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CILE PRACE

TEORETICKA CAST

Samostatné zpracovani literarni reSerSe tykajici se Arabidopsis thaliana jako
modelového organismu, dale reSerSe tykajici se Agrobacterium tumefaciens a
transformace na molekularni drovni a v posledni fadé zpracovani tématu mitogen-

aktivovanych proteinkinas.

PRAKTICKA CAST

1) Transientni transformace Nicotiana benthamiana konstrukty pro C-termindlni fuzi
PMPK3::MPK3:mCherry ve vektoru pB7m34GW a pro N-terminalni fazi
pMPK3::mCherry:MPK3 ve vektoru pB7m34GW.

2) Stabilni transformace Arabidopsis thaliana konstrukty pro C-terminélni fuzi
pPMPK3::MPK3:mCherry ve vektoru pB7m34GW a pro N-terminalni fuzi
pPMPK3::mCherry:MPK3 ve vektoru pB7m34GW metodou floral dip.

3) Identifikace transformovanych semenackt Arabidopsis thaliana.



1. UVOD

Transformace rostlin je proces genetické manipulace, pomoci které jsou cizorodé geny
vneseny do rostlinnych bunék a stabilné integrovany do genomu rostlin (Zhang et al.,
2006). V roce 1983 byla vytvorena prvni transgenni pletiva a rostliny za pouziti kmenu
Agrobacterium tumefaciens, v némz byly jeho onkogeny nahrazeny geny pro rezistenci
vuci antibiotikim (Van Lijsebettens a Angenon, 2013). Pivodné transformace pomoci
A. tumefaciens probihala sloZité¢ a byla ¢asové naro¢na. Transformace byla provadéna
napiiklad tak, Ze rostliné byly odfiznuty apikalni meristémy, v misté odiiznuti byla
inokulovana kultura A. tumefaciens a nasledoval rist vyhonkd z odfiznutého mista
(Chang et al., 1994). Dalsi metody transformace vyzadovaly naptiklad pletivové kultury
koteni rostliny, ¢asti hypokotylu, semena a samotou regeneraci celé rostliny. Proto byla
vyvinuta spolehlivéjsi a jednodussi metoda, a to transformace rostlin pomoci vakuové
infiltrace (Bechtold a Pelletier, 1998; Clough a Bent, 1998; Ye et al., 1999). Piesto byla
v roce 1998 S. J. Cloughem a A. F. Bentem publikovana metoda s nazvem ,,floral dip“.
Vytvoteni protokolu pro floral dip vyrazné usnadnilo transformaci A. thaliana pomoci
A. tumefaciens (Davis et al., 2009). Tato metoda je velmi jednoducha na provedeni —
Agrobacterium je aplikovano na kvéty Arabidopsis za pouziti smacedla. Neni tfeba
zadnych pletivovych kultur, proto je také zamezeno somaklondlni variabilit¢ (Bent,
2006). V této bakalaiské praci je vyuzita metoda floral dip pro stabilni transformaci
Arabidopsis thaliana, kde jsou pfipraveny transgenni rostliny s expresi fluorescen¢né
znaCené mitogen-aktivované proteinkinasy 3 (MPK3). MPK3 je soucasti tzv. MAPK
kaskad, které tvofi signalni drahy a Ucastni se procest jako je bunécna proliferace,

diferenciace, apoptdza a reakce na bioticky nebo abioticky stres (Plotnikov et al., 2011).



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2. 1 Arabidopsis thaliana jako modelovy organismus

Modelové organismy jsou nezbytnou soucasti biologického a biomedicinského vyzkumu
(Edison et al., 2016). Arabidopsis thaliana (¢esky husenicek rolni) slouzi jako modelovy
organismus pro studium zakladnich fyziologickych, bunécnych a molekularnich procest
(Obr. 1) (Alonso-Blanco et al., 2016). Jedna se 0 malou, jednoletou rostlinu, ktera obyva
rozmanité podnebné pasy. Radi se do skupiny dvoud&loznych krytosemennych cévnatych
rostlin (Lasky, 2012; Kramer, 2015). Taxonomicky zapadd do celedi brukvovitych
(Brassicaceae) (Kramer, 2015). Rostlina se poprvé z vychodu rozsitila do Evropy pied
cca 10 000 lety smérem na zapad piibliznou rychlosti 0,9 km za rok (Francois et al.,
2008). Arabidopsis thaliana, ktera byla prvné pojmenovana Pilosella siliquosa, byla
poprvé popsana v roce 1577 v pohoti Harz v Némecku Johannem Thalem, némeckym
botanikem (Zhu et al., 2016). Dalsi zminka o A. thaliana se objevila v roce 1907, kdy
Friedrich Laibach publikoval vycet poctu chromozomu nékolika rostlin, kdyz se pokousel
najit rostlinu s malym poc¢tem velkych chromozomu. Nicméné A. thaliana s jejimi
malymi chromozomy nespliiovala ocekavani (Meyerowitz, 2001). V roce 1943
F. Laibach poprvé navrhnul A. thaliana jako modelovy organismus (Laibach, 1943).

V 50. a 60. letech bylo publikovano nékolik védeckych praci s cilem vytvofit mutanty
A. thaliana, naptiklad Biochemical Mutations in the Crucifer Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh. (Langridge, 1955). Vroce 1964 byl zaloZen specializovany cCasopis
Arabidopsis Information Service, jehoz publikace pokracovala az do roku 1990.
V ptivodnim poradnim sboru byl kromé jinych pravée jiz zminovany Friedrich Laibach
(Meyerowitz, 2001). Popularita A. thaliana jako modelového organismu vzrostla
v 80. letech (Krédmer, 2015), kdy byl v USA podpofen jeji vyzkum klic¢ovymi
administratory agentur pro financovani z National Science Foundation (NSF) (Koornneef
a Meinke, 2010).

V roce 2000 byla v ¢lanku Analysis of the genome sequence of the flowering plant
Arabidopsis thaliana publikovéna prvni kompletni sekvence genomu A. thaliana, ktery
obsahuje 25 498 gent. Sekvenovani zapocala v roce 1996 v mezinarodni spolupréci
skupina s ndzvem The Arabidopsis Genome Initiative (The Arabidopsis Initiative, 2000).

A. thaliana ptedstavuje n¢kolik hlavnich vyhod jejiho vyuziti. Zaprvé, A. thaliana je
pomérné nizka rostlina, coz umoziuje jeji péstovani v laboratofich na malém prostoru

ve velkém mnozstvi. Tato rostlina mé také dobrou schopnost reprodukce, coz umoznuje
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generovani velkého mnozstvi semenacki béhem kratké doby. Dale je A. thaliana
samosprasna, coz znamena, ze jeji proces oplozeni je mén¢ ovlivnén vnéj§im prostredim
a je pod genetickou kontrolou, navic vétSina gent divokého typu A. thaliana jsou vysoce

homozygotni, takze je snadné vyvolat specifickou mutaci (Kinoshita et al., 2008; Zhu et

al., 2016).

dozrévajici ‘
Sesule ™~ /

Sedule se semeny

T—
Sedule se zralymi

semeny

T — P

11 dni 18 dni

Obr. 1 Zivotni cyklus Arabidopsis thaliana. (A) A. thaliana ekotyp Columbia v jednotlivych
stadiich zivota od semene, pies semenacek az po dospélou rostlinu schopnou reprodukce. (B)
Kvét A. thaliana, (C) pylové zrno a (D) dozralé $esule se semeny. Upraveno podle: Kriamer, 2015.
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2. 2 Transformace pomoci Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens bylo poprvé izolovano z nadort rostlin vroce 1897
Fridianem Cavarainem v Italii (Kado, 2014). Rod Agrobacterium je ptidni gram-negativni
bakterie vykazujici ptevazné saprofyticky zpisob zivota (Bourras et al., 2015). Tato
bakterie obsahuje velké extrachromozomalni plasmidy, tzv. Ti (tumor-inducing)
plasmidy (Shell et al., 1979). Nejedna se o obligatni patogen (Matthysse, 1986).

Agrobacterium tumefaciens zptisobuje nadory neboli tzv. crown gall disease u riznych
rostlinnych druhti tim, Ze zabuduje svou T-DNA (transfer-DNA) ze svého Ti plasmidu
do genomu hostitelské rostliny (Chilton a Drummond, 1978; Tzfira a Citovsky, 2006).
Jedna se o neoplastickou chorobu postihujici zejména dvoudélozné rostliny (Shell et al.,
1979). Tato genetickd transformace mé za nésledek onkogenni pfeprogramovani hostitele
ve prospéch patogenu (Bourras et al., 2015). Aminokyseliny, organicke kyseliny a cukry
uvolnéné ze zranénych rostlinnych bun¢k puisobi jako chemoatraktanti k Agrobacteriu,
jenz infikuje rostlinnou buniku v misté rany nebo skrze priduchy tak, Ze se bakterie volné
navaze na povrch buiiky, a poté takto navdzana bakterie syntetizuje celul6zova vlakna,
ktera toto spojeni stabilizuji (Matthysse, 1986; Matthysse et al., 1994; Gelvin, 2000;
Escobar a Dandekar, 2003).

Jakmile se bakterie dostane do rostliny a detekuje fenolické molekuly uvoliiované
aktivné rostoucimi rostlinnymi bufikami, dopravi do jadra rostlinné bunky svou T-DNA
odvozenou od useku Ti plasmidu. Tuto T-DNA muze bakterie zaclenit do genomu
prijemce, a to diky nékolika virulentnim bakterialnim proteinim (Vir) jako naptiklad
VirD2 nebo VirE2, které obsahuji signalni sekvence a jsou kodovany prave virulentnimi
geny, jejichz exprese je indukovana fenolickymi latkami aktivné rostouci buniky. (Gelvin,
2000; Lee et al., 2009; van Kregten et al., 2009). Témito fenolickymi latkami se mini
predevsim dimethoxyfenoly — acetosyringon (Obr. 2) a a-hydroxyacetosyringon, které se
vyskytuji specialné ve vymésku poranénych, ale metabolicky aktivnich rostlinnych

bunék, a které umoziuji Agrobacteriu rozpoznat nachylné bunky (Stachel et al., 1985).

