi, 2000).

2.5.2 Vyvoj infekéniho vlakna

Nez mize dochézet k fixaci dusiku, musi dojit k transportu bakterii do bun¢k primdrni
kiry kotene (Perret et al., 2000; Jones et al., 2007). Aby hlizkova bakterie byla schopna se
pfemistit z kolonizovaného kotenového vlasku do primérni kiiry kofene, vytvaii infekcni

vlakno (Obr. 6). Uginkem Nod faktorti a bakterialnich exopolysacharidii (sukcinoglykan,
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galaktoglukan, Glazebrook a Walker, 1989; Pellock et al., 2000) dochazi k reorganizaci
bunééné polarity (van Brussel et al., 1992; Timmers et al., 1999) a kindukci tvorby
plasmatické membrany a bunécné stény V misté vrcholu nové se vyvijejici struktury
(Brewin, 2004; Gage, 2004; Jones et al., 2007). Pouze u bakterii, které se nachazeji
v tomto vrcholu infekéniho vlakna, dochazi k déleni (Gage, 2002).

Béhem rlstu infekéniho vldkna dochazi Kk relokalizaci jadra bunky kofenového
vlasku, spojenim vrcholu infekéniho vlakna k jadru siti mikrotubult, které obklopuji celé
infekéni vlakno (Timmers et al., 1999; lvanov et al., 2010). Jakmile vlakno proroste
bunikou kotfenového vlasku, bakterie indukuji tvorbu infekéniho vlakna do dalsi bunky,
dokud vlakno neproroste do bunék primarni kiiry kotene (Jones et al., 2007). Po proniknuti
do hlubsich oblasti primarni kiiry kotfene, dojde k vytvoteni vybézku (kapky) cytoplasmy
infekéniho vlakna, které uz neni ohrani¢eno bunéénou sténou, ale pouze cytoplasmatickou

membranou (Ivanov et al., 2010).

e Infekéni vldkno Délici se buriky v
primarni kare
|nfik°vany' kofenovy' Rhizobium = kofene
vlasek \ / .y . .
(™ f-f i~ Bakteroid Délici se buriky
~\\ /Y. v pericyklu

Vodivé pletivo hlizky

o

Odtrzeny
Bakteroid korenovy vldsek

ISR A
(2
e 2
Bakteroidy e 3 S
g0tz
=98

o Vodivé pletivo hlizky

Obr. 6 Schéma vyvoje kofenové hlizky. (1 - Tvorba infekéniho vlakna, 2 - Tvorba primordia
kotenové hlizky a vznik bakteroidl, 3 - Odtrzeni kotenového vlasku vlivem rtstu hlizky,
4 - Tvorba  vodivého  pletiva, 5-Vyvinutd  kofenova  hlizka;  Upraveno  podle
https://www.liberaldictionary.com/wp-content/uploads/2018/12/root-nodule.jpg).
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2.5.3 Vyvoj hlizky a vyména Zivin

Bakterie se dostane do cytoplasmy buiiky endocytosou (Jones et al., 2007; Ivanov et al.,
2010; Leborgne-Castel a Bouhidel, 2014). Kazda bakterie je obklopena cytoplasmatickou
membranou hostitelské bunky a vytvaii symbiosom (Brewin, 2004; Jones et al., 2007).
Symbiosom se mize dale délit, dokud nedojde k diferenciaci bakterie v dusik-fixujici
bakteroid, obklopeny peribakteroidni membranou (Robertson a Lyttleton, 1984;
Jones et al., 2007). Bakteroidy se dale d€li a diferencuji, ¢imz vznika nedeterminované
primordium hlizky (Obr. 6; Prell a Poole, 2006). Jde o meristematické pletivo s cévnimi
svazky pro vyzivu organu (Obr. 7; Rose, 2008; Kouchi et al., 2010).

Bakteroidy v primordiu zvySuji obsah své DNA a velikost bufiky pro dosazeni vyssi
metabolické aktivity pro podporu fixace dusiku (Galitski et al., 1999; Mergaert et al.,
2006). Uvniti symbiosomu je udrZzovana nizka hladina kysliku pomoci, rostlinou
vytvoieného, kyslik-vazajiciho proteinu leghemoglobinu (Ott et al., 2005; Jones et al.,
2007). Dokoncenim diferenciace bakteroidu dochazi k expresi enzymi nitrogenasového
komplexu, nezbytného pro fixaci dusiku (Fischer, 1994; Oldroyd 2007).

Nitrogenasovy komplex se sklada z enzymu nitrogenasy, obsahujici ionty Zeleza, siry a
molybdenu, a enzymu nitratreduktasy, obsahujici ionty Zeleza a siry (Burgess a Lowe,
1996). Respira¢ni aktivita bakteroidu poskytuje komplexu 16 molekul ATP a 8 elektronu,
které jsou nutné k redukci 1 molekuly N2 na 2 molekuly NH4*™ (Poole a Allaway, 2000).
Amonné kationty mohou byt sekretovany do NH4* kanalti peribakteroidni membrany,
asimilovany a distribuovany rostlinou (de Bruijn et al., 1989; Poole a Allaway, 2000;
Lodwig et al., 2003; Prell a Poole, 2006). Asimilace NH4* rostlinnymi buiikami probiha
skrz glutamin a asparagin syntetasy, kdy dochazi v tvorbé glutaminu z kyseliny glutamové
a NH,", asparaginu z kyseliny asparagové a NH4* (Kahn et al., 1998; Harrison et al., 2003;
Barsch et al., 2006). Pro fixaci dusiku je potfebna vymeéna produktli metabolismu rostlin a
bakterii. Rostlina bakterii poskytuje substrat pro oxidativni fosforylaci (dikarboxylové
kyseliny — malat, sukcinat; Ronson et al., 1981; Poole a Allaway, 2000) a prvky, potiebné
K tvorbé nitrogenasového komplexu (Dos Santos et al., 2004).

Truchet et al., v roce 1991 prokazal, ze k vyvoji hlizek mize dochéazet i pfi absenci
hlizkovych bakterii, aplikaci purifikovanych Nod faktor. Kotfenovou hlizku 1ze rozdélit do

nékolika zon. Zona I obsahuje meristematické buniky bez hlizkovych bakterii. Nasleduje
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centralni pletivo tvofené infekénimi zénami symbiotickymi: brzkou II a pozdni (fixacni)
111, oddélené interzonou II-111. Zéna 1V je tvotfena senescencnimi bunikami, které postupem
Casu vytvori posledni saprofytickou zéonu V (Obr. 7; Vasse et al., 1990; Timmers et al.,
1999; Popp a Ott; 2011; Lotocka et al., 2012).

Obr. 7 Rozdéleni jednotlivych zon v priabéhu ristu kofenové hlizky. I — meristematicka zona, I1 —
brzka symbioticka zona, II-1II interzona, III — pozdni (fixacni) symbioticka zona, IV — senescenéni
zOna, V — saprofyticka zona. (Upraveno podle Lotocka et al., 2012).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

P 0.45 PVDF Blotting Membrane Amersham TM Hybond TM (GE Healthcare Life
science), PVDC folie (Sarogold), kadinky, odmérné valce, pinzety, ntzky, Pasteurovy
pipety, filtra¢ni papir, hlinikova folie, sklenéné nadoby na membrany, hrubsi a tenci skla
na gely, centrifugatni kyvety, mikrozkumavky, celulosové ubrousky, magneticka
michadla, sterilni $picky, sterilni Petriho misky, cerné igelitové obaly, parafilm,
chirurgicka paska, bakteriologicky filtr s péry o velikosti 0,22 pum, stojan na zkumavky,
Centrifuga¢ni mikrozkumavky, Amicon®Ultra — 0,5 ml centrifugaéni filtry Ultracel® —
10K, laboratorni jednorazové rousky, 96-jamkova desticka MicroAmp® Fast (Applied

Biosystems), sterilni paratka

3.1.1 Pouzité chemikalie

1000x Gamborg’s vitamin (Duchefa Biochemie)
1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution (Duchefa Biochemie)
10x Reakéni pufr pro DNasu I (s MgCl2, Thermo Scientific)
2,2'2" 2""-(ethan-1,2-diyldinitrilo)tetraoctova  kyselina pH 8 (EDTA, PanReac
AppliChem)
2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (Duchefa Biochemie)
2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin]ethansulfonova kyselina (HEPES, Duchefa Biochemie)
2-Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich)
4x Laemmli vzorkovaci pufr (Bio-Rad)
6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific)
Aboslutni ethanol (Penta)
Acetat sodny (Sigma-Aldrich)
Adenin (Sigma-Aldrich)
Agarosa (Sigma-Aldrich)
Akrylamid/bis-akrylamid roztok 37,5:1 (40%, Bio-Rad)
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Aktin Primery (Eurofins Genomics)

Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad)

BSA (hovézi sérovy albumin; Sigma-Aldrich)

Clarity TM Western ECL Substrate: Luminol/enhancer solution a Peroxide solution (Bio-
Rad)

cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche)
Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného (Sigma-Aldrich)
Dihydrat molybdenanu sodného (Sigma-Aldrich)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich)
Dithiothreitol (DTT, Sigma-Aldrich)

DNasa I (Thermo Scientific)

dNTP mix (10 mM, Thermo Scientific)

Dodecylsiran sodny (SDS, Sigma-Aldrich)

DreamTaq DNA Polymerasa (Thermo Scientific)

Dusi¢nan draselny (Sigma-Aldrich)

Ethanol denaturovany (96%, Lihovar Kojetin)
Ethylenglykol-bis (2-aminoethylether) — N, N, N', N' tetraoctové kyseliny (EGTA,
Sigma-Aldrich)

Fenol — chloroform — isoamylalkohol (25:24:1, Sigma-Aldrich)
Fenol (Sigma-Aldrich)

Fluorid sodny (Sigma-Aldrich)

Gamborg’s B5 basal salt mixture (Duchefa Biochemie)

Gellan gum powder (Alfa Aesar)

GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific)
Glycerol (Sigma-Aldrich)

Glycin (Sigma-Aldrich)

Heptahydrat siranu hote¢natého (Sigma-Aldrich)

Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich)

Chlorid hofeénaty (Sigma-Aldrich)

Chlorid sodny (Sigma-Aldrich)

Chlornan sodny (Sigma-Aldrich)
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Chloroform: isoamylalkohol (24:1, Sigma-Aldrich)
ImmoMix™ (Bioline)

Incidur (Ecolab)

Isopropanol (Sigma-Aldrich)

Kinetin (Duchefa Biochemie)

Kyselina borita (Duchefa Biochemie)

Kyselina chlorovodikova (37%, Sigma-Aldrich)

LB broth (MO BIO laboratories)

Ledova kyselina octova (34%, Sigma-Aldrich)
L-Glutamin (Duchefa Biochemie)

L-glutathion (Sigma-Aldrich)

L-Prolin (Sigma-Aldrich)

L-Serin (Sigma-Aldrich)

MES (Duchefa Biochemie)

Methanol (Sigma-Aldrich)

Midori Green Advance DNA Stain (Nippon Genetics)
M-MLYV Reverzni transkriptasa (Promega)

M-MLV RT 5x buffer (Promega)

Monohydrat siranu hofe¢natého (Sigma-Aldrich)
Monohydrat siranu zine¢natého (Sigma-Aldrich)
Monosulfat kanamycinu (Duchefa Biochemie)
Murashige and Skoog basal salt mixture (Duchefa Biochemie)
Myoinositol (Duchefa Biochemie)
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED, Sigma-Aldrich)
OligodT (100 uM, Promega)

Pentahydrat dihydrochlorid spectinomycinu (Duchefa Biochemie)
Pentahydrat siranu méd’natého (Duchefa Biochemie)
Peroxosiran amonny (Sigma-Aldrich)

PhosSTOP (Roche)

Phyto agar (Duchefa Biochemie)

Ponceau S (Sigma-Aldrich)
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Precision Plus Protein TM Dual Color Standards (Bio-Rad)
Protein Assay Dye Reagent Concentrate 5x (Bio-Rad)

Rifampicin (Duchefa Biochemie)

RNAsin® inhibitor ribonukleas (Promega)

ROX Reference Dye (Invitrogen)

Sacharosa (Sigma-Aldrich)

Schenk & Hildebrant (100x) vitamin solution (Duchefa Biochemie)
Schenk & Hildebrant basal salt mixture (Duchefa Biochemie)
SIMK Primery (Eurofins Genomics)

Sterilni destilovand voda

SYBR™ Green I nucleic acid gel stain (Thermo Fisher Scientific)
Tikarcilin (Duchefa Biochemie)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich)

Tween ® 20 (Sigma-Aldrich)

Voda (Sigma-Aldrich)

Vodovodni voda

3.1.2 Pouzité protilatky

Primarni afinitné ptecisténa krali¢i polyklonalni protilatka anti-MMK3 (GenScript)
Primarni afinitné izolovana krali¢i polyklonalni protilatka anti-AtMPK®6 (Sigma-Aldrich)
Primarni krali¢i anti-Phospo-p44/42 MAP kinase (thr202/tyr204) protilatka (Cell Signaling
Technologies)

Primarni mys$i monoklonalni protilatka anti-Actin (Sigma-Aldrich)

Primarni myS$i monoklonalni protilatka anti-GFP (Sigma-Aldrich)

Sekundarni kozi anti-mysi protilatka s navazanou kienovou peroxidasou (Horseradish
peroxidase-linked 1gG, Invitrogen)

Sekundarni kozi anti-krali¢i protilatka s navazanou kienovou peroxidasou (Horseradish

peroxidase-linked 1gG, Invitrogen)

31



3.1.3 Roztoky a média

Steriliza¢ni roztok na sterilizaci listi M. sativa (100 ml)

e 1 ml chlornan sodny

e 50 ul Tween

e Doplnit MiliQ H20

e Sterilizace bakteriologickym filtrem s pory o velikosti 0,22 pm
LB médium

e 25g-1MLB broth

e Upravit pH na 7,2, sterilizace autoklavem
SH médium

e 3,2 g-I"" Schenk and Hildebrant basal salt mixture

e 30g-Isacharosa

e 05g1*MES

e Upravit pH na 5,7 (1M KOH)

e Sterilizace autoklavem

e Po autoklavovani nechat vychladnout na ptiblizn¢ 55 °C, poté ptidat:

e 10 ml-1"1 100X Schenk and Hildebrant vitamin solution (1g/10 ml MiliQ H20)

B5H médium

e 3,1 g1 Gamborg’s B5 basal salt mixture

e 05gl1tKNOs

e 0,25 g1 MgSO4-7H20

e 0,5 g1? prolin

e 30 g1 sacharosa

e 45 g1t gellan gum/10 g-1"t phyto agar

e Upravit pH na5,7 (1M KOH)

e Sterilizace autoklavem
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e Po autoklavovani nechat vychladnout na ptiblizné 55 °C, poté pridat:
e 30 ml-I"t smé&si aminokyselin
e 1ml-1t24-D (1,0 mg1?)
e 1 ml-Itkinetin (0.1 mg-1?)
e 1,0 ml-I"t 1000X Gamborg’s vitamin
Smés aminokyselin
e 6,65 g glutamin
e 0,83 gserin
e 0,004 g adenin
e 0,083 g L-glutathion
e Doplnit MiliQ H20 do 250 ml
e Sterilizace bakteriologickym filtrem s pory o velikosti 0,22 pm
e Uchovavani pii 4 °C
Roztok 2,4-D (1,0 mg-ml™?)
e 50mg24-D
e Rozpustit v5 ml 1M NaOH
e Doplnit do 50 ml MiliQ H.O
e Sterilizace bakteriologickym filtrem s poéry o velikosti 0,22 um
e Uchovavani pii -20 °C
Roztok kinetinu (0,1 mg-ml™?)
e 10 mg Kinetin
e Rozpustit v 0,1 ml 0,1M NaOH
e Doplnit do 10 ml MiliQ H.O
e Sterilizace bakteriologickym filtrem s pory o velikosti 0,22 pm
e Uchovavani pti -20 °C
B50 médium
e 3,1 g1 Gamborg’s B5 basal salt mixture
e 0,5g1TKNO;
e 0,25 g1 MgSO4 7H,0
e 0,5g1?prolin
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e 30 g-1"t sacharosa
e 45 g1t gellan gum/10 g-1"t phyto agar
e Upravit pH na 5,7 (1M KOH)
e Sterilizace autoklavem
e Po autoklavovani nechat vychladnout na pfiblizné 55 °C, poté ptidat:
e 30 ml-1" smési aminokyselin
e 1,0 ml'I"t 1000X Gamborg’s vitamin
MMS médium
e 4,3 g-I" Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture (M0221)
e 0,1 g-I" myoinositol
e 301" sacharosa
e 4,5g-I" gellan gum/10 g1 phyto agar
e Upravit pH na 5,7 (1M KOH)
e Sterilizace autoklavem
e Po autoklavovani nechat vychladnout na ptiblizné 55 °C, poté ptidat:
e 1 ml-I"t 1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution
Pevné MS médium
e 4,3 g-I" Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture
e 3091t sacharosa
e 45g- 1" Gellan gum
e Doplnit MiliQ H20
e Upravit pH na 5,7 pomoci 1M KOH, sterilizace autoklavem
Pevné /2 MS médium
e 2,15 g-I" Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture
e 1091t sacharosa
e 1gMES
e Doplnit MiliQ H20

e Upravit pH na 5,7 pomoci 1M KOH, sterilizace autoklavem
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Féhreovo médium bez dusiku
e 1 ml1?*MgSOs7H,0 (0,1232 g-mlI?)
e 1 mlI!KH2PO, (0,0953 g-ml?)
e 2 mlI" NazHPO4-2H0 (0,0712 g-ml™)
e 25mlltFe-EDTA
e 0,1 ml'I" MnSO4-H0 (0,001g-mi?)
e 0,1 ml-I" CuSO4-5H,0 (0,0015g-ml?)
e 0,1 ml-I" ZnSO4-H,0 (0,0017g-ml™*)
e 0,1 ml'I't H3BO3 (0,001 g-ml™)
e 0,1 ml-I"* Na;M0oO4-2H20 (0,0011g-mI™)
e Upravit pH na 6,5
e Sterilizace autoklavem
e Po autoklavovani nechat vychladnout na piiblizn€ 55 °C, poté ptidat:
e 0,1 ml-I"* CaCl, (0,11098g-mI™)
Roztok Fe-EDTA (10 ml)
e 0,056g FeSO4 7H20
e 0,074 g Na:EDTA
e Doplnit do 10 ml MiliQ H.O
e Rozpustit za stalého michani pti 50 °C
Transfer pufr 10x (TB)
e 309 1tTris
e 144 g-I" Glycin
e Doplnit MiliQ H20 do 1 litru
Pracovni TB:
e 100ml 10x TB
e 100 ml 100% methanolu
e 800 ml MiliQ H20
Tris buffered saline 10x (TBS) pufr
o 24291t Tris
e 87,89 I*NaCl
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e Doplnit MiliQ H.0O do 1 litru
e Upravit pH na 7,4 pomoci koncentrované¢ HCL
TBS-T pufr
e 100 I TBS
e 899 ml MiliQ H20
e 1 ml Tween 20
Running pufr (RB)
e 30gItTris
e 144 g-I'Glycin
e 10g-1"SDS
e Doplnit MiliQ H2O do 1 litru
Pracovni RB:
e 100 mlRB
e 900 ml MiliQ H20
Ponceau S barvici roztok
e 1gPonceau S
e 50 ml Kyselina octova
e 950 ml MiliQ H20
Extrakéni pufr E (do 100 ml)
e 1,19 g HEPES, pH 7,5 (NaOH)
e 0,43 gNaCl
e 38mgEGTA
e 100 ul 1M MgCl>
e 4 mg NaF
e 10 ml 10% glycerolu
e Doplnit MiliQ H20 do 100 ml
e Sterilizace bakteriologickym filtrem s pory o velikosti 0,22 pm

e Uchovavani pti -20 °C
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Extrakéni pufr
e Té&sné pred pouzitim ptidany inhibitory proteas a fosfatas (na 1 ml extrak¢éniho
pufru E)
e 1pulIMDTT (0,154 g-ul?)
e 20 ul Complete™
e 100 pl PhoStop™
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 (100 ml)
e 6gTris
e 60 ml MiliQ
e Upravit pH na 6,8 s 1M HCI
e Doplnit MiliQ do 100 ml
1,5 M Tris-HCI pH 8,8
e 5445¢gTris
e 150 ml MiliQ
e Upravit pH na 8,8 s 1M HCI
e Doplnit MiliQ do 300 ml
1% agarosovy gel
e 10 gagarosa
e Doplnit MiliQ H20 do 100 ml
e Rozpustit agarosu ve vod¢ pomoci mikrovinné trouby
e | pl Midori Green Advance DNA stain
Stépici smés s DNasou (90 pl)
e 1 ul RNAsin
e 2 ulDNasal
e 10 pl 10x buffer
e 77 ul H0
PCR mix (49 pl)
e 37,5ulH0
e 5 pul 10x buffer
e 1 ul ANTP mix (10mM)
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e 2.5 ul Forward primer (10uM)
e 2.5 ul Reverse primer (10uM)
e 0,25 pl Dream Taq polymerasa
2x SYBR mix (2 ml)
e 1 ml2x Immomix
e 50 ul25uM ROX
e 3,2ul100x SYBR Green
e 946,8 ul H.0
Mix s primery (7,5 ul)
e 5 ul2x SYBR mix
e 0,5 pl Forward primer (10uM)
e 0,5 pl Reverse primer (10uM)
e 1,5ulH20

3.1.4 Pouzité pristroje

Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG)

Aparatura na SDS-PAGE a Western blot (Bio-Rad)
Aparatura na vyrobu geli (Bio-Rad)

Automatické pipety (Eppendorf)

Binokularni fluorescenc¢ni stereomikroskop (Leica)

Box laminarni Biohazard (Merci)

Centrifuga stolni chlazena ScanSpeed 1730 MR (LaboGene)
Dokumentaéni systém ChemiDoc™ MP (Bio-Rad)
Elektromagneticka michacka IKA Combimag REO (Drehzahl Electronic)
Fotoaparat Nikon 7000 (Nikon)

Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)

Hluboko mrazici box (Panasonic)

Chlazena centrifuga Allegra (Beckman Coulter)

Inkubator s nastavitelnou teplotou (Memmert)

Laboratorni centrifuga na PCR mikrodesticky NF 400 (Niive)

Laboratorni digestot (M 1200, MERCI)
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Laboratorni chladni¢ka LIE LCV 4010 (Schoeller)

Laboratorni vahy S1502 (BEL Engineering)

Laserovy mikroskop s rotujicim diskem (Zeiss)

Mikrocentrifuga s vortexem FVL-2400N (BioSan)

Mikrocentrifuga Spectrafuge™ 24D (Labnet)

Mikroobjemovy spektrofotometr Nanodrop™ Lite (Thermo Scientific)
Mikrovlnna trouba MHE21 (HITACHI)

Mraznic¢ka LIE G 5216 513L (Comfort)

Napétovy a proudovy zdroj Bio-Rad Power Pac™ Basic (Bio-Rad)

pH metr PC 2700 (Eutech Instruments)

Spektrofotometer (Smart SpecTM plus, Bio-Rad)

Spektrofotometr Infinite M Nano (Tecan)

T100 Thermal Cycler (Bio-Rad)

Termoblok Thermocell Cooling&Heating Block CHB-202 (Bioer)
Termocyklér kvantitativni — StepOnePlus Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems)
Ttepacka Rocker Shaker MR - 12 (BioSan)

Ttepacka s inkubaci ES-20 (Biosan)

Vortex Genie - 2 (Scientific Industries)

Vyrobnik deionizované vody Simplicity water purification system (Millipore)

Zoomovaci stereo mikroskop (Zeiss)

3.1.5 Software pro zpracovani vysledki

ApE 2.0.49 A plasmid editor (M. Wayne Davis)
Excel 365 (Microsoft Office)

i-control 2.0™ Microplate Reader Software (Tecan)
ImageLab (Bio-Rad)

ImageJ (NIH)

Inkscape (0.92.3)

PowerPoint 365 (Microsoft Office)

StepOne v2.3 (Applied Biosystems)

Zen Blue version 2.3 (Zeiss)
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3.1.6 Rostlinny material

Medicago sativa L. divoky typ, kultivar Regen-SY

Medicago sativa L. transgenni linie 35S::FABD2-GFP

Medicago sativa L. transgenni linie SIMK RNAI

Medicago sativa L. transgenni linie SIMKK RNAI v FABD2-GFP (oznaceno v praci jako
SIMKK RNAj FABDZ-GFP)

Arabidopsis thaliana L. transgenni linie pMAT, stabilné exprimujici protein GFP
(35S::sGFP)

Transgenni rostliny byly pfipraveny stabilni transformaci listovych explantati z
kontrolnich dospélych rostlin M. sativa kultivaru Regen-SY nebo FABD-GFP pomoci
Agrobacterium tumefaciens (BekeSovaet al., 2015). Transformované rostliny byly
regenerovany procesem somatické embryogeneze. Kontrolni rostliny byly také
regenerovany procesem somatické embryogeneze, ale s vynechanim kroku transformace.
Rostliny byly péstovany ve fytotronu pii teploté 21 °C pres den a 18 °C pies noc. Pii

fotoperiodé 16 hodin svétlo, 8 hodin tma a relativni vlhkosti 60 % ve dne, 70 % Vv noci.

3.1.7 Bakterialni material

e Agrobacterium tumefaciens kmen GV3101 nesouci konstrukt:
e pHellsgatel2 SIMKi
e pHellsgatel2 SIMKKi

e Sinorhizobium meliloti kmen Sm2011

3.2 Metody

3.2.1 Priprava bakterii Agrobacterium tumefaciens

Ze zmrzlého glycerolového roztoku s bakteriemi Agrobacterium tumefaciens, kmen
GVa3101, s ptislusnymi vektory bylo odebrano sterilni Spickou 30 pl a pfeneseno 1 se
$pickou do 10 ml LB média se selekénimi antibiotiky (spectinomycin — 100 pg-ml?,
rifampicin - 100 pg-ml?t) v 50ml kyvet&. Sterilni LB médium se selekénimi antibiotiky

bylo pouzito jako blank. Suspenze byla ponechana v inkubatoru ve tmé, pfiblizné¢ 24 hodin
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pti 180 otackach za minutu a teploté¢ 28 °C, do dosazeni optické hustoty bakterii pfi
600 nm (ODesoo) mezi 0,8 — 1,5. Opticka hustota pii 600 nm byla kontrolovana na
spektrofotometru. Poté byly bunky separovany od média centrifugaci pti 3000 g po dobu
5 minut, pfi laboratorni teploté a supernatant byl odlit do odpadu. Bakteridlni buiniky byly

resuspendovany v Cistém LB médiu pro dosazeni optické hustoty ODgoo = 0,7.

3.2.2 Sterilizace lista

Listy (trojlistky) byly odebrany z vétvi nekvetoucich rostlin tolice vojtésky (Medicago
sativa), bud’ kultivaru Regen-SY nebo transgenni linie FABD2-GFP, mezi druhou a patou
uzlinou. Zdravé zelené listy byly vlozeny do 50ml kyvety s vodou z vodovodniho fadu o
laboratorni teploté. Pokud byly odebrany listy z rostlin péstovanych v kvétinaci, byly listy
sterilizovany v 70% ethanolu po dobu 10 sekund. Pokud byly odebrany listy z rostlin
péstovanych in vitro, byly listy vloZzeny do 0,1% roztoku Tween v MiliQ vod¢ po dobu 5
minut. V druhém kroku sterilizace byly listy prfeneseny do 50ml kyvety s 1% chlornanem
sodnym v MiliQ vodé s 0,05% Tween. Nasledné byly listy pétkrat promyty sterilni vodou,
a poté poloZeny na sterilni filtracni papir. Listy byly pfiblizn€ v poloviné roziezany

skalpelem a ihned vloZeny do 12 ml SH média v 50ml kyveté.