Os_ CHj,

H,CO OCH;
OH

Obr. 2 Chemicky vzorec acetosyringonu.
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2.2.1Tiplasmid

Ti plasmid je odpovédny za onkogenetické vlastnosti kmenu Agrobacterium. T-DNA,
segment Ti plasmidu, obsahuje informace odpovédné za rist nddorti a tvorbu takzvanych
opint, jako napiiklad oktopin (N-a-(D-1-karboxyethyl)-L-arginin) nebo nopalin (N-a-
(1,3-dikarboxypropyl)-L-arginin, Obr. 3). Tento segment je piepsan a stabilné
exprimovan Vv transformovanych rostlinnych bunikach (Shell et al., 1979) a fidi
nadprodukci fytohormont, jako jsou auxiny a cytokininy, které zpiisobuji proliferaci
infikovanych rostlinnych bunék a produkci opinii (Kalogeraki a Winans, 1995). Bakterie
diky Ti plasmidu maji schopnost tyto opiny, které slouzi bakteriim jako zdroj Zzivin,
katabolizovat (Chilton a Drummond, 1978; Zhu et al., 2000). Proto mtizeme Ti plasmidy
rozdelit na nékolik skupin podle typl opind, jejichz katabolismus Ti plasmidy fidi,
nicmén¢ v poslednich letech bylo zjisténo, ze vSechny znamé Ti plasmidy fidi
katabolismus vice opint. Plasmidy pTiA6NC, pTil5955, pTiAchS, pTiR10 a pTiB6S3,
které jsou povazovany za funkcéné identické, jsou oznacovany jako oktopinové Ti
plasmidy (Zhu et al., 2000). Oktopinové plasmidy nesou geny pro indukci drsnych
nadori, ve kterych je tvofen oktopin. T-DNA se v oktopinovém Ti plasmidu sklada z tii
prilehlych usekd T-DNA: levy (13 kb), centralni (1,5 kb) a pravy (7,8 kb), které jsou pii
transportu z bakterie do rostlinné buinky pfendSeny nezavisle na sob&. Nopalinové
plasmidy ftidi tvorbu hladkych nadori, které obsahuji nopalin, a jejich T-DNA tvoii
souvisly 22 kb dlouhy usek, ktery je pfi transportu pienasen v celku (Hooykaas et al.,
1980; Sheng a Citovsky, 1996).

A B
O._ _OH O.__OH
e T
H NH H NH
HNM \ﬂ/ 2 HN!’\/"\/ T 2
HO\H/\ NH HDMOH NH
(0] O O

Obr. 3 Chemicky vzorec oktopinu (A) a nopalinu (B).
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2. 2.2 Prenos T-DNA do buiiky hostitele

Ti plasmid koduje priblizn€ 25 vir genl uspotadanych v Sesti nebo sedmi operonech
(virA, virB, virG, virC, virD, virE a virF). Produkty téchto vir geni zprostfedkovavaji
prenos segmentu plasmidové DNA (T-DNA) z bakterie do jadra infikované rostlinné
buniky (Obr. 4), kde je T-DNA kovalentné integrovana do genomove DNA rostliny
(Winans et al., 1986; Winans, 1992). VirA a VirG proteiny, které jsou kédovany virA a
virG geny z Ti plasmidu, jsou nezbytné pro indukci ostatnich vir genti a tvorbu nadort v
rostlin€. VirA je citlivy na ptitomnost fenolickych latek produkovanych rostlinou a mtze
byt autofosforylovan, pficemz se fosfat vaze na histidinovy zbytek. Tento signal ve forme
vysokoenergetické vazby je dale pfenesen na VirG a takto fosforylovany protein
interaguje s tzv. vir boxem (konzervovana 12 part bazi dlouha sekvence) v oblasti
promotoru, kde specificky aktivuje transkripci vSech vir gend (Jin et al., 1990; Winans,
1992; Sheng a Citovsky, 1996). Takto indukovana bunka Agrobacterium tumefaciens
za¢ne produkovat jednovlaknovou kopii T-DNA, jenz se nachazi pouze v jedné kopii
na jednu bakterialni buiiku (Stachel et al., 1986). Pfi tomto procesu funguji proteiny
VirD1 a VirD2 jako endonukleasy (De Vos a Zambryski, 1989). virC kdduje dva proteiny
—VirClaVirC2 (Close et al., 1987). VirC1 muze zvysit produkci jednovlaknové T-DNA
z oktopinového Ti plasmidu v ptipadé, ze proteiny VirD1 a VirD2 jsou né&jakym
zpusobem omezeny (De Vos a Zambryski, 1989).
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Obr. 4 Schéma pirenosu T-DNA z bakterie do rostlinné burky. Proces zacina rozeznanim
poranéné rostlinné buiiky a pfipojenim bakterialni buiiky na rostlinnou. Bakteridlni burika piijme
z rostlinné bunky signal pomoci proteini VirA a VirG, které aktivuji vir oblast Ti plasmidu.
Pomoci proteint VirD1 a VirD2 se vystépi jednovlaknova T-DNA, na jejiz 5° konec se navaze
protein VirD2 a vytvoii T-komplex. Ten pak s dal§imi Vir proteiny putuje do rostlinné bunky
skrz VirB/D4 T4SS kandl. V rostlinné bunce je potom po celé délce T-DNA navazan protein
VIirE2, ktery chrani tuto T-DNA pied nukledzami rostlinné buiiky. T-komplex je poté pienesen
do jadra, proteiny VirD2 a VirE2 jsou od$tépeny a T-DNA je integrovana do DNA rostliny.
Upraveno podle: Tzfira a Citovsky, 2006.

Pro pfenos T-DNA z bakterie do rostlinné bunky je nutny tzv. T-komplex (Obr. 5).
Ten se sklada pravé z jednovldknové kopie T-DNA a jedné molekuly VirD2 proteinu,
ktera je kovalentné vazana na 5° konec T-DNA. Tento komplex je po celé jeho délce
po ptenosu do rostlinné bunky pokryt VirE2 proteiny, které se vazi na jednovlaknovou
DNA (Herrera-Estrella et al., 1988; Zupan et al., 2000). Protein VirD2 udrzuje vlakno T-
DNA tenké a nesbalené, protoze jen tak je mozno vlakno pifenést z bakterialni bunky
do rostlinné (Sheng a Citovsky, 1996). VirE2 poté v rostlinné buiice naseda na T-
komplex a chrani T-DNA pied nukleazami (Lacroix a Citovsky, 2013). virB operon
koduje 11 VirB proteint (VirB1-VirB11), z nichz vSechny, kromé VirB1, jsou esencialni
pro virulanci bakterie, a tedy i pfenos DNA. VirB1 je potifebny pro ucinny pienos DNA
(Berger a Christie, 1994; Anderson et al., 1996). VirB4 obsahuje doménu vazici nukleotid
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trifosfat (NTP), coz znamena, Ze protein VirB4 hydrolyzuje NTP, a poskytuje tak energii
pro transport T-komplexu (Berger a Christie, 1993). VirB11 ma ATPasovou aktivitu,
ktera je stimulovana pfitomnosti jednovldknové DNA. Tento protein vSak s DNA
neinteraguje pfimo, nybrz asociuje s jinymi proteiny vazici se na DNA, jako naptiklad
VirD2 a VirE2. Rovnéz mize byt VirB11 autofosfotylovan, ¢imz si protein reguluje svou
vlastni aktivitu i aktivitu ostatnich Vir proteint. Tyto dvé vlastnosti (ATPasova aktivita,
autofosforylace) hraji dulezitou roli pti transportu T-DNA (Christie et al., 1989).

Pro pienos T-DNA z bakterie do rostlinné bunky je nutny tzv. T-komplex (Obr. 5).
Ten se sklada pravé z jednovlaknové kopie T-DNA a jedné molekuly VirD2 proteinu,
ktera je kovalentné vazana na 5” konec T-DNA. Tento komplex je po celé jeho délce
po pfenosu do rostlinné buiiky pokryt VirE2 proteiny, které se vazi na jednovlaknovou
DNA (Herrera-Estrella et al., 1988; Zupan et al., 2000). Protein VirD2 udrzuje vlakno T-
DNA tenké a nesbalené, protoze jen tak je mozno vlakno pienést z bakterialni bunky
do rostlinné (Sheng a Citovsky, 1996). VirE2 poté v rostlinné buiice naseda na T-
komplex a chrani T-DNA pied nukleasami (Lacroix a Citovsky, 2013). virB operon
koduje 11 VirB proteinti (VirB1-VirB11), z nichz vSechny, kromé VirB1, jsou esencialni
pro virulanci bakterie, a tedy i pfenos DNA. VirB1 je potiebny pro ucinny prenos DNA
(Berger a Christie, 1994; Anderson et al., 1996). VirB4 obsahuje doménu vazici nukleotid
trifostat (NTP), coz znamend, Ze protein VirB4 hydrolyzuje NTP, a poskytuje tak energii
pro transport T-komplexu (Berger a Christie, 1993). VirB11 ma ATPasovou aktivitu,
ktera je stimulovana pfitomnosti jednovldknové DNA. Tento protein vSak s DNA
neinteraguje pfimo, nybrz asociuje s jinymi proteiny vazici se na DNA, jako napftiklad
VirD2 a VirE2. Rovnéz mize byt VirB11 autofosfotylovan, ¢imz si protein reguluje svou
vlastni aktivitu i aktivitu ostatnich Vir proteint. Tyto dv¢ vlastnosti (ATPasova aktivita,

autofosforylace) hraji dilezitou roli pti transportu T-DNA (Christie et al., 1989).

jednovldknova T-DNA

Obr. 5 Schéma T-komplexu. Jednovlaknova T-DNA ma na svém 5° konci kovalentné vazany
protein VirD2, ktery T-DNA udrzuje natazenou. Spolu s dal$§imi proteiny je tato T-DNA
pienesena z bakterialni bunky do rostlinné. Tam je po celé své délce pokryta proteinem VirE2,
ktery T-DNA chrani pied nukleasami hostitelské burky.
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cytoplasma

substrat

Obr. 6 Experimentalné predpovézena struktura VirB/D4 sekre¢niho systému typu IV u
Agrobacterium tumfaciens. Sipky znazorfiuji smér, kterym je substrat (T-DNA) pienesen
Z bakterialni buiiky. OM = vnéjsi membrana, IM = vnitini membrana. Upraveno podle: Wallden
etal., 2010.

Pfi pfenosu VirE2 skrz VirB/D4 T4SS hraje roli protein VirEl, ktery funguje jako
chaperon pro VirE2, jenZ brani tvorbé homodimeru VirE2-VirE2. Chaperon VirE1l je také
zapojen pii rozeznani proteinu VirE2 VirB/D4 sekre¢nim systémem typu IV (Deng et al.,
1999), ale neni pro interakci proteinu VirE2 a VirB/D4 T4SS nutny. Spolu s VirD2 a
VirE2 jsou do hostitelské bunky pies VirB/D4 T4SS pteneseny i proteiny VirE3 a VirF,
které jsou dale zapojeny pii procesu integrace T-DNA (Vergunst et al., 2003).