3.2.3 Transformace listovych explantatii vojtésSky

K explantatim v SH médiu v 50ml kyveté byly piidiny 3 ml kultury Agrobacterium
tumefaciens. Explantaty s bakterialni kulturou byly dobie promichany, a poté ponechany
30 minut v klidu ve tm¢. Nasledné byly explantaty pfeneseny na sterilni filtracni papir pro
odstranéni prebytecného média. Inokulované listové explantaty byly pfeneseny na Petriho
misky s B5SH médiem, které byly zalepeny paskou a pieneseny do fytotronu. Zde byly
misky ptekryty jednou vrstvou filtra¢niho papiru pro snizeni intenzity svétla. Petriho misky
s explantaty a bakteriemi byly kultivovany pfti 24 °C, fotoperiodé 16 hodin svétlo, 8 hodin
tma a pii intenzité svétla piiblizné¢ 30 pE-m?-s. Sedm dni po inokulaci byly explantaty
oddéleny od bakteridlni kultury a pfeneseny do 50ml kyvety se sterilni vodou. Listové

explantaty byly pétkrat promyty.
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3.2.4 Regenerace rostlin procesem somatické embryogeneze

Promyté listové explantaty byly polozeny na sterilni filtracni papir pro odstranéni
piebytecné vody, a poté pieneseny na BSH médium se selek¢nimi antibiotiky (ticarcilin -
500 pg-ml?t, kanamycin — 50ug-ml?). Petrino misky byly kultivovany pti 24 °C,
fotoperiodé 16 hodin svétlo, 8 hodin tma a intenzité svétla 60-80 pE-m2-s po dobu tiech
tydnt pro indukci kalogeneze. Vyvinuté kalusy byly pfeneseny na B50 médium se
selekénimi antibiotiky po dobu tfech tydnt pro vyvoj embryi, kterd byla nasledné
pfenesena na MMS médium se selekénimi antibiotiky, po dobu pfiblizné tfech tydnti pro
vyvin kofenové ¢asti embryi. Zakotfenéla embrya a mladé rostlinky byly pteneseny na MS
médium pro dokonceni vyvinu celé rostliny a udrzovani rostliny in vitro. Poté byly
samostatné rostliny ¢iselné oznaceny. Vzrostlé rostliny byly nasledné ptesazeny do ptdy.
Rostliny v pud¢ byly kultivovany pii 21 °C ve dne a 19 °C v noci, fotoperiodé¢ 16 hodin

svétlo, 8 hodin tma a intenzité svétla 300 pE-m2-s?,

3.2.5 Povrchova sterilizace a vysev semen Arabidopsis thaliana pMAT

Semena Arabidopsis thaliana pMAT byla vloZzena do jedné mikrozkumavky a byla
sterilizovana v laminarnim boxu. K semenam byl pipetou pfidan 1 ml 70% ethanolu a po
dobu 2 minut byla sm&s mirné protiepavana. Poté byla mikrozkumavka ponechana v klidu,
aby semena klesla ke dnu mikrozkumavky a ethanol byl odsat pipetou. Nasledné byl do
mikrozkumavky pipetou pfiddn 1 ml 1% chlornanu sodného a po dobu 8 minut byla smés
mirn¢ protfepavana. Poté byla mikrozkumavka ponechana v klidu, aby semena klesla ke
dnu mikrozkumavky a chlornan sodny byl odsat pipetou. Po sterilizaci byla semena 3x
promyta sterilni MiliQ vodou, a poté vysypana na sterilni filtra¢ni papir pro odstranéni
piebytecné vody. Nasledné byla semena prenesena sterilnim péaradtkem na povrch 2 MS
média ve sterilnich Petriho miskach. Misky byly ponechany v horizontalni poloze v lednici
pii 4 °C ptes noc. Druhy den byly misky se semeny pieneseny do fytotronu a polozeny do
vertikalni polohy. Rostliny byly kultivovany pii teploté 24 °C, fotoperiod¢ 16 hodin svétlo,

8 hodin tma a intenzité& svétla 60-80 pE-m™s? po dobu dvou tydn.
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3.2.6 Odbér vzorku

Z kazdé zdravé rostliny po transformaci bylo odebirano do dvou oznacenych a v ledu
vychlazenych mikrozkumavek 5-8 list. Z transgennich rostlin Arabidopsis thaliana pMAT
byly zvlast odebrany kofeny a zvlast nadzemni casti. Pro testovani kinasové aktivity po
pusobeni bakterie Sinorhizobium meliloti byly odebirany kofeny M. sativa SIMK RNAI,
pied aplikaci bakterie (sucha kontrola), a dale po aplikaci suspenze Sinorhizobium meliloti,
a pouze ty kofeny, které byly v kontaktu s piadni bakterii. Mikrozkumavky s odebranymi

vzorky byly ihned zmrazeny v tekutém dusiku a ulozeny do mraznic¢ky na -80 °C.

3.2.7 Homogenizace vzorku

Rostlinny material byl vysypan do tfeci misky a rozdrcen na jemny prasek pomoci tloucku
a tekutého dusiku. Tteci miska a tloucek byly pfed samotnou homogenizaci vychlazeny
v mrazdku na -20 °C. Prasek byl pienesen do ptfedem vychlazené a popsané
mikrozkumavky, kterd byla ihned vlozena do tekutého dusiku. Po homogenizaci daného

vzorku byly pouZzité nastroje ocistény 96% ethanolem.

3.2.8 Extrakce proteint

Homogenizované vzorky v mikrozkumavkach byly vliozeny do ledu. K vzorktim byl piidan
extrakéni pufr, ktery byl pfipraven podle protokolu. Do extrakéniho pufru bylo piidano
redukéni ¢inidlo DTT, inhibitor proteas cOmplete™ a inhibitor fosfatas PhosSTOP™,
Homogenaty jednotlivych vzorka byly pfedem odvéazeny na analytickych vahach, a poté
k nim bylo pfidano dané mnozstvi extrak¢niho pufru v poméru, kdy do 1 g homogenatu byl
piidan 1 ml extrakéniho pufru. Vznikla smés byla promichana na vortexu a ponechana
30 minut extrahovat. Nasledn¢ byly vzorky v mikrozkumavkach vlozeny do pfedchlazené
centrifugy na 20 minut pii 13 000 g a 4 °C. Poté byl supernatant pfenesen pipetou se
sterilni Spi¢kou do ptecistovaci kolonky, kterd byla vlozena do oznac¢ené 2ml centrifugacni
mikrozkumavky. Piecistovaci kolonka zakoncentrovala vzorek. Mikrozkumavky se
supernatanty v kolonkach byly poté vlozeny do centrifugy na 10 minutu pii 14 000 g
a4 °C. Poté byly kolonky vlozeny do ¢istych centrifuga¢nich mikrozkumavek obracené a
znovu vlozeny do centrifugy na 2 minuty pti 1000 g a 4 °C. Supernatant byl ptenesen do

popsané 0,6ml mikrozkumavky a uloZen do ledu.
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3.2.9 Méreni koncentrace proteint

Koncentrace proteinti byla méfena metodou podle Bradforda (Bradford, 1976). Pro méfeni
absorbance byl pouzit mikrodestickovy spektrofotometr. Nejprve byl ptipraven 1% roztok
bovinniho sérového albuminu (BSA) pro nasledné vytvoreni kalibra¢ni kiivky, kdy do
1 ml extrakéniho pufru bylo pfidaino 10 mg BSA. Do sedmi v ledu ulozenych 0,6ml

mikrozkumavek byl ptipraven roztok spole¢né s extrakénim pufrem podle tabulky 1.

Tab. 1 Ptiprava roztoku albuminu (BSA) se zvySujici se koncentraci.

Obsah proteinu (pg) Blank (Opug) | 05ug | lpg| 15pg | 2ug | 25ug | 3ug
Roztok BSA (ul) 0 5 0| 15 20 | 25 | 30
Extrakéni puft (ul) 100 95 | 90 | 85 g0 | 75 | 70

Pro méfeni byla vyuzita Cista desticka s 96 jamkami. VSechny jamky, ve kterych bylo
provedeno méfeni, byly nejprve naplnény pipetou 239 ul MiliQ vodou, poté byl do jamek
pipetou ptenesen 1 pl vzorku nebo roztoku BSA. Nakonec bylo pfidano 60 ul ¢inidla
Protein Assay Reagent Concentrate 5x, které obsahuje Coomassie Brilliant Blue G-250.
Vzorky byly nanaseny vzdy minimalné ve tfech opakovanich (Obr. 8). Nakonec byly
vSechny jamky dikladné promichény pipetou se sterilni Spickou a ponechany pii pokojové
teplot¢ 10 minut reagovat. Absorbance byla méfena na spektrofotometru pii 595 nm za
pomoci softwaru i-control 2.0™. Koncentrace proteinti byla vypoéitana z rovnice linearni

regrese kalibra¢ni kiivky.
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Obr. 8 Mikrotitra¢ni desti¢ka pro méfeni koncentrace proteini. Jamky 1-12 A (Cervené) byly
pouzity pro napipetovani 1 ul roztoku BSA ve vzristajici koncentraci, jamky 1 A-H (zelené) byly
pouzity jako blank (1 pl extrakéniho pufru), zluté jamky byly pouzity k naneseni vzorkd.
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3.2.10 Priprava vzorkii pro naneseni na gel

Ze zjisténé koncentrace proteinii v extraktech bylo ze vzorki odebrano dané mnozstvi
extraktu a k nému ptidano dané mnozstvi Cistého extrakéniho pufru, aby byla koncentrace
ve vSech vzorcich stejna. K témto vzorkiim byl v digestofi piidan nanaseci pufr
v poméru 3:1. Nanaseci pufr byl pfipraven smichanim 4x Laemmli pufru a
2-merkaptoethanolu v poméru 4:1. Vznikla smés byla promichana na vortexu a vlozena do
termoboxu v digestoti na 95 °C po dobu 7 minut. Poté byly vzorky aplikovany na jiz

ptipraveny gel.

3.2.11 Vyroba polyakrylamidovych gela

Pfed samotnou vyrobou polyakrylamidovych gelti byly jednotlivé skla ocisténa 70%
ethanolem a sestaveny do aparatury. Mezi skla v aparatuie byla stfiCkou nanesena vrstva
destilované vody az po okraj skla. Hladina vody byla pozorovana po dobu 5 minut, pro
kontrolu tésnéni aparatury. Nasledné byla voda odlita a prostor mezi skly vysusen plynnym
dusikem. Nejdiive byl v digestofi vytvofen dé€lici gel smichanim 40% roztoku
akrylamidu/bis (37,5:1), 1,5M Tris pufru, SDS a MiliQ vody v kyveté (Tab. 2). Poté byl do
smési piidan TEMED a nakonec APS, protoZe zahajuji polymeraci gelu. Mirnym vifenim
byl obsah kyvety promichan tak, aby nedochazelo inkorporaci vzduchu do smési roztoku,
protoze gel polymerizuje v anaerobnim prostiedi. Roztok byl nanesen Pasteurovou pipetou
mezi skla, piiblizné 0,5 — 1 cm pod spodni ¢ast zubu hiebenu. D¢lici gel byl nasledné
prevrstven isopropanolem, pro ustaleni vodorovné hladiny a vytvofeni anaerobniho
prostiedi K zajisténi spravné polymerizace. Gel byl ponechan polymerizovat 45 minut. Poté
byl odstranén vSechen isopropanol a prostor dikladné promyt destilovanou vodou. Podle
protokolu byl vytvoien a nanesen zaostiovaci gel, do kterého byl vloZen plastovy hieben.

Zaosttovaci gel byl ponechan polymerizovat 30 minut.
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Tab. 2 Priprava 10% polyakrylamidového gelu.

Separacni gel (5 ml) Zaosttovaci gel (2 ml)

12% objem [ml] 4% objem [ml]
40% roztok akrylamid/bis (37,5:1) 1,250 40% roztok akrylamid/bis (37,5:1) 0,200
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 1,250 0,5 M Tris-HClI, pH 6,8 0,504
10% SDS 0,050 10% SDS 0,020
MiliQ 2,425 MiliQ 1,272
TEMED 0,0025 |TEMED 0,002
APS 10% 0,025 APS 10% 0,010

3.2.12 Vyroba Bio-Rad TGX Stain-Free™ FastCast™ gelii

Bio-Rad TGX Stain-Free™ FastCast™ gely byly pfipravovany ptedevsim pro kontrolu
naneseni stejného mnozstvi protein. Aparatura pro vyrobu gelii byla pfipravena stejné
jako v kapitole 3.2.10. Nasledné byly ptipraveny roztoky pro délici i zaostiovaci gel
(Tab. 3). Mirnym vifenim byl obsah kyvety promichan. Roztok byl nanesen Pasteurovou
pipetou mezi skla, pifiblizné 0,5 — 1 cm pod spodni ¢ast zubl hiebenu. Bezprostfedné po
naneseni roztoku pro délici gel byl nanesen i roztok pro zaostiovaci gel. Oba gely se od
sebe, na zaklad¢ rozdilné hustoty, separovaly a cely gel byl ponechan polymerizovat

piiblizné 30 minut.

Tab. 3 P¥iprava 10% Bio-Rad TGX Stain-Free™ FastCast™ gelq.

Separacni gel (6 ml) Zaostfovaci gel (2 ml)

12% objem [ml] 4% objem [ml]
Roztok déliciho gelu A 3 Roztok zaostfovaciho gelu A 1
Roztok déliciho gelu B 3 Roztok zaostfovaciho gelu B 1
TEMED 0,003 TEMED 0,002
APS 10% 0,03 APS 10% 0,01

3.2.13 Gelova elektroforéza v prostredi dodecylsiranu sodného

Pied samotnou elektroforézou v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného byla ptipravena vana pro elektroforetickou aparaturu s vlozenym gelem. Dale byla

aparatura naplnéna po okraj ptipravenym running pufrem, kterym byla naplnéna i vana. Z
46



gelu byl opatrné vytazen hieben a jamky byly naplnény pufrem. Do prvni jamky gelu bylo
napipetovano 5 pl proteinového standardu. Do ostatnich jamek bylo napipetovano 20 pl
vzorku. Po naneseni vSech vzorkt byla aparatura ptipojena ke zdroji elektrického proudu
na 100 V na 10 minut, a poté na 180 V pfiblizné na 60 minut, v zavislosti na molekulové
hmotnosti hledanych proteinti. SIMK ma molekulovou hmotnost pfiblizné 46 kDa (Sinha
et al., 2011), SIMKK 42 kDa (Kiegerl et al., 2000), MMK3 44 kDa (Bogre et al., 1999) a
fazni protein FABD2-GFP priblizn¢ 68 kDa (Voigt et al., 2004).

3.2.14 Prenos proteinii na membranu

Po dokonceni separace proteind, byly proteiny z polyakrylamidového gelu pieneseny na
polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu. Nejprve byla aparatura pro proteinovy
pienos vlozena do prazdné elektroforetické vany. Nasledné byla vyfiznuta membrana 0
velikosti 9x8,5 cm. Poté byl pfipraven transfer pufr, zvlast s methanolem a zvlast bez
methanolu. Gel byl opatrné vlozen do transfer pufru bez methanolu, kde se ekvilibroval po
dobu minimaln¢ 10 minut. Do transfer pufru s methanolem byly na 10 minut vlozeny dvé
plastové houby a ¢tyfi silngjsi filtracni papiry.

Membrana byla aktivovana ponofenim do 100% methanolu po dobu 30 sekund, a poté
ponechana inkubovat 10 minut v ¢istém transfer pufru s methanolem. Po inkubaci vSech
komponent byla sestavena cela kazeta, urCend pro prenos proteind, skladajici se z plastové
kazety, polozené Cernou stranou dolti = negativni pol, zvlhéené plastové houby a dvou
zvlh¢enych silngjsich filtracnich papirti. Na né byl polozen gel, oto¢eny horni stranou dold,
a na n¢j membrana. Za pomoci plastového valecku byly odstranény vzduchové bubliny
mezi filtra¢nimi papiry a gelem, a mezi gelem a membranou. Na membranu byly polozeny
dva zvlh¢ené silngjsi filtracni papiry a bubliny byly znovu odstranény plastovym
valeCkem. Na filtra¢ni papiry byla polozena plastova houba a Kkazeta byla pfiklopena
druhou prtihlednou stranou a zajisténa proti otevieni.

Kompletni kazeta byla vloZzena do aparatury, urCené pro pienos proteint,
v elektroforetické vané. K aparatufe byl vlozen chladici box a cela vana byla naplnéna
transfer pufrem s methanolem. Vana byla ulozena do lednice a zapojena do zdroje napéti
na 100 V po dobu 10 minut, poté pfes noc na 16 V a nakonec na 100 V po dobu 30 minut

pro dokonceni pfenosu. Po pfenosu byla membrana poloZena na Cisty filtracni papir a
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ponechana zcela uschnout. Nasledné byla ponofena do 100% methanolu pro lepsi fixaci
pfenesenych proteinti na membranu. Nakonec byla membrana barvena 1 minutu v 0,1%
roztoku Ponceau S v 5% kyseliné octové pro kontrolu pfenosu proteinii na membranu a
ptiblizn¢ jednotné koncentrace proteinti. Poté byla membrana promyta a odbarvena
tiepanim membrany na tfepacce ve sklenéné nadobé s destilovanou vodou po dobu
10 minut, a nasledn& 3x10 minut v TBS-T pufru. Pii pouziti Bio-Rad TGX Stain-Free™
FastCast™ geld, byly tyto gely hned po elektroforéze nasnimany v dokumenta¢nim
piistroji Bio-Rad ChemiDoc™ MP a programu Image lab pro kontrolu naneseni jednotné

koncentrace proteint.

3.2.15 Blokovani nespecifickych vazeb a aplikace protilatek

Po promyti byly membrany vlozeny do blokovaciho roztoku pro zabranéni pozdéjsimu
nespecifickému navazani protilatky. Jako blokovaci roztok byl pouzit roztok 4% BSA a
4% odtuénéné mléko (Blotting-Grade Blocker) v 1% TBS-T. Pokud byla jako prvni
protilatka pouzita fosfospecificka protilatka, byl pouzit roztok 6% BSA v 1% TBS-T,
protoZe tato protilatka se vaZe i1 na kasein, obsaZzeny v mléce. Membrany byly ponechany
v lednici v blokovacim roztoku pies noc na tfepacce pii mirném pohybu téepani. Poté
nasledovalo promyvéani 2x5 minut v 1% TBS-T na tfepacce pii rychlém pohybu tfepani.
Nasledovala aplikace primarni protilatky a jeji inkubace na tifepacce pii pomalém pohybu
trepani.

Doba inkubace zavisela na pouzité¢ primarni protilatce. Fosfospecificka protilatka byla
fedéna 1:1000 v 5% BSA v 1% TBS-T a inkubovala se v chladniéce pii 4°C pies noc.
Protilatka proti MMK3 byla fedéna 1:5000 v 3% odtu¢néném mléku (Blotting-Grade
Blocker) v 1% TBS-T a inkubovala se v chladni¢ce pti 4°C pies noc. Protilatka proti
MPK6 byla fedéna 1:15000 v 1% BSA v 1% TBS-T a inkubovala se 2 hodiny pfi
laboratorni teploté. Protilatka proti GFP byla fedéna 1:1000 v 1% BSA v 1% TBS-T a
inkubovala se 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Protilatka proti aktinu byla fedéna 1:5000 v
1% BSA v 1% TBS-T a inkubovala se 2 hodiny pii laboratorni teploté. Poté byly
membrany promyty 6x10 minut v 1% TBS-T na tfepacce pii rychlém pohybu tiepani.
Nasledné byla na membrany aplikovana sekundarni protilatka, konjugovana s kienovou

peroxidasou, pfi pomalém pohybu tfepani. Sekundarni protilatka byla fedéna 1:5000 v
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1% BSA v 1% TBS-T 1,5 hodiny pii laboratorni teploté. Nakonec byly membrany
promyty 6x10 minut v 1% TBS-T na tfepacce pti pomalém pohybu tiepani.

3.2.16 Detekce proteinu

Detekce protilatek, navdzanych na proteiny zajmu, byla provedena inkubaci membran
s vyvolavacim roztokem. Elektro-chemiluminiscen¢ni ¢inidlo (ECL) bylo pfipraveno,
podle pokyni vyrobce, smichanim roztoku luminolu s roztokem peroxidu vodiku. Ihned po
smichani obou roztokll byl vysledny roztok uchovavan ve tmé, protoze je velmi citlivy na
UV zafeni a byl pfipravovan vzdy Cerstvy a bezprostifedné pied detekci. Membrana byla
polozena na prazdnou ¢tverhrannou Petriho misku a ECL roztok byl nanesen Pasteurovou
pipetou na cely povrch membrany, ktera byla vloZena na tfepacku pii rychlém pohybu
titepani po dobu dvou minut. Poté byla membrana z misky vyjmuta a poloZena na povrch
sklenéné desky do dokumentaéniho piistroje Bio-Rad ChemiDoc™ MP pro nasledné

snimani.
3.2.17 Odstranéni navazanych protilatek z membran

Pokud bylo potifeba pouzit membrany pro detekci jinych proteinli, navazanim jinych
primarnich protilatek, bylo nutné rozrusit vazbu piedeslych protilatek. Membrany byly
mezitim uchovavany v lednici pfi 4 °C v 1% TBS-T pufru. Vazby mezi proteiny a
protilatkami byly odstranény promyvanim membran v 0,5M NaOH 3x10 minut, dale
promyvanim membrany v MiliQ vodé¢ 2x10 minut, a nakonec promyvani v 1% TBS-T
3x15 minut. Nakonec byly membrany uloZeny do lednice v ¢istém 1% TBS-T nebo byly
membrany vloZzeny do blokovaciho roztoku pro opakovanou imunodetekci s dalSimi

protilatkami.

3.2.18 Vyhodnocovani imunoblotové analyzy

Ke sniméni membran byl pouzit dokumentaéni piistroj Bio-Rad ChemiDoc™ MP. Poloha
a intenzita past byla vyhodnocovana v programu Image lab.

3.2.19 Izolace RNA a gDNA fenolovou extrakci

Pro izolaci RNA bylo vytvoieno 5 sad mikrozkumavek o rozdilném obsahu. Odebrany

homogenizovany zmraZeny materidl byl vloZzen do prvni sady mikrozkumavek
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s 500 pl RNA extrakéniho pufru a 500 pl fenolu. Smés v prvni sadé mikrozkumavek byla
fadn¢ promichana pomoci vortexu, a poté centrifugovana 10 minut pii 13 000 g a
laboratorni teploté. Nasledn¢ byl supernatant pienesen do druhé sady mikrozkumavek
$500 ul smési fenol — chloroform - isoamylalkohol. Druha sada mikrozkumavek byla
protiepana a centrifugovana 8 minut pii 13 000 g a laboratorni teploté. Supernatant z druhé
sady mikrozkumavek byl pienesen do tieti sady mikrozkumavek s500 ul smési
chloroform : isoamylalkohol (24:1).

Smés ve treti sadé mikrozkumavek byla opét protiepana a centrifugovana 6 minut pii
13000 g a laboratorni teploté. Ctvrta sada obsahovala, stejné jako tfeti sada, smés 500 pl
chloroform : isoamylalkohol (24:1). Po pifeneseni supernatantu do Ctvrté sady a
protiepanim se smés centrifugovala 4 minuty pii 13 000 g a pokojové teploté. Treti a étvrta
sada se smési chloroform : isoamylalkohol (24:1) slouzi k odstranéni zbylého fenolu. Pata
sada mikrozkumavek obsahovala smés 1 ml absolutniho ethanolu a 48 ul 3M roztoku
octanu sodného (pH 4,8). Mikrozkumavky se smési byly pfedem vychlazené v mrazaku
na-89 °C. Po pieneseni supernatantu do smési v paté sadé mikrozkumavek, byly

mikrozkumavky vlozeny do mrazaku na -89 °C pies noc pro precipitaci.

3.2.20 Aplikace DNasy

Druhy den byly vzorky vytazeny z mrazaku a centrifugovany 40 minut pii 13 000 g a 4 °C.
Vétsina supernatantu byla odlita do odpadu, zbyly supernatant byl odebran pipetou s
tenkou Spi¢kou. Mikrozkumavka se sedimentem byla ponechana 40 minut na ledu pro
odpafeni zbylého ethanolu. Poté bylo do mikrozkumavek pfidano 20 ul H20. Smés byla
fadné protfepana na vortexu a ponechana v klidu 30 minut pii 4 °C. Ze smési bylo
odebrano 10 pl do novych sterilnich mikrozkumavek pro naslednou aplikaci DNasy.
Koncentrace nukleovych Kkyselin byla méfena pomoci pfistroje nanodrop. Poté byla
provedena gelova elektroforéza pro kontrolu pfitomnosti nukleovych Kkyselin na
1% agarosovém gelu. Nejdiive byla na parafilm nanesena smés 4 pl H20, 1 pl barviva
6X LD a 1 pl vzorku. Smés byla promichana pipetou a nanesena do jamky gelu.
Zdroj elektroforetické aparatury byl zapojen na 120 V po dobu 40 minut. Snimani gelu
probihalo vzdy po 20 minutach. Nasledné bylo k 10 ul vzorku ptidano podle protokolu

90 pl steépici smési s DNasou. Smés byla promichana pipetou, a poté vlozena do inkubatoru
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na 37 °C po dobu 2 hodin. Po $tépeni byla provedena gelova elektroforéza pro kontrolu
ucinnosti $tépeni. K 10 pl vzorku na parafilmu byly pfidany 2 ul barviva 6x LD. Zdroj
elektroforetické aparatury byl zapojen na 120 V po dobu 40 minut.

3.2.21 Izolace RNA fenolovou extrakei

Pro fenolovou extrakci bylo znovu vytvoreno 5 sad v mikrozkumavkach o rozdilném
obsahu. Ke vzorkim bylo ptidano 400 ul H.O a 500 pl fenolu. Smés v prvni sadé
mikrozkumavek byla fadné protiepana, a poté centrifugovana 10 minut pii 13 000 g a
laboratorni teploté. Nasledn¢ byl supernatant pienesen do druhé sady mikrozkumavek
$500 ul smési fenol — chloroform - isoamylalkohol. Druha sada mikrozkumavek byla
protiepana a centrifugovana 8 minut pii 13 000 g a laboratorni teploté. Supernatant z druhé
sady mikrozkumavek byl pienesen do tieti sady mikrozkumavek s500 ul smési
chloroform : isoamylalkohol (24:1).

Smés ve treti sadé mikrozkumavek byla opét protiepana a centrifugovana 6 minut pii
13 000 g a laboratorni teploté. Ctvrta sada obsahovala, stejné jako tfeti sada, smés 500 pl
chloroform : isoamylalkohol (24:1). Po pfeneseni supernatantu do Ctvrté sady a
protiepanim se smés centrifugovala 4 minuty pii 13 000 g a pokojové teploté. Treti a étvrta
sada se smési chloroform : isoamylalkohol (24:1) slouzi k odstranéni zbylého fenolu. Pata
sada mikrozkumavek obsahovala smé&s 1 ml absolutniho ethanolu a 48 pl 3M roztoku
octanu sodného (pH 4,8). Mikrozkumavky se smési byly pifedem vychlazené v mrazaku na
-89 °C. Po pieneseni supernatantu do smési v paté sadé mikrozkumavek byly

mikrozkumavky vlozeny do mrazaku na -89 °C pies noc pro precipitaci RNA.

3.2.22 Reverzni transkripce

Druhy den byla smés centrifugovana 40 minut pti 13 000 g a 4 °C. VétSina supernatantu
byla odlita do odpadu. Zbyly supernatant byl odebran pipetou s tenkou Spickou.
Mikrozkumavka se sedimentem byla ponechana 40 minut na ledu pro odpafeni zbylého
ethanolu. Poté bylo do mikrozkumavek piidano 20 pl H20. Smés byla fadn¢ protiepana na
vortexu a ponechana v klidu 30 minut pii 4 °C. Ze smési bylo odebrano 10 pl do novych
sterilnich mikrozkumavek. Koncentrace RNA byla méfena pomoci pfistroje nanodrop.

Poté byla provedena gelova elektroforéza pro kontrolu ptitomnosti RNA a absence gDNA
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na 1% agarosovém gelu. Nejdiive byla na parafilm nanesena smés 4 ul H20O, 1 ul barviva
6x LD a 1 pl vzorku. Smés byla promichana pipetou a nanesena do jamky gelu. Zdroj
elektroforetické aparatury byl zapojen na 120 V po dobu 40 minut.

Nasledn¢ byl proveden piepis RNA do komplementarni DNA reverzni transkripci.
Nejprve bylo nutné ze vSech vzorkll vytvorit smés obsahujici vzorek a H.O do objemu
11 pl, aby koncentrace RNA byla 700 ng-pl™?. Dale byla vytvoiena smés 2 pl 10mM dNTP
a 1 pl 100uM oligodT:. Smés byla vlozena do termocykleru na 65 °C po dobu 5 minut pro
navazani primert. Poté byla smés ponechana ptiblizné 1 minutu na ledu. Nasledné byla ke
smési pridana dal§i smeés, obsahujici 1 pl reverzni transkriptasy, 1 ul RNAsinu a 4 pl
M-MLV 5x pufru?. Smés byla vlozena do termocykleru na 42 °C po dobu 50 minut pro
DNA polymerizaci.