2. 2.3 Pirenos T-DNA do jadra buiiky hostitele

Sekvencni analyza VirD2 proteinu prokazala, ze VirD2 obsahuje dva jaderné
lokaliza¢ni signaly (NLS) situované na C i N konci proteinu (Herrera-Estrella et al., 1996;
Howard et al., 1992), pficemz hlavni roli pii infekci hraje NLS na C konci proteinu
(Shurvinton et al., 1992). VirE2 rovnéZ obsahuje NLS na obou svych koncich a funguje
jako prostiednik, ktery zajist'uje, ze T-komplex zlstane natazeny a nesbaleny a chrani T-
DNA pted degradaci. Navic T-komplex obsahuje az 600 molekul tohoto proteinu, proto
VIirE2 zvysuje diky svym NLS pravdépodobnost, ze bude T-komplex dopraven do jadra
(Citovsky et al., 1988; Citovsky et al., 1992). Pro ptenos T-DNA do jadra bunky je
u Arabidopsis dulezita interakce VirD2 s karyoferinem o (KAPa), jenz interaguje
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s VirD2 pies C konec jeho NLS sekvence a poméaha T-komplex dopravit do jadra. KAPa,
je svou sekvenci homologni s proteiny, které se vazi na NLS u kvasinek a zvitat, jenz
patii do skupiny karyoferint o (Ballas a Citovsky, 1997).

Dale je nutna specificka interakce VirE2 proteinu s proteinem VIP1 (VirE2-interacting
protein 1) a VIP2 (VirE2-interacting protein 2). VIP1 ma schopnost transportovat VirE2
do jadra bunky a je esencidlni pro vznik nadoru zptisobeného Agrobacteriem u rostlin
(Tzfira et al., 2001). Rostliny s vyfazenym genem pro VIP2 neni mozné stabilné
transformovat pomoci Agrobacteirum tumefaciens, navic nedojde k integraci T-DNA
do genomu rostliny, tudiz je VIP2 dulezity pfi procesu pienosu i integrace T-DNA

(Anand et al., 2007).

2. 2.4 Integrace T-DNA

Integrace T-DNA je komplexni proces, ktery mulize probihat rGznymi mechanismy
Vv zéavislosti na stavu genomu hostitele, a proto se pti tomto procesu zapojuji rizné skupiny
faktori. T-DNA je do genomu rostliny zabudovana na zdkladé nehomologni
rekombinace, pficemz Casto nejde o stabilni transformaci. Obecné je vétSinou vys$si
hladina transientné exprimovanych genti z T-DNA nez exprese stabiln¢ integrovanych
genu T-DNA. Pii integraci T-DNA jsou zapojeny oba proteiny, které jsou asociovany
svlaknem T-DNA, a to VirD2 a VirE2, které jsou rovnéz spolu s T-DNA dopraveny
do jadra. Pfedpoklady, ze VirD2 funguje dale jako ligasa nebo integrasa nebyly
potvrzeny, proto podstatnou roli pfi integraci T-DNA do genomu rostliny nejspi§ hraji
jiné faktory, predev§im dalsi rostlinné proteiny. VirD2 protein interaguje s mnoha
rostlinnymi proteiny, které mohou byt ptimo nebo neptimo zapojeny v procesu integrace.
Piedpoklada se, ze VirD2 mize mit funkci pfi interakci s rostlinnymi enzymy
zapojujicimi se pii opravach DNA nebo pfi interakci s nékterymi strukturnimi proteiny
chromatinu (Sheng a Citovsky, 1996; Ballas a Citovsky, 1997; Gelvin, 2000;
Ziemienowicz et al., 2001; Ziemienowicz et al., 2008). U vojtésky VirD2 protein
interaguje také s ortologem cyklin-dependentni kinasy CAK2M, ktera fosforyluje C
konec regulacni domény nejvétsi podjednotky RNA polymerasy II, kterd se v jadie bunék
vaze na TATA-box (Deng et al., 1998; Bako et al., 2003). VirE2 se na integraci podili
nepiimo tim, Ze chrani T-DNA pted degradaci (Rossi et al., 1996). Za to VIP1, ktery
asociuje s proteinem VirE2 a napomaha jeho lokalizaci do jadra bunky, se na integraci

podili pfimo svou interakci s histonem H2A v hostitelské burnce a je rovnéz nezbytny
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pro vznik nadoru (Li et al., 2005). Pfed samotnou integraci je nutné proteolyticky
odstranit proteiny navazané na T-DNA tak, ze VIP1 vytvoti komplex s VirE2 a VirF,
ptiemz VirF zpusobuje destabilizaci VIP1 a muzZe vést oba proteiny k degradaci (Tzfira
a Citovsky, 2006).

Mista integrace T-DNA souviseji s oblastmi chromozomu s vy$§im po¢tem gent.
V mistech kolem centromery nebo pobliz telomer, kde je obsazeno méné genti, bylo
zaznamenano mén¢ inzerci. Oblasti mist iniciace transkripce a polyadenylace genti jsou
Castym cilem integrace T-DNA (Szabados et al., 2002; Li et al., 2006). Na urovni DNA
se integrace odehrava v mistech bohatych na thymin. Mezi hostitelskou DNA a levym
koncem T-DNA vznikne kratky tsek dvousroubovice, coz nastiluje ramec prub&hu
rekombinace. Rekombinace mezi pravym koncem T-DNA a hostitelskou DNA zahrnuje
dalsi vznik 2-3 part bazi dlouhé dvousroubovice (Obr. 7). Po degradaci 3¢ konce T-DNA
(po sméru dvousroubovice) dojde mezi nastépenym hostitelskym vldknem DNA a 3°
koncem T-DNA k ligaci pomoci rostlinnych enzymu. Na druhém vlakné hostitelské DNA
dojde k vzniku tzv. nicku (jednovlaknovy zlom DNA, Vriend et al., 2017), coz vede
k syntéze komplementarniho vlakna T-DNA. Neshody ve Sroubovici jsou opraveny
rostlinnymi enzymy, pfi¢emz je sekvence T-DNA pouzita jako templat. Tento proces

mize mit za nasledek deleci urcité ¢asti hostitelské DNA (Brunaud et al., 2002).

ety Rostlinna DNA 2
CRVTIA

(Mh = ATNTGC GA

-
*

3’ (levy konec

T-DNA 5’ (pravy konec)

Obr. 7 Proces integrace T-DNA do genomu rostliny. (T)n = misto bohaté na thymin, 2 = nick. T-
DNA hleda komplementarni Usek hostitelské DNA za mistem bohatym na thymin. Po vzniku
nicku dochazi k syntéze komplementéarniho vlakna T-DNA, dokud neni dosazeno pravého konce
T-DNA. Upraveno podle: Brunaud et al., 2002.
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2. 3 MAPK signalizace

Tolerance vucéi stresu u rostlin zavisi na mnoha faktorech, mezi kterymi hraji hlavni roli
mitogen-aktivované proteinkinasy (MAPK) (Samajova et al., 2013). MAPK kaskady jsou
evoluéné konzervovani univerzalni ptenaseci signalu, ktery muze byt vyvolan biotickym
nebo abiotickym stresem (Samaj et al., 2004), a kteii jsou schopni pielozit extracelularni
signaly do prislusné odpovédi eukaryotni bunky (Marshall, 1994; Opdenakker et al.,
2012). Za odpoveéd’ jsou povazovany jak zmény na subcelularni urovni, tak 1 transaktivace
genové exprese (Samajova et al., 2013), mitdza, apoptoza, diferenciace, pohyblivost nebo
samotné preziti buniky (Cargnello M. a Roux P. P., 2011). MAPK signalni drahy mohou
byt aktivovany také pomoci druhych (sekundarnich) poslt, jako jsou napiiklad inositol
fosfaty, ROS (reaktivni formy kysliku), oxid dusnaty a kyselina fosfatidova. Ty mohou
ovlivitovat intracelularni hladiny Ca?*, které dale iniciuji spusténi proteinovych
fosforylacnich kaskad, jenz se pfimo podileji na bunéné ochrané nebo ovliviiuji
transkripéni faktory. Tyto transkrip¢ni faktory aktivuji specifické geny, které se mohou
podilet na vzniku regulaénich hormont, jako je napf. kyselina abscisova, ethylen,
kyselina jasmonova a kyselina salicyova (Xiong et al., 2002).

Na biochemické trovni existuji dva mozné zptsoby, jak mohou MAPK regulovat
aktivitu jinych proteint. Prvni zptisob — aktivované MAPK mohou fosforylovat, a tim
regulovat funkci jadernych transkripénich faktori nebo cytoplasmatickych slozek
cytoskeletu a/nebo jinych kinas. Druhy zptisob — ostatni regulacni proteiny mohou byt
ovlivnény MAPK piimou fyzickou interakci s MAPK komponenty (s ndslednou nebo bez
nésledné fosforylace) (Samaj et al., 2004).

MAPK signalni drahy jsou tvofeny z dynamickych proteinovych komplext (Obr. 8).
Kazda MAPK drdha se sklada ze souboru téi evolu¢né konzervovanych, kaskadovité
pusobicich kinas: mitogen-aktivovana proteinkinasa kinasa kinasa (MAPKKK, MAP3K
nebo MEKK), mitogen-aktivovana proteinkinasa kinasa (MAPKK, MAPK2K nebo
MKK) a mitogen-aktivovana proteinkinasa (MAPK nebo MPK) (Cargnello M. a Roux P.
P., 2011). MAPKKK mohou byt obecné aktivovany receptory, a to bud’ pfimym
fyzickym kontaktem s receptorem a/nebo mohou byt MAPKKK fosforylovany danym
receptorem (Jonak et al., 2002). Serin/threonin MAPKKK potom dale fosforyluji
serinové nebo threoninové zbytky v konzervovaném motivu S/T-X3-5-S/T v aktivaéni
smycce odpovidajici MAPKK, nicméné kazdd MAPKK mtiZe byt aktivovana vice nez

jen jednou MAPKKK. MAPKK poté dvojité fosforyluji threoninové a tyrosinové zbytky
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konzervovaného motivu T-X-Y Vv aktiva¢ni smyéce jejich MAPK partnera (Chang a
Karin, 2001). Kazdy typ bunky obsahuje n€kolik druhtt MAPK kaskad, proto kromé
rozeznani a nasledné fosforylace T-X-Y aktiva¢ni smycky, MAPKK také obsahuji
konzervovany sekvencni motiv, ktery je odpovédny za vysokou afinitu MAPKK pouze
k jeji spravné MAPK (Bradwell a Thorner, 1996). MAPK dale fosforyluji fadu substratu,
véetn¢ transkripénich faktorl, proteinkinas a cytoskeletarnich proteini (Jonak et al.,
2002). Takto jsou regulovany dilezit¢ bunécné funkce jako je naptiklad produkce
cytokinint a proteas, bunécny cyklus, metabolismus, bunécna proliferace nebo apoptoza
(Cuevas et al., 2007).