Pro inaktivaci reverzni transkriptasy byla smés ponechana v termocykleru na 70 °C po
dobu 15 minut. Poté bylo k 20 ul vzorku cDNA ptidano 60 ul H2O a smés byla fadné
promichana na vortexu. Do ¢istych mikrozkumavek bylo rozpipetovano 49 ul PCR mixu s
danymi primery (pro SIMK nebo SIMKK a ACTIN — jako referenéni gen) a nasledné byl
pridan 1 pl vzorku. Mikrozkumavky byly vlozeny do termocykleru nastaveného na prvni
denaturaci 3 minuty pii 95 °C, nasledné 40 cyklu sestavajicich se z denaturace pii 95 °C po
dobu 30 sekund, navazani primert pii 60 °C po dobu 30 sekund a polymerizace fetézce pii
72 °C po dobu 1 minuty. Syntéza byla zakoncena nastavenim termocykleru na 72 °C po

dobu 15 minut pro inaktivaci enzymu.

! Vynasobeno poctem vzorkd.
2 Vynasobeno poétem vzorkd.
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3.2.23 Primer Efficiency

Po PCR byla provedena gelova elektroforéza. K 10 ul vzorku na parafilmu byly ptidany
2 ul barviva 6x LD a vysledna smés byla promichana pipetou. Zdroj elektroforetické
aparatury byl zapojen na 120 V po dobu 40 minut. Poté byl proveden test efektivity
navazani primert. Nejprve bylo nutné z cDNA kontrolniho vzorku vytvofit fedici sadu

podle vzoru:

1% (10 pl cDNA + 490 pl Hz0)
2x (250 ul 1x + 250 pl H20)
4x (250 ul 2x + 250 ul H20)
8x (250 ul 4x + 250 pl H,0)
16x (250 pl 8x + 250 pl H20)
32 (250 ul 16x + 250 ul Hz0)

Jednotlivé sady byly naneseny na 96 jamkovou PCR desticku (minimalné ve tfech
opakovanich (Obr. 9). Nasledné byly podle protokolu vytvoteny mixy s primery. Mix byl
vzdy napipetovan na dno jamky desticky a na okraj jamek bylo napipetovano 2,5 ul cDNA
(jako negativni kontrola byla pouzita H.O). Poté byla desticka ptekryta folii a vlozena na 3
sekundy do centrifugy. Nasledné byla desticka vlozena do kvantitativniho termocykleru
StepOnePlus™ Real Time PCR System od Applied Biosystems™,

AGEHEHEEEOEOEEE S SIMK/ SIMIK primery
B (63363 @ @@ () () (M) EAEAER) | N negativni kontrola
¢ DOOPOOOOOISEIE
DD WHHWEEGEEIE)
E@EEOOOGSSEES
F E@GEEEEIEEIEIEIE
S DCISIS SISO
4100000000000

Obr. 9 Schéma rozlozeni vzork v PCR desti¢ce (96 jamek).
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3.2.24 Kvantitativni PCR

Po pozitivni kontrole efektivity primert byla cDNA 50x nafedéna. Nasledné byly podle
protokolu vytvoreny mixy s primery (pro SIMK nebo SIMKK, a pro ACTIN jako referen¢ni
gen). Mixy byly vzdy napipetovany na dno jamky desticky. Na okraj jamek bylo
napipetovano 2,5 ul ¢cDNA, vzdy ve tfech opakovanich (jako negativni kontrola byla
pouzita H20). Desticka byla piekryta folii a vlozena na 3 sekundy do centrifugy pro PCR
desticky. Nasledné byla desticka vlozena do kvantitativniho termocykleru StepOnePlus™

Real Time PCR System od Applied Biosystems™, celkové ve tiech opakovanich.

3.2.25 Statistické vyhodnoceni

Vyhodnoceni vysledkt relativni genové exprese bylo provedeno pomoci software
StepOne v2.3 metodou 204 Naméfené vysledky byly vztazeny k ptislusnym hodnotam
referencniho genu (ACTIN). Vysledné hodnoty relativni exprese mRNA byly nasledné
vlozeny do grafu, ve kterém byly porovnavany vysledky pro jednotlivé rostliny s relativni

odchylkou.

3.2.26 Priprava kultury Sinorhizobium meliloti

Ze zmrzlého glycerolového roztoku s bakteriemi Sinorhizobium meliloti, kmen Sm2011,
bylo odebrano sterilni $pickou 30 pl kultury a pieneseno i se $pi¢kou do 10 ml LB média
v 50ml kyveté. Sterilni LB médium bylo pouzito jako blank. Suspenze byla ponechéna
Vv inkubatoru ve tmé, ptiblizné¢ 48 hodin pii 180 otaCkach za minutu a teploté 28 °C, do
dosazeni optické hustoty pii 600 nm (ODsgo) mezi 0,8 — 1,5. Opticka hustota pti 600 nm
byla kontrolovana na spektrofotometru.

Poté byly buiiky separovany od média centrifugaci pii 3000 g po dobu 5 minut, pii
laboratorni teplot¢ a supernatant byl odlit do odpadu. Bakteridlni buiiky byly
resuspendovany v Cistém Fihreové médiu s piidavkem dusiku pro dosazeni optické hustoty

ODeoo: 0,5.

3.2.27 Mikroskopicka analyza struktury a usporadani aktinového cytoskeletu

Na podlozni skla bylo napipetovano 30 ul tekutého 2 MS média. Do média na podlozni

sklo byl polozen list (abaxialni stranou nahoru). List byl ptekryt krycim sklickem a mezi

54



skla bylo pfidano tekuté¢ 2 MS médium, pfipadné¢ odebrano nadbyte¢né médium. Pro
mikroskopovani byly pouzity listy kontrolnich rostlin M. sativa Regen-SY, M. sativa linie
FABD2-GFP a transgenni linie M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP (rostlina 18). Snimky
mikroskopickych preparati byly pofizeny pomoci laserového mikroskopu s rotujicim

diskem.

3.2.28 Aplikace Sinorhizobium meliloti

Kultura Sinorhizobium meliloti byla aplikovana na kofenovy systém 14 dni starych
kontrolnich rostlin Medicago sativa kultivaru Regen-SY a rostlin Medicago sativa SIMK
RNAI (rostlina 5), rozmnozenych procesem somatické embryogeneze. Na Petriho miskach
s Fahreovym médiem bez obsahu dusiku se nachazely vzdy tfi rostliny, na jejichZ kofeny
byla pipetou nanesena kultura (5 ml) v tekutém Féahreové médiu bez obsahu dusiku o
optické hustoté pii 600 nm (ODsoo) 0,5. Petriho misky byly vloZeny na tiepacku a po dobu
inkubace ponechany pfi mirné rychlosti tfepani.

Pro test aktivace mitogenem aktivovanych proteinkinas byly provedeny odbéry kofentl,
které byly v kontaktu s kulturou, pied aplikaci (sucha kontrola), 20 minut po aplikaci
a 60 minut po aplikaci kultury. Jako mokra kontrola bylo pouzito Cisté tekuté Féhreovo

médium bez obsahu dusiku.

3.2.29 Méreni délky koienovych vlaski Medicago sativa SIMK RNAI

Pro méieni délky kotfenovych vlaski bylo vybrano 15 kontrolnich rostlin Medicago sativa
kultivaru Regen-SY a 15 transgennich rostlin Medicago sativa SIMK RNAi (somatickou
embryogenezi rozmnozend rostlina 5) starych 14 dni. Kofenové vlasky byly snimany
pomoci zoomovaciho stereomikroskopu. Pro meéfeni byly vybirany zdravé kotenové
vlasky, které¢ uz dosahly svoji kone¢nou délku u takovych kofeni, které rostly na povrchu

média. Délka kotfenovych vlaskl byla méfena v programu Imagel.
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4. VYSLEDKY

Vysledky dosazené v pribéhu experimentalni Casti této diplomové prace jsou uvedeny
Vv této kapitole a jsou rozdéleny do dvou hlavnich ¢asti. Prvni ¢ast predstavuje kultivaci
Agrobacterium tumefaciens pro cilenou transformaci listovych explantati rostlin tolice
vojtésky (Medicago sativa) s cilem ziskani a regenerace stabilnich transgennich linii se
snizenou expresi mitogenem-aktivovanych proteinkinas (MAPK), kvalitativni a
kvantitativni determinaci zmén v Urovni exprese a produkce proteinit vybranych MAPK
Vv transgennich rostlinach, a pro selekci transgennich rostlin s nejnizsi expresi vybranych
MAPK.

V druhé casti byla vybrana linie Medicago sativa SIMK RNAI s nejnizsi produkci
proteinu SIMK, ktera byla rozmnozena procesem somatické embryogeneze. Dale byla
provedena c¢aste¢na charakteristika fenotypovych zmén rostlin transgennich linii SIMK
RNAI se snizenou expresi a produkei proteinu SIMK, méfenim délky kofenovych vlaski a
aplikaci symbiotickych pudnich bakterii Sinorhizobium meliloti. Nasledné probéhla
mikroskopické analyza vybrané linie SIMKK RNAi FABDZGFP g neinizsi expresi a produkci
proteinu SIMKK.

4.1 Transformace listovych explantatu tolice vojtésky (Medicago sativa)

kokultivaci s Agrobacterium tumefaciens

4.1.1 Kultivace Agrobacterium tumefaciens

Bakterie Agrobacterium tumefaciens, kmen GV3101 s vektory pHellsgate12 SIMKi (Obr.
10A), nebo pHellsgate12 SIMKKIi (Obr. 10B), ur¢ené pro cilenou transformaci vojtésky,
byly odebrany ze zmrzlého glycerolového roztoku a preneseny do LB média se selekénimi
antibiotiky (spectinomycin — 100 pg-ml?, rifampicin - 100 pg-ml?) v 50ml kyvetg.
Suspenze byla ponechéna v inkubétoru ve tmé, piiblizné 24 hodin pii 180 otdckach za
minutu a teploté 28 °C, do dosazeni optické hustoty (ODesoo) mezi 0,8 — 1,5. Po separovani
bunék bakterii od média centrifugaci, byl supernatant odlit do odpadu a bakterialni bunky

byly resuspendovany v ¢istém LB médiu pro dosaZeni optické hustoty ODeoo = 0,7.
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Obr. 10 Vektororové mapy pHellsgatel2 SIMKi (A) a pHellsgate1l2 SIMKKi (B) Agrobacterium
tumefaciens, kmen GV3101.

4.1.2 Transformace listovych explantatu tolice vojtésky (Medicago sativa)

Piedem vysterilizované listové segmenty M. sativa Regen-SY nebo stabilni expresni linie
FABD2-GFP byly inokulovany kulturou Agrobacterium tumefaciens s piislusnymi
vektory, promichany a ponechany pil hodiny v klidu ve tmé. Poté byly explantaty
pieneseny na Petriho misky s BSH médiem (Obr. 11A, B). Petriho misky byly pfeneseny
do fytotronu a piekryty filtracnim papirem pro snizeni intenzity svétla. Explantaty s
bakteriemi byly kokultivovany pti 24 °C, fotoperiodé 16 hodin svétlo, 8 hodin tma a pfi
intenzité svétla piiblizng 30 pE-m?-st. Sedm dni po inokulaci (Obr. 11C, D) byly
explantaty oddé€leny od bakteridlni kultury a promyty sterilni destilovanou vodou. Proces

kokultivace byl dokumentovan pomoci binokularniho fluorescenéniho stereomikroskopu.
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Obr. 11 Transformace listovych explantata M. sativa. Explantaty M. sativa na BSH médiu 1. den
kokultivace (A, B; méfitko — 2 mm). Explantaty na BSH médiu 7. den kokultivace (C, D; métitko —
5 mm).

4.1.3. Regenerace rostlin somatickou embryogenezi

Promyté listové explantaty byly zbaveny piebytecné vody a pieneseny na sterilni B5H
médium se selekénimi antibiotiky (Obr. 12A, B; ticarcilin - 500 pg-ml?, kanamycin -
50pg-mlt). BSH médium s obsahem rostlinnych hormontl auxinu a cytokininu indukovalo
kalogenezi somatickych bun¢k explantata (Obr. 12C, D, 13 a 14). Po tiech tydnech byly
vyvinuté kalusy pieneseny na B50 médium se selekénimi antibiotiky, ale bez obsahu
hormonti. Snizend koncentrace hormont v kalusu indukovala, v pribéhu téech tydnd,
tvorbu somatickych embryi (Obr. 15A, B a 16).

Zelena embrya srdcovitého (Obr. 15 C, D) a torpédovitého stadia (Obr. 17, 18) byla
jednotlivé pienesena na MMS médium se selekénimi antibiotiky, pro vyvin embryi (Obr.
19, 20). Bled¢ zelena a bila embrya pochazeji z bunék, které unikly transformaénimu
procesu (Obr. 16A, B a 18A, B). V pribéhu selekce vsak nedochazelo k dokonceni jejich
vyvinu. Takto unikla bila embrya po transformaci expresni linie M. sativa FABD2-GFP

vektorem pro SIMKK RNAI zaroven vykazovala velmi silnou expresi fizniho proteinu
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FABD2-GFP (Obr. 16E, F a 18E, F) a téchto bilych embryi se v ptipadé této transformace
nachazelo nejvice (Obr. 16A, B a 18A, B).

Nésledné byla klic¢ici embrya pienesena na MS medium bez selek¢nich antibiotik pro
dokonceni vyvinu celé rostliny a udrzovani rostliny in vitro (Obr. 21). Vzrostlé rostliny
byly nasledné piesazeny do pidy. Rostliny v ptdé byly kultivovany pii 21 °C ve dne
a 19 °C v noci, fotoperiodé 16 hodin svétlo, 8 hodin tma a intenzité svétla 300 uE-m2-s™t.
Proces regenerace rostlin procesem somatické embryogeneze byl dokumentovan pomoci

binokuldrniho fluorescencniho stereomikroskopu a zoomovaciho stereomikroskopu.

Obr. 12 Pocatek somatické embryogeneze listovych explantati M. sativa SIMK RNAI. Explantaty
na BSH médiu po odmyti kultury A. tumefaciens (A, B). Indukce kalusu na BSH médiu po 3
tydnech kultivace (C, D). Métitko — 2 mm.

59



Obr. 13 Produkce kalusu na listech kontrolnich rostlin M. sativa FABD2-GFP na B5H médiu po 3
tydnech kultivace. A, B — kalusy pod bilym svétlem; C, D — kalusy pod modrym svétlem (excitace
488 nm). M¢titko — 5 mm.

Obr. 14 Produkce kalusu na listech M. sativa SIMKK RNAi FABP2-CFP na BSH médiu po 3 tydnech
kultivace. A, B — kalusy pod bilym svétlem; C, D — kalusy pod modrym svétlem (excitace 488 nm).
Metitko —5 mm.
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Obr. 15 Tvorba somatickych embryi M. sativa SIMK RNAI z kalusii na B50 médiu. Globularni (A,
B; méfitko — 1 mm u A; méfitko — 500 um u B) a srdcovita stadia somatickych embryi (C, D;
mefitko — 500 um).

Obr. 16 Embrya v globuldrnim stadiu na kalusech M. sativa SIMKK RNAi FABP2-CFP ng B50 médiu.
A, B, C, D — kalusy a embrya pod bilym svétlem; E, F, G, H — kalusy a embrya pod modrym
svétlem (excitace 488 nm) M¢titko — 1000 pm.
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Obr. 17 Vyvin torpédovitych stadii u somatickych embryi M. sativa SIMK RNAI z kalusi na B50
médiu (A, B). Méfitko — 500 um.

:
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Obr. 18 Somaticka embrya v torpédovitém stadiu na kalusech M. sativa SIMKK RNAj FABD2-CFP ng
B50 médiu. A, B, C, D — kalusy a embrya pod bilym svétlem; E, F, G, H — kalusy a embrya pod
modrym svétlem (excitace 488 nm). Méfitko — 1000 um.
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Obr. 19 Vyvoj kofenti ze somatickych embryi M. sativa SIMK RNAi na MMS médiu. Métitko —
2 mm.

Obr. 20 Vyvoj kofenti ze somatickych embryi M. sativa SIMKK RNAi FABDZGFP na MMS médiu.
A - embrya pod bilym svétlem; B - embrya pod modrym svétlem (excitace 488 nm). Mé&fitko —
1000 pum.
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Obr. 21 In vitro kultivace rostlin M. sativa SIMK RNAi na MS médiu v Petriho miskach (A, B) a
plastovych boxech (C, D).
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4.2 Kvalitativni a kvantitativni determinace zmén v urovni exprese a

produkce proteinti vybranych MAPK v transgennich rostlinach

Rostliny M. sativa kultivaru Regen-SY, po transformaci A. tumefaciens nesouci konstrukt
pro SIMK RNAI/SIMKK RNAI, které mé¢ly dostatek biologického materialu pro odbér,
byly vybrany pro determinaci zmén v urovni exprese genu pro SIMK/SIMKK a k detekci
relativniho mnozstvi proteinu SIMK a MMKS3, jelikoz je tento protein také soucasti

signaliza¢ni kaskady a jehoz nadfazenym aktivatorem je SIMKK (Cardinale et al., 2002).

4.2.1 Imunoblotova analyza transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI

Kvalitativni a kvantitativni determinace zmén v trovni produkce proteini SIMK byla
provedena imunoblotovou analyzou vzorka listi 17 transgennich rostlin SIMK RNAI
(rostliny nesly oznaceni 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 18, 27, 29, 30, 31, 33). Jako
kontrolni rostliny byly pouzity rostliny M. sativa kultivar Regen-SY, mnozeny pomoci
somatické embryogeneze. Pro kontrolu vlivu somaklondlni variability na vysledky
imunoblotu bylo na zafatku experimentu pouzito 7 kontrolnich rostlin (rostliny nesly
oznaceni 1, 2, 3, 4, 5, 6, 16). Ukazalo se, ze kontrolni rostliny M. sativa kultivar Regen-SY
vykazuji minimalni vliv somaklonalni variability na produkci proteinu SIMK (Obr. 22 a
23). Ze snimkii membran s navazanou protilatkou anti-MPKG®6, kterou 1ze pouzit diky velmi
vysoké homologii se SIMK (BekeSova et al., 2015), byl vytvoien graf zavislosti relativni
proteinu SIMK vykazovaly transgenni rostliny SIMK RNAI (vzestupné): 5, 6, 12, 1, 13, 2
a7 (Obr. 22 a 23). Avsak u kontrolni rostliny 4 bylo naneseno men$i mnozstvi proteini na
gel a u transgenni rostliny 4 bylo naneseno vét$i mnozstvi proteinii na gel (Obr. 22 —
Ponceau S, Stain-free gel).

Proto byla imunoblotovd analyza znovu provedena s optimalizovanou koncentraci
proteint se tfemi kontrolnimi rostlinami a transgennimi rostlinami 5, 12, 13, 4 a dal$imi
sedmi transgennimi rostlinami SIMK RNAI, které nebyly souéasti minulé analyzy (11, 18,
27, 29, 30, 31, 33; Obr. 24). Nejnizsi produkci proteinu SIMK vykazovaly transgenni
rostliny SIMK RNAi: 5, 29, 30, 31 a 33 (Obr. 24 a 25). U transgennich rostlin SIMK RNAI
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5, 29, 30, 31 a 33 také dochazelo k mirnému zvyseni produkce proteinu MMK3 oproti
snizené produkci SIMK (Obr. 25).

SIMK 1 2 3 4 S5 6 1 2 4 S5 6 7 12 13
kDa Kontrolni rostliny SIMK RNAi

.o

Ponceau S

37

50

Stain-free gel

—

Obr. 22 Detekce produkce proteinu SIMK u vzorka z listd kontrolnich (1, 2, 3, 4, 5, 6) a
transgennich SIMK RNAi (1, 2, 4, 5, 6, 7, 12, 13) rostlin M. sativa kultivaru Regen-SY rostoucich
in vitro. Na hornim snimku jsou vysledky imunodetekce proteinu SIMK. K nejnizsi Grovni
produkce SIMK dochazelo u transgenni rostliny 5. Snimek membrany nabarvené Ponceau S a
snimek stain-free gelu slouzi pro kontrolu naneseni proteinii.

10,0

Relativni Intenzita pasi

Obr. 23 Relativni intenzita past u jednotlivych rostlin. Semikvantitativni vyhodnoceni detekce
SIMK. K nejnizsi urovni produkce SIMK dochézelo u transgenni rostliny 5. U transgenni rostliny
4 bylo naneseno vétsi mnozstvi proteint na gel (hvézdicka). K — kontrolni rostliny Medicago sativa
kultivar Regen-SY; T — transgenni rostliny M. sativa SIMK RNAI.
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Obr. 24 Detekce produkce proteinu SIMK u vzorku z listt kontrolnich (3, 6, 16) a transgennich
SIMK RNAi (5, 12, 13, 4, 11, 18, 27, 29, 30, 31, 33) rostlin M. sativa kultivaru Regen-SY
rostoucich invitro. Na hornim snimku jsou vysledky imunodetekce proteinu SIMK. K nejnizsi
urovni produkce SIMK dochazelo u transgennich rostlin 30, 33, 31, 29 a 5. U téchto transgennich
rostlin byla zaroven detekovatelna zvysena produkce proteinu MMKS3 oproti proteinu SIMK.
Snimek membrany nabarvené Ponceau S a snimek stain-free gelu slouzi pro kontrolu naneseni

proteint.

Relativni intenzita pasi
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Obr. 25 Relativni intenzita past u jednotlivych rostlin. Semikvantitativni vyhodnoceni detekce
SIMK (modra) a MMK3 (Cervena). K nejnizsi urovni produkce SIMK dochazelo u transgennich
rostlin 30, 33, 31, 29 a 5. U téchto transgennich rostlin byla zaroven detekovatelna zvysSena
produkce proteinu MMKS oproti proteinu SIMK. K — kontrolni rostliny Medicago sativa kultivar
Regen-SY; T — transgenni rostliny M. sativa SIMK RNAI.

67



4.2.2 Semikvantitativni PCR analyza v redlném case transgennich rostlin M.

sativa SIMK RNAI

Semikvantitativni determinace zmén v urovni exprese SIMK byla provedena metodou
semikvantitativni polymerazové tetézové reakce (PCR) v realném case ze vzorkt listt 10
transgennich rostlin Medicago sativa SIMK RNAi (rostliny 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 12, 13).
Jako kontrolni rostliny byly pouzity rostliny M. sativa kultivar Regen-SY, mnozeny
pomoci somatické embryogeneze.

Nejprve byla provedena fenolova extrakce nukleovych kyselin (Obr. 26), které byly
nasledné podrobeny ptisobeni DNasy a druhé fenolové extrakei (Obr. 27). Ze snimku gelu
je patrné, Ze po pusobeni DNasy, zmizel pas, ktery velikosti odpovida gDNA (Obr. 27). Na
vzorky byla poté aplikovana reverzni transkriptasa pro pievedeni mRNA do
komplementarni DNA (cDNA), ktera byla nasledné amplifikovana (Obr. 28). Nakonec
probéhla samotna analyza semikvantitativni PCR (qPCR; Obr. 29).

Z vysledki gPCR byl vytvoten graf zavislosti relativni urovné mRNA transkriptu pro
SIMK u konkrétni rostliny (Obr. 29). Z vyhodnoceni vysledki vyplyva, ze nejnizsi
relativni arovné mRNA transkriptu pro SIMK vykazovaly transgenni rostliny (vzestupn¢):

9,5/13,12,4,2,1,8,7a6 (Obr. 29).

M K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 T1 T2 T4 T5 T6 T7 T8 T9 Ti2 T13

«—— gDNA

«—— 28S rRNA
«—— 18SrRNA
rRNA z rostlinnych
organel
«—— 5SrRNA

Obr. 26 Snimek gelu po prvni fenolové extrakci vzorku listi kontrolnich rostlin Medicago sativa
(K) a transgennich rostlin (T) Medicago sativa SIMK RNAi. M - GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder.
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M Kl K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 T1 T2 T4 T5 T6 T7 T8 T9 Ti12Ti3

| ¢———— 28S rRNA
[«— 18S rRNA
]— rRNA z rostlinnych organel

[¢——— 5SrRNA

Obr. 27 Snimek gelu po aplikaci DNasy a druhé fenolové extrakci vzorkt z listi kontrolnich (K) a
transgennich rostlin (T) Medicago sativa SIMK RNAi. M - GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder.

M KL K2 K3 K4 K5K6 K7 K8 TL T2 T4 T5 T6 T7 T8 T9T12T13

Obr. 28 Snimek gelu po reverzni transkripci a amplifikaci SIMK (100 bp) u vzorkd z listd
kontrolnich (K) a transgennich rostlin (T) Medicago sativa SIMK RNAi. M - GeneRuler 1kb Plus
DNA Ladder.
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Rostliny

Obr. 29 Relativni exprese SIMK v transgennich liniich M. sativa SIMK RNAI. Semikvantitativni
vyhodnoceni relativni urovné transkriptu SIMK. K nejnizs$i urovni exprese SIMK dochézelo u

transgenni rostliny 9 a 5. K — kontrolni rostliny Medicago sativa kultivar Regen-SY; T - transgenni
rostliny Medicago sativa SIMK RNAI.

V pribehu experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo také zjisténo, ze u rostlin
péstovanych in vitro, a které vykazovaly nejniz§i expresi a produkci proteinu SIMK,
dochazi velmi brzy k opadavani listd a zastavena ristu nadzemni ¢asti (SIMK RNAI 9, 30,
31, 33, 29, atd.). Proto byla, pro dalsi ¢ast experimentli, vybrana, a ihned rozmnozena

somatickou embryogenezi, transgenni rostlina SIMK RNAI 5.

70



4.2.3 Imunoblotova analyza Medicago sativa SIMKK RNAij FABD2-GFP

Kvalitativni a kvantitativni determinace zmén v trovni produkce proteinti byla provedena
imunoblotovou analyzou vzorkidl listh 26 transgennich rostlin SIMKK RNAI FABD2-GFP
(rostliny nesly oznaceni 2, 3, 5, 15, 18, 21, 22, 23, 27, 37, 39, 44, 76, 77, 78, 80, 82, 86, 90,
91, 94, 95, 96, 97, 99, 100; Obr. 30, 31). Jako kontrolni rostliny byly pouzity rostliny
M. sativa FABD2-GFP, mnozené pomoci somatické embryogeneze.

Z vysledktt vyplyva, ze nejnizs$i produkci proteinu SIMK vykazovaly transgenni
rostliny: 5, 18, 22, 27, 37, 39, 80, 82, 90, 91, 94, 95 a 99 (Obr. 30, 31, 32). U transgennich
rostlin 2, 21, 23, 44, 78, 97 a 100 doslo také k ¢astecnému snizeni produkce SIMK a zbylé
transgenni rostliny vykazovaly produkci proteinu SIMK porovnatelnou s kontrolnimi

rostlinami, nebo jen malo snizenou produkci SIMK (Obr. 30, 31, 32).

SIMK g

2 3 5 15 18 21 22 23 27 37 39 44 76

SIMKK RNAi v FABD2-GFP

50—

37—

SIMKK RNAi v FABD2-GFP

so—f -,
gI:l-l-c.....,.

MMK3 K|2351518 21 22 23 27 37 39 44 76

37—

Ponceau S

Obr. 30 Detekce produkce proteinu SIMK u vzorkti z listi kontrolni rostliny M. sativa
FABD2-GFP a transgennich rostlin M. sativa SIMKK RNAj FABD2-CFP (2 '3 '5 15, 18, 21, 22, 23, 27,
37, 39, 44, 76) rostoucich in vitro. Na hornim snimku jsou vysledky imunodetekce proteinu SIMK.
K nejnizsi urovni produkce SIMK dochazelo u transgennich rostlin 5, 18, 22, 27, 37 a 39. Snimek
membrany nabarvené Ponceau S slouzi pro kontrolu naneseni proteind.
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Obr. 31 Detekce produkce proteinu SIMK u vzorkti z listd kontrolni rostliny M. sativa
FABD2-GFP a transgennich rostlin M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP (77 78 80, 82, 86, 90, 91, 94,
95, 96, 97, 99, 100) rostoucich in vitro. Na hornim snimku jsou vysledky imunodetekce proteinu
SIMK. K nejnizsi trovni produkce SIMK dochazelo u transgennich rostlin 80, 82, 90, 91, 94, 95 a
99. Snimek membrany nabarvené Ponceau S slouzi pro kontrolu naneseni proteind.