Pti dokonceni projektu sekvenovani genomu A. thaliana bylo zjisténo, ze existuje

20 MAPK, 10 MAPKK a 60 MAPKKK (Ichimura et al., 2002).

membrana

Cytoplasmaticka

stresovy podnét

- - - -
" Y

ATP ADP ATP ADP

Obr. 8 Schématické znazornéni MAPK kaskad. Stresovy podnét skrze receptor aktivuje
ptislusnou MAPKKK tak, ze je danym receptorem fosforylovana. Tyto MAPKKK dale
fosforyluji Ser nebo Thr zbytky v aktiva¢ni smycce svého MAPKK partnera. MAPKK pak déale
dvojiteé fosforyluje Thr a Tyr v aktiva¢ni smycce prislusné MAPK. Ta potom dale pteda signal
dal$im cilovym substratim.
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2. 3.1 MAPKKK

MAPKKK piedstavuji nejvétsi rodinu v ramci MAPK kaskady, ale jen mélo z téchto
gend bylo piimo spojeno s fyziologickymi funkcemi A. thaliana (Sun et al., 2014).
Analyza zalozend na sekvenovani aminokyselin katalytické domény proteinkinas
ukazala, ze MAPKKK u Arabidopsis spadaji do dvou hlavnich skupin: MEKK proteinové
kinasy a Raf-like proteinové kinasy (Ichimura et al., 2002). Vedle téchto dvou skupin se
také hovoti o ZIK-like skuping, také nazyvané WNK (With No lysine Kinase) (Sun et al.,
2014). U savcu se podili na regulaci iontové homeostazy a jinych patofyziologickych
procest jako napiiklad rakovina nebo vysoky krevni tlak. WNK-like geny byly rovnéz
identifikovany v rostlinnych systémech, véetné deseti genti u Arabidopsis. U Arabidopsis
tato WNK skupina reguluje dobu kveteni tak, ze je ovlivnéna dobou fotoperiody (Kumar
etal., 2011).

Do tfidy MEKK patii 12 ¢lent. Prikladem mohou byt MEKK1 u saved, STE11
u kvasinek, OMTK1 (oxidative stress-activated MAP triple-kinase 1) u vojtésky
(Medicago sativa) nebo YODA u Arabidopsis, ktera je asociovana s tvorbou pruduch;
neptitomnost genu YDA vede k nadmérné tvorbé pruduchii a pii jeho zvySené expresi je
tvorba pruducht blokovana (Ichimura et al., 2002; Bergmann et al., 2004; Nakagami et
al., 2004; Meng a Zhang, 2013).

Do tfidy Raf-like se fadi pfiblizné 50 ¢lenti (Meng a Zhang, 2013), jako naptiklad
CTR1 u Arabidopsis, EDR1 nebo DSMI1 u ryze (Oryza sativa) (Sun et al. 2014) a dalsi.
MEKK skupina zahrnuje vSechny proteiny, jejichz kinasové domény maji vyraznou
podobnost s typickymi MAPKKK, jako naptiklad STE11 nebo BCK1 (Bypass of C
kinase 1) u kvasinek. Do skupiny Raf-like jsou klasifikovany vSechny Raf kinasy, které
se svou sekvenci li§i od MEKK (Ichimura et al., 2002).

2.3.2 MAPKK

Rostlinné MAPKK mohou byt rozdéleny do 4 skupin (A-D) zalozenych na podobnosti
sekvenci. Prvni skupina A zahrnuje MKK1, MKK2 a MKK®6 u Arabidopsis (Meng a
Zhang, 2013). MKK1 a MKK2 jsou asociovany s biotickym a abiotickym stresem, navic
ob¢ interaguji s MPK4, coz bylo potvrzeno dvou-hybridnim kvasinkovym testem (Qiu et
al., 2008). MKK2 je specificky aktivovana solnym stresem a chladem (Teige et al., 2004).
Skupina B zahrnuje MKK3 u Arabidopsis. MKK3 se tcastni kaskad, které¢ jsou vyvolany

patogeny a jsou iniciovany kyselinou jasmonovou (Rodriguez et al., 2010). Skupina C

22



zahrnuje MKK4 a MKKS, které ptedavaji signal na MPK3 a MPK6 pfi regulaci
rostlinného vyvoje a obrannych odpovédi. Do skupiny C se také fadi SIMKK (salt-stress
inducible protein kinase kinase) u vojtésky. SIMKK zprostiedkovava soli indukovanou
aktivaci SIMK, pfi¢emz ale mize SIMK aktivovat i bez ptfijmuti signalu od MAPKKK
(Ichimura et al., 2002; Kiegerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002). Skupina D zahrnuje
MKK7, MKK8, MKK9 a MKK10 (Meng a Zhang, 2013). MKK geny skupin C a D

u Arapidopsis neobsahuji introny (Ichimura et al., 2002).

2.3. 3 MAPK

Rostlinné MAPK maji ve svych aktivacnich smyckach T-D-Y nebo T-E-Y fosforyla¢ni
motiv (Rodriguez et al., 2010). Tyto MAPK muzou byt rozdéleny do 4 skupin (A-D),
podle toho, zda v aktiva¢ni smy¢ce obsahuji ve svém motivu kyselinu glutamovou (T-E-
Y) nebo kyselinu asparagovou (T-D-Y). MAPK s fosforylaénim motivem T-E-Y se déli
do skupin A, B a C. MAPK s fosforylaénim motivem T-D-Y spadaji do skupiny D
(Ichimura et al., 2002).

Skupina A je nejvice zapojena pii hormondlnich odpovédich na stres anebo pii reakci
na zivotni prostfedi. U Arabidopsis jsou MPK3 a MPK6 aktivovany pii oxidativnim
stresu, zejména reaktivnimi formami kysliku jako naptiklad H.O2 nebo K20. Predevsim
MPKG6 je aktivovana také 3-amino-1,2,4-triazolem nebo paraquatem, coz je toxicky
kontaktni herbicid (Kovtun et al., 2000; Yuasa et al., 2001; Ichimura et al., 2002; Saravu
etal., 2013). MPK3 muze byt aktivovana patogeny (napiiklad receptorem pro bakterialni
protein flagelin), reakci na dotek, solnym stresem nebo pti dehydrataci (Mizoguchi et al.,
1996; Asai et al., 2002). MPK3 je svou sekvenci vyrazné podobna WIPK u tabaku, kde
je zapojena pii transdukci signalu pii poranéni. V tabaku se také nachazi SIPK (salicylic-
acid-induced protein kinase) a muze byt aktivovana biotickym i abiotickym stresem. U
vojtésky (Medicago sativa) je SIMK zapojena pfi reakcich na stres (Ichimura et al.,
20002).

Do skupiny B se fadi predev§im MPK4, jejiz aktivita je zvySena biotickym a
abiotickym stresem, jako naptiklad poranénim, chladem, dotekem, nizkou vlhkosti nebo
elicitory patogent (Ichimura et al., 2000; Desikan et al., 2001; Ichimura et al., 2002).
MPK4 u Arabidopsis funguje jako negativni regulator obrany proti biotrofnim parazitim
zprostfedkované kyselinou salicylovou. MPK4 je také dilezitd pfi obran& proti

patogentiim, ktera je zprostiedkovana ethylenem nebo kyselinou jasmonovou (Brodersen
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et al, 2006). Dale do skupiny B patii napt. MMK3 u vojtésky, ktera je pfitomna béhem
celého bunécného cyklu, nicméné jeji kinasova aktivita je zapnutd pouze pii mitoze
(Bogre et al., 1999). Ntf6 u tabaku (Nicotiana tabacum) je aktivovana specificky béhem
mitdzy, konkrétn¢ v pozdni anafazi nebo rané telofazi a nachazi se docasné
ve fragmoplastu (Calderini et al., 1998; Ichimura et al., 2002).

Skupina C a jeji funkce pii pfendseni stresového signdlu v rostling jsou do ted’ malo
znamy. Do této skupiny patii napiiklad MPK7 (Cheong a Kim, 2010).

Skupina D zahrnuje 8 MPK u Arabidopsis: MPK8, MPK15, MPK9, MPK17, MPK16,
MPK18, MPK19 a MPK20 (Ichimura et al., 2002). Dale pak naptiklad BWMK1 a
MAPK?2 u ryze (Oryza sativa) nebo TDY'1 u vojtésky (Medicago sativa), pfi¢emz jsou
tyto MAPK indukovény plisnémi nebo poranénim. Pfedev§im BWMKI1 hraje vyznamnou
roli pfi signalizaci a obrané u ryze, kde tato MPK aktivuje transkripéni faktory, jako jsou
EREBP a WRKY33. (Zhang a Klessing, 2001; Cheong et al., 2003; Koo et al., 2009;
Cheong a Kim., 2010). MPKS& je aktivovana mechanickym poskozenim, jeji aktivace vSak
vyzaduje pfimé navazani kalmodulini (CaM), coz jsou Ca?* dependentni proteiny hrajici
zabranuje akumulaci ROS v burtice tim, Ze kontroluje expresi Rboh D genu, ktery hraje
klicovou roli ve vytvareni a signalizaci ROS. RbohD enzymova aktivita je regulovana

navazanim Ca?* a fosforylaci (Takahashi et al., 2011).