Ponceau S

Kvili pozd€js$im masivnim kontaminacim, které zapficinily vyhynuti témétf vsech
kontrolnich a transgennich rostlin, zistala pouze jedna kontrolni rostlina M. sativa
FABD2-GFP a tfi transgenni rostliny SIMKK RNAi FABDZCFP (18 76 a 77).

Nasledn¢ byla provedena imunoblotova analyza na pfitomnost fazniho proteinu
FABD2-GFP, o molekulové hmotnosti pfiblizn€ 68 kDa, ze vzork listh kontrolnich rostlin
M. sativa kultivaru Regen-SY (negativni kontrola), M. sativa FABD2-GFP, transgennich
rostlin SIMKK RNAi FABP26FP (18 76 a 77) a vzorku listi a kofent Arabidopsis thaliana
transgenni linie pMAT, stabilné exprimujici GFP (pozitivni kontrola; Obr. 32).

Z vysledkd analyzy imunoblotu a pouziti protilatky proti GFP vyplyva, ze k expresi
fuzniho proteinu FABD2-GFP dochéazelo u kontrolni rostliny M. sativa FABD2-GFP a
transgennich rostlin SIMKK RNAi FABD2-GFP (18 76 a 77; Obr. 32). Vysledky imunoblotu
s protilatkou proti GFP vSak byly velmi slabé detekovatelné a protilatka opakované
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vykazovala velkou nespecifitu. Zaroven bohuzel nedochazelo ke stejnému vysledku po

aplikaci protilatky proti aktinu (Obr. 32).
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Obr. 32 Detekce produkce proteinti U vzorki z listti kontrolni rostliny M. sativa kultivaru Regen-
SY (RSY), M. sativa FABD2-GFP, transgennich rostlin M. sativa SIMKK RNAi F8D2-GFP (18 76 a
77) a vzorkt z listi a kofenti Arabidopsis thaliana transgenni linie pMAT, stabilné exprimujici
GFP, rostoucich in vitro. K nejnizsi arovni produkce SIMK dochazelo u transgenni rostliny 18.
Velikost fuzniho proteinu FABD2-GFP je ptiblizn¢ 68 kDa. Snimek membrany nabarvené Ponceau
S a snimek stain-free gelu slouZi pro kontrolu naneseni proteintl.
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4.2.4 Semikvantitativni PCR analyza v realném c¢ase transgennich rostlin

M. sativa SIMKK RNA| FABD2-GFP

Semikvantitativni determinace zmén v tGrovni exprese SIMKK byla provedena metodou
semikvantitativni polymerdzové fetézové reakce (PCR) v redlném cCase ze vzorku listd 3
transgennich rostlin SIMKK RNAIi v FABD2-GFP (Ciseln¢ 18, 76 a 77). Jako kontrolni
rostliny byly pouzity rostliny M. sativa FABD2-GFP, mnozené pomoci somatické
embryogeneze.

Nejprve byla provedena fenolova extrakce nukleovych kyselin (Obr. 33A), které byly
nasledné podrobeny pulsobeni DNasy a druhé fenolové extrakci (Obr. 33B). Ze snimku
gelu je patrné, Ze po pusobeni DNasy, zmizel pas, ktery velikosti odpovida gDNA (Obr.
33B). Na vzorky byla poté aplikovana reverzni transkriptasa pro ptrevedeni mRNA do
komplementarni DNA (cDNA), ktera byla nasledné amplifikovana (Obr. 34). Nakonec
probéhla samotna analyza semikvantitativni PCR (QPCR; Obr. 34).

Z vysledkiit qPCR byl vytvotfen graf zavislosti relativni irovné mRNA transkriptu pro
MRNA transkriptu pro SIMKK vykazovaly transgenni rostliny (vzestupné): 18, 76 a 77
(Obr. 35).

M K1 K2 T18 T76 T77 M K1 K2 Ti18 T76 7177

gDNA

285 rRNA 28S rRNA

«—— 18S rRNA
rRNA z rostlinnych
organel

5S rRNA

18S rRNA

rRNA z rostlinnych
organel

55 rRNA

Obr. 33 Snimek gelu po prvni fenolové extrakci (A) a snimek gelu po aplikaci DNasy a druhé
fenolové extrakci (B) vzorku listt kontrolnich (K) a transgennich rostlin (T) Medicago sativa
SIMKK RNAj FABDZGFP ‘M - GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder.
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Obr. 34 Snimek gelu po reverzni transkripci a amplifikaci SIMKK u vzorkt z listd kontrolnich (K)
a transgennich rostlin (T) Medicago sativa SIMKK RNAi FABP2-GFP M - GeneRuler 1kb Plus DNA
Ladder. X — chybny vzorek.
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Obr. 35 Relativni uroven exprese SIMKK v transgennich liniich SIMKK RNAj FABD2-GFP,
Semikvantitativni vyhodnoceni relativni Grovné transkriptu SIMKK. K nejniz$i tirovni exprese
SIMKK dochazelo u transgenni rostliny 18. K — kontrolni rostlina Medicago sativa FABD2-GFP;
T — transgenni rostliny Medicago sativa SIMKK RNAi FABDZGFP,
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4.3 Mikroskopicka analyza aktinového cytoskeletu rostlin M. sativa
SIMKK RNA| FABD2-GFP

Pro dokumentaci struktury a uspotfadani aktinového cytoskeletu byly pouzity tii rostliny:
kontrolni rostlina M. sativa Regen-SY, M. sativa linie FABD2-GFP, stabiln¢ exprimujici
fazni protein FABD2-GFP (flize N-terminalniho konce GFP k C-terminalnimu konci
AtFiml, zahrnujici druhou aktin-vazajici doménu; Voigt et al., 2004) a transgenni linii
M. sativa SIMKK RNAi FABDZCFP (rostlina 18; Obr. 36). Pfipravené preparaty byly
sledovany pomoci laserového mikroskopu s rotujicim diskem. Byl pouzit laser pro detekci
GFP (excitace 488 nm, emisni filtr BP 525/50). Pro detekci autofluorescence chloroplasti
byl pouzit laser pro detekci mRFP; excitace 561 nm, emisni filtr BP 629/62).
Mikroskopickou analyzou rostlin SIMKK RNAi FABD2-GFP hyla  zdokumentovana
struktura a uspofadani aktinového cytoskeletu (Obr. 38). Avsak nebyl pozorovan zadny
rozdil ve struktufe a uspofadani aktinového cytoskeletu mezi rostlinami M. sativa linie

FABD2-GFP a transgenni linii M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP (rostlina 18, Obr. 37, 38).
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GFP mRFP Slouceny obrazek

Obr. 36 Celkovy piehled jednotlivych vzorkdl pro pozorovani struktury a usporadani aktinového
cytoskeletu rostlin: M. sativa Regen-SY (A - C), M. sativa linie FABD2-GFP (D - E) a transgenni
linie M. sativa SIMKK RNAi FABP2-CFP (rostlina 18; G - H). Zelen4 fluorescence FABD2-GFP (A, D,

G), mRFP — autofluorescence chloroplastt (B, E, H) a ptekryv obou kanala (C, F, I). Mé&fitko: 50
pm.

77



GFP mRFP Slouceny obrazek

Obr. 37 Pozorovani struktury a uspoifadani aktinového cytoskeletu M. sativa linie FABD2-GFP.
Zelena fluorescence FABD2-GFP (A, D, G), mMRFP — autofluorescence chloroplasta (B, E, H) a
prekryv obou kanala (C, F, 1). Méfitko: 50 um.
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GFP mRFP Slouceny obrazek

Obr. 38 Pozorovani struktury a uspofadani aktinového cytoskeletu transgenni linie M. sativa
SIMKK RNAi FABDZGFP (rostlina 18). Zelena fluorescence FABD2-GFP (A, D, G), mRFP —
autofluorescence chloroplastt (B, E, H) a ptekryv obou kanalu (C, F, ). Mé&ftitko: 50 um.
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4.4 Aplikace symbiotickych bakterii Sinorhizobium meliloti na SIMK
RNAI linii 5

Kvantitativni determinace zmén v produkci proteinii a aktivité fosforylovanych MAPK ve
vzorcich z kofenti kontrolnich a transgennich SIMK RNAi (5) rostlin Medicago sativa po
aplikaci pudni bakterie Sinorhizobium meliloti, byla analyzovana metodou imunoblot s
pouzitim fosfospecifické anti-pTEpY protilatky (pERK). Pudni bakterie byla aplikovana na
kofeny kontrolnich a transgennich rostlin a ponechana pifi mirném tfepani po dobu
1 hodiny. Vzorky kotenti, které byly v kontaktu se suspenzi pudnich bakterii, byly
odebirany pted aplikaci (sucha kontrola), 20 minut a 60 minut po aplikaci suspenze pudni
bakterie S. meliloti v tekutém Fahreové médiu bez dusiku (Obr. 39, 40). Jako mokra
kontrola bylo pouzito ¢isté Fdhreovo medium bez obsahu dusiku. Snimek membrany
nabarvené Ponceau S a snimek stain-free gelu slouzily jako kontrola naneseni stejné
koncentrace proteint (Obr. 39). U vzorku SIMK RNAI (sucha kontrola) bylo naneseno vétsi
mnozstvi proteint na gel (Obr. 39, 40).

Ze snimki membran s navazanou fosfospecifickou protilatkou vyplyva, ze
k nejvétsi aktivaci SIMK po pasobeni ptadni bakterie dochazi u rostlin SIMK RNAI po 20
minutach od aplikace Sinorhizobium meliloti (Obr. 39, 40). U kontrolnich rostlin doslo k
mén¢ vyraznému zvyseni aktivity SIMK (46 kDa) po aplikaci Sinorhizobium meliloti (Obr.
40). Z vysledku je také patrné, ze u rostlin SIMK RNAI dochazi vlivem aplikace pidni
bakterie, ale i Fahreova média bez dusiku, k zvySené aktivaci MMK3 (44 kDa) oproti

kontrolnim rostlinam (Obr. 40).
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Obr. 39 Detekce fosforylovanych MAPK pomoci fosfospecifické protilatky ze vzorkt z kofend
kontrolnich a transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI, na které byla aplikovana ptadni bakterie
S. meliloti po dobu 60 minut. Na hornim snimku jsou vysledky imunodetekce fosforylovanych
MAPK pomoci anti-pTEpY protilatky (pERK). Jsou vidét dva pruhy, z nichZ horni svou velikosti
odpovida fosforylované SIMK a spodni fosforylované MMK3. K nejvétsi aktivaci MAPK
dochazelo pfi 20 minutach po aplikaci S. meliloti.
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Obr. 40 Zavislost relativni intenzity past na ¢ase. Semikvantitativni vyhodnoceni detekce
fosforylované SIMK (modrd) a MMK3 (Cervend) pomoci fosfospecifické protilatky ze vzorki z
kotenti kontrolnich a transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI, na které byla aplikovana pudni
bakterie S. meliloti (SM) po dobu 60 minut. K nejvétsi aktivaci MAPK dochazelo pii 20 minutach
po aplikaci S. meliloti. Hvézdi¢kou je oznaen vzorek, ve kterém byla nanesena vétsi koncentrace
proteind na gel.

4.5 Méreni délky kofenovych vlaski kontrolnich a SIMK RNAI rostlin

Pro determinaci fenotypu transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAi bylo provedeno
méfeni délky kofenovych vlaski. Pro experiment bylo vybrano 15 kontrolnich rostlin
Regen-SY a 15 transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI starych 14 dni (Obr. 41, 42, 43).
Kotenové vlasky byly snimany pomoci zoomovaciho stereomikroskopu (Obr. 41). Pro
meéieni byly vybirany jen zdravé kotfenové vlasky, které uz dosahly své konecné délky u
takovych kotent, které rostly na povrchu média (Obr. 41). Délka kotenovych vlaski byla
meiena v programu ImageJ.

Na kotenech kontrolnich rostlin M. sativa byla zmétena délka 5215 kofenovych vlaska
a na kofenech transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAi byla méfena délka 3821
kotenovych vlaskl. Primérna délka kofenovych vlaskl kontrolnich rostlin M. sativa byla

467,279 um (Obr. 44). Prumérnd délka kofenovych vlaskd transgennich rostlin
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M. sativa SIMK RNAI byla 536,454 pum (Obr. 44). Z vysledkt vyplyva, ze transgenni
rostliny M. sativa SIMK RNAI maji v priméru piiblizné o 69 pm delsi kotenové vlasky nez

kontrolni rostliny M. sativa.

Obr. 41 Fenotyp kofenovych vlasku kontrolnich (A, B) a transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI
(C, D) starych 14 dni. Méftitko — 200 um.
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Obr. 42 Délka kotenovych vlaska kontrolnich rostlin M. sativa starych 14 dni.
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Obr. 43 Délka kofenovych vlasku transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI starych 14 dni.
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Obr. 44 Délka kofenovych vlaska kontrolnich (modfe) a transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAi
(oranzov€) starych 14 dni. Primérna délka kofenovych vlaskt kontrolnich rostlin M. sativa byla
467,279 um. Praimérna délka kotfenovych vlaskt transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI byla
536,454 um.
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5. DISKUZE

Stresem indukovana MAPK v M. sativa (SIMK) muze byt aktivovana solnym stresem
(Kiegerl et al., 2000), vlivem mechanického poranéni (Bogre et al., 1997; Fernandez-
Pascual et al., 2006), oxidativniho stresu (Munnik et al., 1999), vysoké koncentrace
tézkych kovl (Jonak et al., 2004; Sinha et al., 2011), ptisobenim ethylenu (Ouaked et al.,
2003; Jonak et al., 2004) a po piusobeni elicitorti bakterii a hub (Cardinale et al., 2000;
Fernandez-Pascual et al., 2006). SIMK vykazuje velmi vysokou sekvenéni homologii
k AtMPKG6 (Bekesova et al., 2015).