2.3.3.1 MPK3

Mitogen-aktivovana proteinkinasa 3 hraje dulezitou roli v pfenaseni stresového signalu
u rostlin (Gao et al., 2010). MPK3 je aktivovana exogennim peroxidem vodiku, ktery
vznikd ve svéracich buiikach priduchu pfi napadeni rostliny patogeny, ve tm¢ anebo
v pfitomnosti 0zonu. K jeji aktivaci peroxidem vodiku muze dojit pomoci ANP1
MAPK kaskady vedouci k indukci MPK3 (Kovtun et al., 2000). MPK3 se tedy ucastni
signalni drahy peroxidu vodiku pfi zavirani nebo pfi inhibici otevirani priducht. Rovnéz
se ucastni inhibice otevirani praduchti vyvolaného kyselinou abscisovou (Gudesblat et
al., 2007). MPK3 hraje v rostlinach dilezitou roli nejen pfi vyvoji indukované rezistence
na abioticky, ale i na bioticky stres (Beckers et al., 2009). MPK3 je u rostlin odpovédna
za riboflavinem indukovanou rezistenci vii¢i patogenim (Nie a Xu, 2016) a je také

aktivovana pii zaznamenani flagelinu, bakteridlniho proteinu z biciku, receptorem FLS2
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(Goméz-Goméz a Boller, 2000; Asai et al., 2002). MPK3 je taktéz aktivovana
mechanickym stresem nebo hypoosmotickym tlakem (Droillard et al., 2002).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3. 1 Material a metody
3. 1. 1 Laboratorni pristroje

Chlazena centrifuga Scanspeed 1730R (Labogene), laboratorni piedvazky S1502 (BEL
Engineering), analyticke vahy XA 110/2X (Radwag), pH metr PC 2700 (Eutech
Instruments), laminarni box (Merci), vortex MIXER (Labnet International, Inc.), lednice
Liebherr (MED line), tiepacka s nastavitelnou teplotou inkubace Orbital Shaker ES-20
(Biosan), spektrofotometr SmartSpec™ Plus (Bio-Rad), mikrovinna trouba MGE23
(Hitachi), magneticka michacka MSH-420 (Boeco), fytotronovd komora Weiss
(Gallenkamp), autoklav Sterivap HP IL (MMM Group).

3. 1. 2 Mikroskopické vybaveni laboratore

Vsechny uvedené¢ mikroskopy a objektivy pochdzeji od firmy Zeiss a jsou fizeny

programy ZEN Blue edition a Zen Balck edition.

Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop LSM 710 Axio Imager 2 s pouzitymi
objektivy:

Plan-Apochromat 20x/0,8 M27
Plan-Apochromat 40x/1,4 Oil DIC M27
Alpha Plan-Apochromat 63x/1,46 Oil Korr M27

Konfokalni mikroskop s rotujicim diskem Cell Observer SD Axio Observer.Z1

S pouzitymi objektivy:

Plan-Apochromat 20x/0,8 M27
EC Plan-Neofluar 40x/1,30 Oil DIC M27
Epifluorescencni mikroskop Imager.M2 s pouzitym objektivem:

EC-Plan Neofluar 10x/0,3
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3. 1. 3 Chemikalie

AgroBio: Silwet STAR
Duchefa Biochemie: MES, Murashige & Skoog médium Basal salt mixture

(M0222.0050), Phyto agar, Phosphinotricin (fosfinotricin),
Ticarcillin (tikarcilin)

Plant media: YEB médium

Sigma-Aldrich: 3',5'-Dimethoxy-4'-hydroxyacetophenon (acetosysingon),

chlorid hore¢naty (MgCly), sacharosa, Phytagel™, hydroxid
draselny (KOH)
Zeiss: Imerzni olej 518F

3. 1. 4 Rostlinny material

Rostliny Arabidopsis thaliana (L.) Heynh: ekotyp Columbia (Col-0).
Rostliny Nicotiana benthamiana L.

3. 1. 5 Mikrobiologicky material

Konstrukty pro C-terminalni fuzi pMPK3::MPK3:mCherry ve vektoru pB7m34GW a pro
N-terminalni fuzi pMPK3::mCherry:MPK3 ve vektoru pB7m34GW pro transformaci
Agrobacterium tumefaciens byly ptipraveny Mgr. Dominikem Novakem metodou
MultiSite Gateway®. Ob¢ fuze MPK3 genu byly klonovany pod nativnim promotorem.
Tyto konstrukty byly Mgr. Dominikem Novakem transformovéany do bakterialniho

kmenu Agrobacterium tumefaciens GV3101, nesouciho rezistenci vuéi rifampicinu.

3. 1. 6 Metody
3. 1. 6. 1 Transientni transformace listd Nicotiana benthamiana L.

Transientni transformace listd Nicotiana benthamiana L. pomoci Agrobacterium
tumefaciens GV3101 konstrukty pMPK3::MPK3:mCherry v pB7m34GW a
pPMPK3::mCherry:MPK3 v pB7m34GW.

Rostliny Nicotiana benthamiana pouzité pro transientni transformaci byly péstovany
in vivo v kvétinacich na panelu fytotronu pii 21 °C a dlouhé fotoperiodé 16 hodin svétlo

a 8 hodin tma.
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Obdrzena tekuta kultura Agrobacterium tumefaciens GV3101, nesouci pfislusny
plasmid, byla kultivovana na tfepacce pii 28 °C, 220 rpm do ODeoo 0,4 v 5 ml YEB média
(Plant Media) obsahujicim piislusna antibiotika (rifampicin o koncentraci 50 ng/ml a
spektinomycin o koncentraci 100 ng/ml).

Bakterialni kultura A. tumefaciens byla poté centrifugovana pii 3 000 g po dobu 10
min pii 4 °C. Supernatant byl odlit a pelet byl rozsuspendovan vortexovanim v 5 ml
sterilniho kultiva¢niho média (10 mM MES, 150 uM acetosyringon, 10 mM MgCl; pH
5,6). Inkubace probihala 2h pii pokojové teploté. Plastovou stiikackou byla suspenze
skrze priduchy na spodni stran¢ listu vtlacena do mezofylu listu N. benthamiana (Obr 9).
Rostliny byly poté piekryty tmavym igelitovym sackem a inkubovany pies noc, druhy
den byly odkryty a pfeneseny na panely fytotronu. Tieti den od transformace byly

pozorovany pomoci mikroskopu.

g

Obr. 9 Transientni transformace listd Nicotiana benthamiana, demonstrace vtlageni bakterialni
suspenze A. tumefaciens do mezofylu listu N. benthamiana.
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3. 1. 6. 2 Mikroskopicka dokumentace lista Nicotiana benthamiana L.

Z ¢asti listu N. benthamiana byl zhotoven preparat, ktery byl pozorovan pod krycim
sklickem z abaxialni strany, a byly dokumentovany optické fezy v Z rovin€. Jako médium
byla pouzita voda. Pro pozorovani listu byl pouzit konfokalni mikroskop s rotujicim
diskem s nastavenymi parametry pro detekci mCherry. Pro excitaci byl pouzit excitaceni
laser o vlnové délce 561 nm a emisni filtr propoustél svétlo o vinové délce 610 nm. Byly
pouzity objektivy Plan-Apochromat 20x/0,8 M27 EC a Plan-Neofluar 40x/1,30 Oil DIC
M27.

3. 1. 6. 3 Povrchova sterilizace semen Arabidopsis thaliana

Malé mnozstvi odpovidajici 50 pl dozralych semen A. thaliana bylo pteneseno
do laminarniho boxu v plastové zkumavce typu Eppendorf. Pomér semen ku
sterilizacnimu roztoku byl pfiblizné 1:32. Do zkumavky bylo pfidéno 1,6 ml 70%
ethanolu a semena byla 5 minut promyvana. 70% ethanol byl pomoci pipety odséat a poté
byla semena promyvana ve stejném mnoZzstvi 96% ethanolu po dobu 1 min. Ethanol byl
opét odsat a dale byla semena 2x po dobu 5 min promyta sterilni destilovanou vodou.
Semena byla pomoci pipety rozkapana na filtra¢ni papir ve sterilni Petriho misce a voda

se nechala odpatit. Poté byla semena v Petriho misce skladovana v lednici pii 4 °C.

3. 1. 6. 4 Priprava > MS média pro péstovani rostlin Arabidopsis thaliana

% MS médium (Murashige a Skoog, 1962) bez vitaminu bylo ptipraveno podle navazek
z Tab. 1. Jako vodny roztok byla pouzita destilovana voda. Takto pfipravené médium
bylo v sklenénych lahvich sterilizovano autoklavovanim a déle se s médiem pracovalo
ve sterilnich podminkach. Dle potieby bylo ztuhlé médium rozvafeno v mikrovinnée
troubé& a nalito do ctvercovych Petriho misek. Po vychladnuti média na pfiblizné 35 °C

doslo k jeho opétovné polymerizaci a ztuhnuti.
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Tab. 1 Slozeni 2 MS média pro péstovani rostlin Arabidopsis thaliana

Navazka na 1 1 média piipraveného v dH20

MS sul — Basal salt mixture 2,15¢
Phytagel 8¢
Sacharosa 10¢g
pH 58*

* Upraveno pomoci 1,0 mol.I* a 0,1 mol.I'* KOH
3. 1. 6. 5 Vysazeni semen Arabidopsis thaliana

Semena Arabidopsis thaliana ekotyp Col-0 byla pomoci dievéné tyéinky ve sterilnich
podminkéch vysazena na ¥2 MS médium v Petriho misce. Petriho misky byly uchovany
2 dny v lednici v horizontalni poloze pii 4 °C kvili stratifikaci semen a poté byly Petriho
misky 18 dni ve svislé poloze inkubovany na panelu fytotronu. Poté byly semenacky
preneseny do hliny v kvétinacich a péstovany dale ve fytotronu. Po dalsich 3 tydnech byla
provedena stabilni transformace, tzv. floral-dip (Clough a Bent, 1998), popsana nize.
Rostliny Arabidopsis thaliana ekotyp Col-0 byly péstovany ve fytotronu pii 21 °C

a svételnych podminkach dlouhé fotoperiody 16 h svétlo, 8 h tma v kvétinacich.

3. 1. 6. 6 Stabilni transformace rostlin Arabidopsis thaliana

Stabilni transformace Arabidopsis thaliana pomoci Agrobacterium tumefaciens GV3101
konstrukty pMPK3::MPK3:mCherry v pB7m34GW a pMPK3::mCherry:MPK3
v pPB7m34GW metodou floral-dip.

Pfi této metodé bylo vychazeno z ¢lankd Clough a Bent, 1998 a Zhang et al., 2006.

Pro start kulturu bylo pfipraveno 5 ml YEB média s pfislusnymi antibiotiky
(rifampicin o koncentraci 50 ng/ml a spektinomycin o koncentraci 100 ng/ml). Do tohoto
roztoku bylo inokulovano 10 pl kultury Agrobacterium tumefaciens nesouci konstrukty
pPMPK3::MPK3:mCherry ve vektoru pB7m34GW a stejné tak
pro pMPK3::mCherry:MPK3 ve vektoru pB7m34GW. Tato kultura byla inkubovana
na tfepacce pies noc pii 28 °C a 250 rpm. Dalsi den byly 4 ml start kultury pfeneseny
do 250 ml YEB média bez antibiotik a kultura byla inkubovana pies noc pii 28 °C a 110
rpm do ODeoo 1,3, poté byla kultura pielita do 300 ml kadinky a bylo ptidano 50 ul
smacedla Silwet STAR.
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Alespont hodinu pfed samotnou transformaci byly rostlinam A. thaliana ostfihany
SeSule a opylené kvéty. Piipravena rostlina byla potom svymi kvéty namocena do tekuté
kultury bakterii na 10 sekund. Poté byla obalena do potravinafské folie pro udrzeni
vlhkého mikroklima a na 24 h ulozena do tmy. Po uplynuti 24 h byla rostlina pfesunuta
na svétlo do fytotronu a byla odstranéna folie. Tento proces byl po tydnu zopakovan, aby

doslo k transformaci i novych kvétd, a tim byla zvySena Gc¢innost.