Pii semikvantitativni analyze produkce proteind SIMK a MMK3 bylo zjisténo, ze
transgenni rostliny M. sativa SIMK RNAI s nejnizsi urovni produkce SIMK vykazuji
¢astecné zvysenou produkei proteinu MMK3. To mize byt zptisobeno nutnosti transgenni
rostliny SIMK RNAi vyuzit jinou MAPK pfii pienosu signalu ze SIMKK na méné
abundantni SIMK;, jelikoz MMK3 je také soucasti signalizatni kaskady, jejimz
nadfazenym aktivatorem je SIMKK (Cardinale et al., 2002). Tento ptedpoklad bude ale
nutné jesté ovéfit. Bude také nutné optimalizovat metodicky postup, piedevsim blokovaci
roztok pro membrany, pufr, ve kterém je protilatka aplikovana a samotnou dobu aplikace
protilatky proti MMK3, ktera se Casto navazovala nespecificky (Obr. 30, 31 a 32).

Po aplikaci symbiotické pudni bakterie Sinorhizobium meliloti dochazelo k nejvyssi
aktivaci SIMK po 20 minutach jak u kontrolnich, tak u transgennich rostlin M. sativa
SIMK RNAI. Zajimavé je, Zze u transgennich rostlin, u nichz byla snizena exprese SIMK
procesem RNA interference, dochazelo ve vétsi miie k aktivaci SIMK neZ u kontrolnich
rostlin. Naproti tomu po aplikaci solného stresu dochazelo u transgennich rostlin M. sativa
SIMKK RNAI kniz§i arovni aktivace SIMK nez u kontrolnich rostlin M. sativa (Urbis,
2018). U tohoto experimentu byla bohuzel, z diivodu karanténnich opatfeni v souvislosti
s pandemii Covid-19, provedena pouze tii technickd opakovani, bez biologického
opakovani. Pro potvrzeni nebo vyvraceni vysledki bude tudiZz nutné tyto experimenty
opakovat.

Jelikoz je AtMPK6 zapojena do mnoha dé&ju, jako je déleni bun¢k (Miiller et al., 2010),

vyvoj kofenl a regulace rustu kofenového meristému (Miiller et al., 2010; Smékalova et
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al., 2014; Li et al., 2017), regulace genové exprese (Gaudet et al., 2011) i senescence listl
(Zhou et al., 2009), mohla by snizena produkce proteinu SIMK u transgennich rostlin
M. sativa SIMK RNAI vysvétlit pficinu zastaveni ristu nadzemnich ¢asti (listd a stonk),
ale pokracovani ristu kofend in vitro u téch transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI,
které vykazovaly nejvy$si miru snizeni produkce SIMK. Jedina rostlina M. sativa SIMK
RNAI, kterou se podafilo pro nasledujici experiment méfeni délky kofenovych vlaska
zachranit a rozmnozit, byla rostlina ¢. 5. Jak se pozdéji ukazalo, matetska rostlina M. sativa
SIMK RNAI 5 i somatiéti kloni, z ni odvozeni, vykazovali stejny fenotyp a do nékolika
mésici doSlo Kk zastaveni rdstu nadzemni c¢asti, a proto byla rostlina ¢ 5 dale
rozmnozovana jen somatickou embryogenezi.

V bunice je SIMK lokalizovana v jadie a cytoplasmé. Po pisobeni stresového faktoru
dochazi k transportu do cytoplasmy a ke specifické kompartmentalizaci (Ovecka et al.,
2014). Pt rastu kofenovych vlaskti dochazi k relokalizaci SIMK z jadra do cytoplasmy
prodluzujici se $picky kotenového vlasku pomoci sité aktinovych mikrofilamentt (Samaj
et al., 2002). SIMK ma vliv na dynamiku aktinového cytoskeletu, a tedy i na rast
kotenovych vlaskd. Inhibici MAPK aktivity dochazi ke zménam v distribuci aktinu a
SIMK, zpiisobujici inhibici riistu kofenovych vlaski a zménu jejich morfologie (Samaj et
al., 2002; éamajové et al., 2013b; Ovecka et al., 2014; Komis et al., 2018). U transgennich
rostlin M. sativa SIMK RNAi dochazelo k prodluzovani koifenovych vlaskt oproti
kontrolnim rostlinam (Obr. 44).

Z tohoto diivodu byly v priibéhu experimentéalni Casti prace transformovany rostliny
M. sativa FABD2-GFP také pomoci A. tumefaciens nesouci konstrukt pro SIMK RNAI.
Bohuzel u vyprodukovanych transgennich rostlin nebyly z divodu karanténnich opatieni
dokonceny analyzy pro determinaci miry snizeni exprese a produkce proteind, a proto
nejsou soucasti této diplomové prace. Dalsi experiment s transgennimi rostlinami M. sativa
SIMK RNAI, ktery byl naplanovan, ale nedo$lo k jeho uskuteénéni, byl experiment na
tvorbu hlizek po dobu 20 dni od aplikace S. meliloti. U rostlin M. sativa SIMKK RNAI
dochazelo, oproti kontrolnim rostlinam, k velmi nizké efektivit¢ tvorby hlizek
(Koval¢ikova, 2017).

SIMKK, ktera patii mezi MAPKK, vykazuje vysokou sekvenéni homologii k MKK4 a
MKKS5 z Arabidopsis thaliana (Kiegerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002; Komis et al.,
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2018). Kvasinkovym dvouhybridnim syst¢émem bylo prokazano, ze SIMKK protein
interaguje se SIMK a fosforyluje SIMK po ptisobeni solného stresu (Obr. 5; Kiegerl et al.,
2000; Cardinale et al., 2002; Sinha et al., 2011; Ovecka et al., 2014). U transgennich
rostlin M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP tak dochazelo k nizsi produkci SIMK oproti
kontrolnim rostlindm. Zaroven dochazelo u téchto transgennich rostlin k mirnému zvySeni
produkce MMKS. Pii aplikaci protilatky proti GFP, doslo k jejimu navazani na protein o
velikosti priblizné 68 kDa, ktery koresponduje s fuznim proteinem FABD2-GFP, pas byl
ale velmi slaby a protilatka byla navdzana 1 nespecificky, a proto byl navrzen experiment
pro otestovani n€kolika protilatek proti proteinu GFP od rtiznych vyrobct. K experimentu
byly vyuzity vzorky kofenu z rostlin: A. thaliana ekotyp Columbia-0, A. thaliana pMAT,
A. thaliana FABD2-GFP a M. sativa SIMKK RNAi FABDZGFP " gle tento test nebyl kvili
karanténnim opatfenim dokonéen. Bohuzel se nepodafil prokazat ani zadny rozdil
Vv dynamice a struktufe aktinového cytoskeletu mezi kontrolnimi rostlinami a M. sativa

SIMKK RNAij FABDZGFP [injj 18, pomoci laserového mikroskopu s rotujicim diskem.
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6. ZAVER

V teoretické ¢asti této diplomové prace byla vypracovana reSerSe zaméfena na transgenozi
rostlin, se specidlnim zaméfenim na tolici vojtésku, reakce a odpovédi rostlin na stres,
zptisobeny abiotickymi stresovymi faktory, vyznam MAPK signalnich proteinti pfi pfenosu
signali v bunce, se specidlnim zaméfenim na SIMK a SIMKK, a souhrn poznatkd o
fenotypovych projevech rostlin pfi interakci se symbiotickymi hlizkovymi bakteriemi.

V praktické ¢asti byla provedena transformace listovych explantatd tolice vojtésky
(M. sativa) kultivaru Regen-SY, prosttednictvim Kkultury Agrobacterium tumefaciens
nesouci konstrukt pro potlaceni exprese SIMK procesem RNA interference, a explantat
rostlin M. sativa se znacenou aktin-vazajici doménou 2 fimbrinu z A. thaliana pomoci GFP
(FABD2-GFP), prostfednictvim kultury Agrobacterium tumefaciens nesouci konstrukt pro
potlaceni exprese SIMKK procesem RNA interference, s cilem regenerace stabilnich
transgennich linii se sniZenou expresi danych MAPK procesem somatické embryogeneze.
Snizend Groven exprese a produkce proteintt SIMK a SIMKK byla ovéfena kvalitativné a
semikvantitativné metodami imunoblot a RT-qPCR pro selekci rostlin s nejnizsi trovni
produkce danych MAPK.

Pro dokumentaci struktury a uspofddani aktinového cytoskeletu byly preparaty
sledovany pomoci laserového mikroskopu s rotujicim diskem. Mikroskopickou analyzou
rostlin SIMKK RNAi 78P2-GFP byla zdokumentovana struktura a uspofadani aktinového
cytoskeletu, ale nebyl pozorovan Zzadny vyznamny rozdil ve struktuie a uspofadani
aktinového cytoskeletu mezi kontrolnimi rostlinami M. sativa linie FABD2-GFP a
transgenni linii M. sativa SIMKK RNAj FABD2-GFP,

Aplikaci pudni hlizkové bakterie Sinorhizobium meliloti na transgenni rostliny SIMK
RNAI byla, metodou imunoblot a pouzitim fosfospecifické protilatky, pozorovana zvysena
aktivace proteintit SIMK a MMK3 po 20 minutéch.

Pro determinaci fenotypu transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAIi bylo provedeno
méteni délky kofenovych vlaski a z vysledkd bylo zjisténo, Ze transgenni rostliny
M. sativa SIMK RNAIi maji v praméru pfiblizné o 69 pum delsi kofenové vlasky nez

kontrolni rostliny M. sativa kultivaru Regen-SY.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A. thaliana

A. tumefaciens
ABA

APS

bp

BSA

cDNA

dH0
DNA
dNTP
DTT
ECL
EDTA
EGTA

FABD2-GFP

gDNA

GFP

HAMK

HEPES

HKT
LB

Arabidopsis thaliana

Agrobacterium tumefaciens

kyselina abscisova (z angl. abscisic acid)

peroxodisiran amonny (z angl. ammonium persulfate)

par bazi (z angl. base pair)

hovézi (bovinni) sérovy albumin

komplementarni  deoxyribonukleova kyselina (z angl.
complementary deoxyribonucleic acid)

destilovana voda

deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
2'-deoxynukleosid 5'-trifosfaty

dithiotreitol

elektro-chemiluminiscen¢ni substrat

kyselina 2,2',2",2""-(ethan-1,2-diyldinitrilo)tetraoctova
kyselina  ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N,N’,N'-
tetraoctova

fuzni protein — faze N-terminalniho konce GFP
k C-terminalnimu konci AtFiml, zahrnujici druhou aktin-
vazajici doménu (z angl. actin-binding domain 2)

genomova deoxyribonukleova Kkyselina (z angl. genomic
deoxyribonucleic acid)

zeleny fluorescen¢ni protein (z angl. green fluorescent
protein)

tepelnym  Sokem  aktivovana  mitogenem-aktivovana
proteinkinasa (z angl. heat shock-activated MAPK)

kyselina 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin]ethansulfonova

z angl. high-affinity potassium transporter

médium pro kultivaci bakterii (z angl. Lysogeny broth)
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LD

LysM

M. sativa
MAP2K
MAP3K
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MEKK
MiliQ H.0

MKK
MKP
MMK
M-MLV
MPK
mRFP

MRNA

MS
NHX1
Nod
Obr.
ODsé0o
OMTK1

PAGE
PCR

PEG

z angl. loading dye

doména (z angl. lysine motif)

Medicago sativa L ssp.

mitogenem-aktivovana proteinkinasakinasa
mitogenem-aktivovana proteinkinasakinasakinasa
mitogenem-aktivovana proteinkinasa

mitogenem-aktivovana proteinkinasakinasa
mitogenem-aktivovana proteinkinasakinasakinasa
mitogenem-aktivovana proteinkinasakinasakinasa
purifikovand voda technologii spolecnosti  Millipore
Corporation

mitogenem-aktivovana proteinkinasakinasa

MAPK fosfatasa

mitogenem-aktivovana proteinkinasa z Medicago sativa

virus mys$i leukémie (z angl. moloney murine leukemia virus)
mitogenem-aktivovana proteinkinasa

Cerveny fluorescen¢ni protein monomer (z angl. red
fluorescent protein monomer)

mediatorova ribonukleovad kyselina (z angl. messenger
ribonucleic acid)

Murashige and Skoog médium

antiportér (z angl. sodium/hydrogen exchanger 1)

faktor nodulace

obrazek

optické hustota pti 600 nm

z angl. oxidative stress-activated MAP triple-kinase 1

fosfat

polyakrylamidové gelova elektroforéza

polymerdzova fetézova reakce (z angl. polymerase chain
reaction)

polyethylenglykol
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pPERK
pH

PMAT
PTEPY
PVDF
gPCR

RB
RLK
RNA
RNAI
ROS
RT

S. meliloti
SAMK
SDS
SH
SIMK

SIMKK
SIPK
SOS1
T1

Tab.
TBS-T

T-DNA

T-D-Y

fosfospecificka anti-pTEpY protilatka

zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych
kationtli

linie A. thaliana stabiln¢ exprimujici protein GFP

dualni fosforylace Thr/Glu/Tyr regionu
polyvinylidendifluorid

kvantitativni polymerazova fetézova reakce (z angl.
quantitative polymerase chain reaction)

elektrodovy pufr (z angl. running buffer)

receptorova kinasa (z angl. receptor-like kinase)

ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)

RNA interference

reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)
reverzni transkriptasa

Sinorhizobium meliloti

stresem aktivovana mitogenem aktivovana proteinkinasa
dodecylsiran sodny

Schenk and Hildebrant médium

solnym stresem indukovand mitogenem aktivovana
proteinkinasa

stresem indukovana mitogenem aktivovana
proteinkinasakinasa

z angl. salicylic acid-induced protein kinase

antiportér (z angl. salt overly sensitive 1)

prvni generace po transformacnim procesu

tabulka

Tris-HCI solny pufr s pifidavkem Tween 20 (z angl. tris
buffered saline + Tween 20)

transferova deoxyribonukleova kyselina (z angl. transfer
deoxyribonucleic acid)

motiv threonin-asparagin-tyrozin

111



TEMED
T-E-Y
Ti

uv

VIP

Vir
WRKY

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin

motiv threonin-kyselina glutamova-tyrozin

tumor indukujici (z angl. tumor inducing)

ultrafialové zatfeni (z angl. ultraviolet)

z angl. VirE2 interacting protein

faktory virulence

transkripéni  faktory (nazev odvozen od sekvence
heptapeptidu WRKYGQK N-terminalniho konce TF)
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