3. 1. 6. 7 Selekce transgennich rostlin Arabidopsis thaliana

Pfi této metod¢ se vychazelo z ¢lanku Harrison et al., 2006, ktery byl modifikovan.

Dozrala semena A. thaliana po stabilni transformaci byla sesbirana a sterilizovana. Ve
sterilnich podminkach byla semena vysazena na 2 MS médium obsahujici 50 uM
fosfinotricin a 1,2 uM tikarcilin v ¢étvercovych Petriho miskach. Fosfinotricin byl
v médiu pouzit pro selekci jako herbicid, na néZ nese rezistenci plasmid pB7m34GW.
Tikarcilin byl pouzit jako prevence kontaminace bakteriemi Agrobacterium tumefaciens
pochazejicimi ze stabilni transformace. Vysazena semena byla uchovana v horizontalni
poloze 2 dny v lednici pii 4 °C kvuli stratifikaci a poté pfenesena na panely fytotronu,
kde byla ve svislé poloze kultivovana pti 21 °C a dlouhé fotoperiodé. Po 7 dnech bylo
mozno pozorovat prospivajici rostliny T1 generace, které mély vétsi kotyledony i
hypokotyl. Tyto vybrané rostliny byly poté ptelozeny do novych &tvercovych Petriho
misek na Y2 MS médium osahujici 1,2 uM tikarcilin. Po dalSich 7 dnech byly tyto rostliny
pozorovany a selektovany pomoci epifluorescencniho mikroskopu. Rostliny, jejichz
kotfeny vykazovaly fluorescenci ve spektru pro detekci mCherry, byly poté z podminek
in vitro pfeneseny do pudy. Po dozrani byla sklizena semena téchto rostlin, sterilizovana
a vysazena na c¢tvercové Petriho misky s %2 MS médiem a0,9% phytoagarem
bez antibiotik (Tab. 2). Poté byly rostliny skladovany 1 den v lednici v horizontélni
poloze pii 4 °C. Nasledné byly Petriho misky pteneseny na panely fytotronu a skladovany
pti 21 °C a dlouhé fotoperiodé ve svislé poloze. Po 7 dnech byly rostliny T2 generace
selektovany na epifluorescenénim mikroskopu, ¢ast z nich byla pfenesena do pudy
nadozrani a vybrané rostliny byly tentyz den snimany konfokalnim laserovym

skenovacim mikroskopem.
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Tab. 2 SloZeni ¥ MS média s 0,9% phytoagarem

Navazka na 1 1 média piipraveného v dH20

MS sul — Basal salt mixture 2,15¢
Phytoagar 99
Sacharosa 10¢g
pH 58*

* Upraveno pomoci 0,1 mol.I't KOH

Takto ptipravené médium bylo ve sklenénych lahvich sterilizovano autoklavovanim.

3. 1. 6. 8 Mikroskopicka dokumentace Arabidopsis thaliana T2 generace

Pro mikroskopickou dokumentaci rostliny byl pouzit konfokalni laserovy skenovaci
mikroskop s nastavenymi parametry pro detekci mCherry — excita¢ni laser o vinové délce
561 nm a emisni filtr propoustél svétlo o vinové délce 616 nm. Byl pfipraven preparat
tak, ze 7 denni semenacek byl uzavien mezi podlozni a kryci skla v tekutém % MS médiu
(bez phytagelu nebo phytoagaru). Casti rostliny byly pozorovany objektivy Plan-
Apochromat 20x/0,8 M27 a Plan-Apochromat 40x/1,4 Oil DIC M27.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Transientni transformace listi Nicotiana benthamiana L. a

mikroskopicka dokumentace

Transientni transformace listd Nicotiana benthamiana slouzila k ¢asové nenarocnému
oveéfeni funkénosti  konstruktt pMPK3::MPK3:mCherry v pB7m34GW a
pPMPK3::mCherry:MPK3 v pB7m34GW. Transformace probihala pomoci plastové
stiikacky, kterou byla kultura A. tumefaciens vtlac¢ena do listu tabaku skrze priaduchy na
abaxialni strané. Proto bylo nutné rostlinu pied samotnou transformaci dostatecné zalit
vodou, aby doslo k otevieni pruducht. Pti spravné manipulaci se podafilo kulturu vtlacit
do celého mezofylu listu skrze jedno misto, ¢imz se piedeslo vétsSimu poskozenti listu.
fluorescence mCherry byla nejzfeteln€jsi pro N 1 C-terminalni fuzi. Pfi transientnich
transformacich totiz nedochazi k zabudovani T-DNA z Agrobacterium tumefaciens
do genomu rostliny (Jones et al., 2009), ale pouze k docCasné expresi transgenu.
K transformaci byl vyuzit binarni vektor pB7m34GW. Shamloul et al., 2014 potvrzuji,
7e 2. a 3. den od transformace rodu Nicotiana binarnim vektorem je exprese fluorescen¢né
znaceného proteinu nejvyssi.

Pfi mikroskopickém pozorovani N i C-terminalni faze na konfokalnim mikroskopu
s rotujicim diskem bylo zfetelné, ze podle zvolenych parametri pro detekci mCherry je
protein MPK3 v epidermalnich burikach listu abaxialni strany lokalizovan v plasmatické
membran¢, plasmatickych pasech a v jadfe bunky, coz koreluje s jiz publikovanymi
vysledky (Pitzschke et al., 2013; Persak a Pitzschke, 2014). V jadérku nebyl signél
zaznamenan.

Pii dokumentaci byly nastaveny navic i parametry pro detekci fluorescence chlorofylu
(Obr. 10, 112).
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mCherry-MPK3 chlorofyl sloucené

Obr. 10 Mikroskopicka analyza fluorescence mCherry-MPK3 proteinu v epidermalnich buiikach
abaxialni  strany listu  Nicotiana  benthamiana  po  transientni  transformaci
pMPK3::mCherry:MPK3 v pB7m34GW. A) Epidermalni buiika abaxialni strany listu. B) Detail
epidermalni buriky abaxialni strany listu s lokalizaci mCherry-MPK3 v plasmatické membrané,
plasmatickych pasech a v jadie buiky. Pozorovano na konfokalnim mikroskopu s rotujicim
diskem. M¢titko odpovida 20 um.

mCherry-MPK3 chlorofyl sloucené

Obr. 11 Mikroskopicka analyza fluorescence MPK3-mCherry proteinu v epidermalnich buitkch
abaxialni ~ strany listu  Nicotiana  benthamiana  po transientni  transformaci
pPMPK3::MPK3:mCherry v pPB7m34GW. A) Cela epidermalni bunka abaxialni strany listu. B)
Detail epidermalni buriky abaxialni strany listu s lokalizaci mCherry-MPK3 v plasmatické
membrang, plasmatickych pasech a v jadfe buiniky. Pozorovano na konfokalnim mikroskopu s
rotujicim diskem. Méftitko odpovida 20 um.
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4. 2 Selekce transgennich rostlin Arabidopsis thaliana, T1 generace

Selekce prvni generace T1 transgennich rostlin  Col-0 nesouci konstrukty
pPMPK3::MPK3:mCherry a pMPK3::mCherry:MPK3 probihala podle metody popsané
v kapitole 3. 1. 6. 7 Selekce transgennich rostlin Arabidopsis thaliana. Plasmid
pB7m34GW obsahoval ve své sekvenci rezistenci vici fosfinotricinu, coz je herbicid,
ktery inhibuje glutaminsyntetdzu. Glutaminsyntetaza je kli¢ovym enzymem pii asimilaci
dusiku a jeho inhibice zptisobuje akumulaci amoniaku, vyéerpani glutaminu a nasledné
bunénou smrt (Dragicevi¢ et al., 2013). Rostliny, které Kk fosfinotricinu nebyly
rezistentni, bud’to nevykli¢ily anebo obecné neprospivaly, tzn., byly malé, mély svétlé
nebo nazloutlé kotyledony. Naopak rostliny nesouci rezistenci mély kotyledony zelené

(Obr. 12).

Obr. 12 Scan misek selektovanych transgennich rostlin Arabidopsis thaliana Col-0 T1 generace
na ¥2 MS médiu obsahujicim fosfinotricin a tikarcilin. Pozitivni transgenni rostliny nesouci
rezistenci vici fosfinotricinu jsou oznaceny cernym kruhem. Méftitko odpovida velikosti 2 cm.
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4. 3 Mikroskopicka dokumentace Arabidopsis thaliana T2 generace

Mikroskopicka dokumentace selektovanych transgennich rostlin A. thaliana T2 generace
probihala pomoci konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu. Pfed samotnym
pozorovanim prob&éhla rychla selekce semenackt v Petriho misce pomoci
epifluorescen¢niho mikroskopu kontrolou fluorescence mCherry. Poté byly vybrané
semenacky z Petriho misky vyjmuty a byl z nich zhotoven preparat. Jako médium bylo
pouzito tekuté 2 MS médium, aby nedoslo k plasmolyze bunék rostliny.

Pti nastavenych parametrech pro detekci mCherry byl signal opét lokalizovan v jadie
mimo jadérko a cytoplasmatické membranég, piipadné cytoplasmatickych pasech. U obou
rostlin ~ nesoucich  konstrukty — pMPK3::mCherry:MPK3  (Obr. 13-17) a
pPMPK3::MPK3:mCherry (Obr. 18-23) byla snimana kofenova $pic¢ka s délici zonou,
prechod mezi zénou délici a prodluzovaci, zoéna diferenciacni, hypokotyl a epidermalni
buiiky déloznich listka z abaxialni strany.

Fuzni protein MPK3 s mCherry byl lokalizovan v jadie a cytoplasmatické membrang,
coz koreluje s jiz publikovanymi vysledky (Pitzschke et al., 2013; Persak a Pitzschke,
2014). Konstukty pMPK3::MPK3:mCherry v pB7m34GW a pMPK3::mCherry:MPK3
v pB7m34GW byly klonovany pod nativnim promotorem. U transgennich rostlin
Arabidopsis thaliana T2 generace exprimujicich pMPK3::MPK3:mCherry byla pti
mikroskopické dokumentaci zaznamendéna silné€jsi fluorescence nez u transgennich rostlin
A. thaliana exprimujicich pMPK3::mCherry:MPK3. Toto mohlo byt zplsobeno
zabudovanim vétSiho pocétu kopii konstruktu do genomu rostliny. Pro ovéfeni by mohl
byt vyuzit Southerniv pienos, ktery je mozno pouzit jak pro ovéteni stabilni transformace
transgenu do hostitelského genomu, tak i pro urceni, zda byl transgen inzertovan
do jednoho nebo vice lokustu. Pocet zabudovanych kopii transgenu muze byt uren
porovnanim mnozstvi a intenzity hybridizovanych past se standardem (Kato a Lam,
2001; Hong et al., 2016). Taktéz je potiebné ovéfit, zda nedhochazi ke $tépeni fize MPK3
a mCherry proteinu a tudiZ potvrdit, Ze se nejednd pouze o lokalizaci volného mCherry
proteinu. To je moZzné ovéfit metodou Westernova pienosu a imunolokalizaci bud’

protilatkou specifickou na MPK3 nebo mCherry protein (Chen et al., 2013).
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Obr. 13 Kotenova $picka s délici zonou transgenni rostliny A. thaliana T2 generace exprimujici
pMPK3::mCherry:MPK3. Méftitko odpovida 20 um.
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Obr. 14 Buiky ptfechodné oblasti kofene mezi zonou délici a zénou prodluzovaci transgenni
rostliny A. thaliana T2 generace exprimujici pMPK3::mCherry:MPK3. A) Bunky oblasti mezi

zénou délici a zonou prodluzovaci. B) Detail bun¢k prodluzovaci zény. Métitko odpovida 20
pm.
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Obr. 15 Bunky diferenciaéni zony kotene transgenni rostliny A. thaliana T2 generace exprimujici
pMPK3::mCherry:MPK3. A) Zaznamenany signdl na cytoplasmatické membrané a v jadie
bun¢k diferenciacni zony kotene. B) Kofenovy vlasek. Métitko odpovida 20 pm.




mCherry-MPK3 DIC sloucené

Obr. 16 Buiiky hypokotylu transgenni rostliny A. thaliana T2 generace exprimujici
pMPK3::mCherry:MPK3. Méftitko odpovida 20 um.

mCherry-MPK3 DIC sloucené

Obr. 17 Epidermalni buiiky délozniho listku transgenni rostliny A. thaliana T2 generace
exprimujici pMPK3::mCherry:MPK3. M¢titko odpovida 20 pm.
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Obr. 18 Koienova Spicka s délici zonou transgenni rostliny A. thaliana T2 generace exprimujici
pMPK3::MPK3:mCherry. Mé¢titko odpovida 20 pum.
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Obr. 19 Buiky prechodné oblasti kofene mezi zénou délici a zénou prodluzovaci transgenni
rostliny A. thaliana T2 generace exprimujici pMPK3::MPK3:mCherry. Métitko odpovida 20 pm.
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Obr. 20 Epidermalni bufika kofene transgenni rostliny A. thaliana T2 generace exprimujici
exprimujici pMPK3::MPK3:mCherry. Métitko odpovida 20 pm.
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Obr. 21 Bunky diferenciaéni zony kofene transgenni rostliny A. thaliana T2 generace exprimujici
pMPK3::MPK3:mCherry. Mé&titko odpovida 20 um.

MPK3-mCherry DIC sloucené

Obr. 22 Bunky hypokotylu transgenni rostliny A. thaliana T2 generace exprimujici
pPMPK3::MPK3:mCherry. Mé¢titko odpovida 20 pm.



MPK3-mCherry DIC sloucené

Obr. 23 Epidermalni bunky délozniho listku transgenni rostliny A. thaliana T2 generace
exprimujici pMPK3::MPK3:mCherry. Méfitko odpovida 20 pm.
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5. ZAVER

V této praci bylo v teoretické ¢asti shrnuto, jak funguje pfenos a integrace T-DNA
z Agrobacterium tumefaciens do rostlinné buiiky. Také byl popsan historicky vyvoj
Arabidopsis thaliana jako modelového organismu a byly popsany vyhody jejiho vyuziti
pro studium pozadovanych geni u dvoud€loznych rostlin. RovnéZz tedy z kapitoly
0 A. thaliana vyplyva, pro¢ byla v této praci zvolena pravé jako expresni organismus
pro MPK3. V dalsi kapitole teoretické Casti je shrnuta funkce jednotlivych komponent
MAPK kaskad a samotna uloha MPKS3.

V experimentalni ¢asti se potom tato prace vénovala transientnim transformacim
Nicotiana benthamiana konstruktem pro C-terminalni fuzi pMPK3::MPK3:mCherry
ve vektoru pB7m34GW a pro N-terminalni fazi pMPK3::mCherry:MPK3 ve vektoru
pB7m34GW pomoci Agrobacterium tumefaciens. Toto slouzilo pro ¢asové nenaro¢né
ovéfeni funk¢nosti konstrukti a ovéfeni exprese MPK3 genu spolu s fuznim proteinem
mCherry. Po potvrzeni exprese byla provedena stabilni transformace Arabidopsis
thaliana konstruktem pro C-terminalni fazi pMPK3::MPK3:mCherry ve vektoru
pB7m34GW a pro N-terminalni fazi pMPK3::mCherry:MPK3 ve vektoru pB7m34GW
pomoci Agrobacterium tumefaciens metodou floral dip. Dale po sklizeni semen probéhla
selekce T1 generace pomoci herbicidu fosfinotricinu, ktery byl pfiddn do média.
Selektované semenacky byly preneseny do plidy a po dozrani byla sklizena semena
Vv generaci T2. Ta byla po vykliceni pfedselektovana na epifluorescenénim mikroskopu a
poté byly zhotoveny snimky na konfokalnim laserovém skenovacim mikroskopu rostlin
T2 generace nesoucich C-terminalni a N-terminalni fazi MPK3 a mCherry proteinu. Tyto

rostliny budou poté vyuzity pro dalsi studium.

43



6. SEZNAM POUZITE LITERATURY

Alonso-Blanco C., Andrade J., Becker C., Bemm F., Bergelson J., Borgwardt K. M., Cao
J., Chae E., Dezwaan T. M., Ding W., Ecker J. R., Exposito-Alonso M., Farlow A.,
FitzJ., Gan X., Grimm D. G., Hancock A. M., Henz S. R., Holm S., Horton M., Jarsulic
M., Kerstetter R. A., Korte A., Korte P., Lanz Ch., Lee Ch., Meng D., Michael T. P.,
Mott R., Muliyati N. W., Ndgele T., Nagler M., Nizhynska V., Nordborg M., Novikova
P. Y., Picd F. X,, Platzer A., Rabanal F. A., Rodriguez A., Rowan B. A., Salomé P.
A., Schmid K. J., Schmitz R. J., Seren U., Sperone F. G., Sudkamp M., Svardal H.,
Tanzer M. M., Todd D., Volchenboum S. L., Wang C., Wang G., Wang X., Weckwerth
W., Weigel D., Zhou X. (2016): 1,135 Genomes Reveal the Global Pattern of
Polymorphism in Arabidopsis thaliana. Cell 166, 481-491.

Anand A., Krichevsky A., Schornack S., Lahaye T., Tzfira T., Tang Y., Citovsky V.,
Mysore K. S. (2007): Arabidopsis VIRE2 INTERACTING PROTEINZ2 Is Required
for Agrobacterium T-DNA Integration in Plants. Plant Cell 19, 1695-1708.

Anderson L. B., Hertzel A. V., Das A. (1996): Agrobacterium tumefaciens VirB7 and
VirB9 form a disulfide-linked protein complex. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America 93, 8889-8894.

Asai T., Tena G., Plotnikova J., Willmann M. R., Chiu W. L., Goméz-Goméz L., Boller
T., Ausubel F. M., Sheen J. (2002): MAP kinase signalling cascade in Arabidopsis
innate immunity. Nature 415, 977-983.

Atmakuri K., Cascales E., Christie P. J. (2004): Energetic components VirD4, VirB11
and VirB4 mediate early DNA transfer reactions required for bacterial type IV
secretion. Molecular Microbiology 54, 1199-1211.

Bako L., Umeda M., Tiburcio A. F., Schell J., Koncz C. (2003): The VirD2 pilot protein
of Agrobacterium-transferred DNA interacts with the TATA box-binding protein and
a nuclear protein kinase in plants. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America 100, 10108-10113.

Ballas N., Citovsky V. (1997): Nuclear localization signal binding protein from
Arabidopsis mediates nuclear import of Agrobacterium VirD2 protein. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America 94, 10723-10728.

Beaupré Ch. E., Bohne J., Dale M. E., Binns A. N. (1996): Interactions between VirB9
and VirB10 Membrane Proteins Involved in Movement of DNA from Agrobacterium
tumefaciens into Plant Cells. Journal of Bacteriology 179, 78-89.

Beckers G. J. M., Jaskiewicz M., Liu Y., Underwood W. R., He S. Y., Zhang S., Conrath
U. (2009): Mitogen-Activated Protein Kinases 3 and 6 Are Required for Full Priming
of Stress Responses in Arabidopsis thaliana. The Plant Cell 21, 944-953.

Bechtold N., Pelletier G. (1998): In planta Agrobacterium-mediated transformation of
adult Arabidopsis thaliana plants by vacuum infiltration. Methods in Molecular
Biology 82, 259-266.

Bent A. (2006): Arabidopsis thaliana floral dip transformation method. Methods in
Molecular Biology 343, 87-103.

Berger B. R., Christie P. J. (1993): The Agrobacterium tumefaciens virB4 Gene Product
Is an Essential Virulence Protein Requiring an Intact Nucleoside Triphosphate-
Binding Domain. Journal of Bacteriology 175, 1723-1734.

Berger B. R., Christie P. J. (1994): Genetic Complementation Analysis of the
Agrobacterium tumefaciens virB Operon: virB2 through virB11l Are Essential
Virulence Genes. Journal of Bacteriology 176, 3646-3660.

Bergmann D. C., Lukowitz W., Somerville Ch. R. (2004): Stomatal Development and
Pattern Controlled by a MAPKK Kinase. Science 304, 1494-1497.

44



Bourras S., Rouxel T., Meyer M. (2015): Agrobacterium tumefaciens Gene Transfer:
How a Plant Pathogen Hacks the Nuclei of Plant and Nonplant Organisms.
Phytopatology 105, 1288-1301.

Bogre L., Calderinia O., Binarovac P., Mattaucha M., Tilla S., Kiegerla S., Jonaka C.,
Pollascheka Ch., Barkerd P., Huskissond N. S., Hirta H., Heberle-Borsa E. (1999): A
MAP Kinase Is Activated Late in Plant Mitosis and Becomes Localized to the Plane
of Cell Division. The Plant Cell 11, 101-113.

Bradwell L., Thorner J. (1996): A conserved motif at the amino termini of MEKs might
mediate high-affinity interaction with the cognate MAPKSs. Trends in Biochemical
Sciences 21, 373-374.

Brodersen P., Petersen M., Nielsen H. B., Zhu S., Newman M. A., Shokat K. M., Rietz
S., Parker J., Mundy J. (2006): Arabidopsis MAP kinase 4 regulates salicylic acid- and
jasmonic acid/ethylene-dependent responses via EDS1 and PAD4. Plant Journal 47,
532-546.

Brunaud V., Balzergue S., Dubreucq B., Aubourg S., Samson F., Chauvin S., Bechtold
N., Cruaud C., DeRose R., Pelletier G., Lepiniec L., Caboche M., Lecharny A. (2002):
T-DNA integration into the Arabidopsis genome depends on sequences of pre-
insertion sites. EMBO Reports 3, 1152-1157.

Calderini O., Bogre L., Vicente O., Binarova P., Heberle-Bors E., Wilson C. (1998): A
cell cycle regulated MAP kinase with a possible role in cytokinesis in tobacco cells.
Journal of Cell Science 111, 3091-3100.

Cardinale F., Meskiene 1., Ouaked F., Hirt H. (2002): Convergence and Divergence of
Stress-Induced Mitogen-Activated Protein Kinase Signaling Pathways at the Level of
Two Distinct Mitogen-Activated Protein Kinase Kinases. The Plant Cell 14, 703-711.

Cargnello M., Roux P. P. (2011): Activation and Function of the MAPKSs and Their
Substrates, the MAPK-Activated Protein Kinases. Microbiology and Molecular
Biology Reviews 75, 50-83.

Cascales E., Christie P. J. (2004): Definition of a Bacterial Type IV Secretion Pathway
for a DNA Substrate. Science 304, 1170-1173.

Citovsky V., De Vos G., Zambryski P. (1988): Single-Stranded DNA Binding Protein
Encoded by the virE Locus of Agrobacterium tumefaciens. Science 240, 501-504.
Citovsky V., Zupan J., Warnick D., Zambryski P. (1992): Nuclear Localization of

Agrobacterium VirE2 Protein in Plant Cells. Science 256, 1802-1805.

Close T. J., Tait R. C., Rempel H. C., Hirooka T., Kim L., Kado C. I. (1987): Molecular
Characterization of the virC Genes of the Ti Plasmid. Journal of Bacteriology 169,
2336-2344.

Clough S. J., Bent A. F. (1998): Floral dip: a simplified method for Agrobacterium-
mediated transformation of Arabidopsis thaliana. The Plant Journal 16, 735-743.
Cuevas B. D., Abell A. N., Johnson G. L. (2007): Role of mitogen-activated protein

kinase kinase kinases in signal integration. Oncogene 26, 3159-3171.

Davis A. M., Hall A., Millar A. J., Darrah Ch., Davis S. J. (2009): Protocol: Streamlined
sub-protocols for floral-dip transformation and selection of transformants in
Arabidopsis thaliana. Plant Methods 5, 1-7.

De Vos G., Zambryski P. (1989): Expression of Agrobacterium nopaline specific VirD1,
VirD2, and VirCl proteins and their requirement for T-strand production of E. coli.
Molecular Plant-Microbe Interactions Journal 2, 43-52.

Deng W., Chen L., Peng W. T., Liang X., Sekiguchi S., Gordon M. P., Comai L., Nester
E. W. (1999): VirEl is a specific molecular chaperone for the exported single-
stranded-DNA-binding protein VirE2 in Agrobacterium. Molecular Microbiology 31,
1795-1807.

45



Deng W., Chen L., Wood D. W., Metcalfe T., Liang X., Gordon M. P., Comai L., Nester
E. W. (1998): Agrobacterium VirD2 protein interacts with plant host cyclophilins.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 95,
7040-7045.

Desikan R., Hancock J. T., Ichimura K., Shinozaki K., Neill S. J. (2001): Harpin induces
activation of the Arabidopsis mitogen-activated protein kinases AtMPK4 and
AtMPKG®6. Plant Physiology 126, 1579-1587.

Dragic¢evi¢ M., Platisa J., Nikoli¢ R., Todorovi¢ S., Bogdanovi¢ M., Miti¢ N., Simonovi¢
A. (2013): Herbicide Phosphinothricin Causes Direct Stimulation Hormesis. Dose
Response 11, 344-360.

Droillard M. J., Boudsocq M., Barbier-Brygoo H., Laurie're Ch. (2002): Different protein
kinase families are activated by osmotic stresses in Arabidopsis thaliana cell
suspensions. FEBS Letters 527, 43-50.

Edison A. S., Hall R. D., Junot Ch., Karp P. D., Kurland I. J., Mistrik R., Reed L. K,
Saito K., Salek R. M., Steinbeck Ch., Summer L. W., Viant M. R. (2016): The Time
Is Right to Focus on Model Organism Metabolomes. Metabolites 6, 8.
http://www.mdpi.com/2218-1989/6/1/8

Escobar M. A., Dandekar A. M. (2003): Agrobacterium tumefaciens as an agent of
disease. Trends in Plant Science 8, 1360-1385.

Fernandez D., Dang T. A., Spudich G. M., Zhou X. R., Berger B. R., Christie P. J. (1996):
The Agrobacterium tumefaciens virB7 gene product, a proposed component of the T-
complex transport apparatus, is a membrane-associated lipoprotein exposed at the
periplasmic surface. Journal of Bacteriology 178, 3156-3167.

Francois O., Blum M. G. B., Jakobsson M., Rosenberg N. A. (2008): Demographic
History of European Populations of Arabidopsis thaliana. PLoS Genet 4(5):e1000075.
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pgen.1000075

Gao F.,, Su Q., Fan Y., Wang L. (2010): Expression pattern and core region analysis of
AtMPK3 promoter in response to environmental stresses. Science China Life Sciences
53, 1315-1321.

Gelvin S. B. (2000): Agrobacterium and plant genes involved in T-DNA transfer and
integration. Annual Review of Plant Biology 51, 223-256.

Goméz-Goméz L., Boller T. (2000): FLS2: An LRR Receptor-like Kinase Involved in
the Perception of the Bacterial Elicitor Flagellin in Arabidopsis. Molecular Cell 5,
1003-1011.

Gudesblat G. E., lusem N. D., Morris P. C. (2007): Guard cell-specific inhibition of
Arabidopsis MPK3 expression causes abnormal stomatal responses to abscisic acid
and hydrogen peroxide. New Phytologist 173, 713-721.

Harrison S. J., Mott E. K., Parsley K., Aspinall S., Gray C. J., Cottage A. (2006): A rapid
and robust method of identifying transformed Arabidopsis thaliana seedlings
following floral dip transformation. Plant Methods 2:19.
http://plantmethods.biomedcentral.com/articles/10.1186/1746-4811-2-19

Herrera-Estrella A., Chen Z., Van Montagu M., Wang K. (1988): VirD proteins of
Agrobacterium tumefaciens are required for the formation of a covalent DNA protein
complex at the 5 terminus of T-strand molecules. The EMBO Journal 7, 4055-4062.

Herrera-Estrella A., Van Montagu M., Wang K. (1990): A bacterial peptide acting as a
plant nuclear targeting signal: the amino-terminal portion of Agrobacterium VirD2
protein directs a beta-galactosidase fusion protein into tobacco nuclei. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America 87, 9534-9537.

Hong S. B., Rashid M. B., Santiago-Vazquez L. Z. (2016): Methods in Biotechnology.
1st ed., John Wiley & Sons, Inc., Hoboken, New Jersey, 360 stran.

46



Hooykaas P. J. J., den Dulk-Ras H., Ooms G., Schilperoort R. A. (1980): Interactions
Between Octopine and Nopaline Plasmids in Agrobacterium tumefaciens. Journal of
Bacteriology 143, 1295-1306.

Howard E. A., Zupan J. R., Citovsky V., Zambryski P. C. (1992): The VirD2 protein of
A. tumefaciens contains a C-terminal bipartite nuclear localization signal: implications
for nuclear uptake of DNA in plant cells. The Cell 10, 109-118.

Chang L., Karin M. (2001): Mammalian MAP kinase signaling cascades. Nature 410, 37-
40.

Chang S. S., Park S. K., Kim B. Ch., Kang B. J., Kim D. U., Nam H. G. (1994): Stable
genetic transformation of Arabidopsis thaliana by Agrobacterium inoculation in
planta. The Plant Journal 5, 551-558.

Chen X., Zaro J., Shen W. Ch. (2013): Fusion Protein Linkers: Property, Design and
Functionality. Advanced Drug Delivery Reviews 65, 1357-1369.

Cheong Y. H., MoonB. C.,KimJ. K., KimC. Y., KimM. C.,,Kim I. H., Park C. Y., Kim
J.C.,ParkB.O.,Ko0S. C., Yoon H. W., Chung W. S., Lim C. O., Lee S. Y., Cho M.
J. (2003): BWMK1, a rice mitogen-activated protein kinase, locates in the nucleus and
mediates pathogenesis-related gene expression by activation of a transcription factor.
Plant Physiology 132, 1961-1972.

Cheong Y. H., Kim M. Ch. (2010): Functions of MAPK Cascade Pathways in Plant
Defense Signaling. Journal of Plant Pathology 26, 101-109.

Chilton M. D., Drummond M. H. (1978): Tumor-inducing (Ti) plasmids of
Agrobacterium share extensive regions of DNA homology. Journal of Bacteriology
136, 1178-1183.

Christie P. J. (2004): Type IV secretion: the Agrobacterium VirB/D4 and related
conjugation systems. Biochimica et Biophysica Acta 1694, 219-234.

Christie P. J., Vogel J. P. (2000): Bacterial type IV secretion: conjugation systems adapted
to deliver effector molecules to host cells. Trends in Microbiology 8, 354-360.

Christie P. J., Ward J. E., Gordon M. P., Nester E. W. (1989): A gene required for transfer
of T-DNA to plants encodes an ATPase with autophosphorylating aktivity.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 86,
9677-9681.

Ichimura K., Shinozaki K., Tena G., Sheen J., Henry Y., Champion A., Kreis M., Zhang
S., Hirt H., Wilson C., Heberle-Bors E., Ellis B. E., Morris P. C., Innes R. W., Ecker
J. R., Scheel D., Klessig D. F., Machida Y., Mundy J., Ohashi Y., Walker J. C. (2002):
Mitogen-activated protein kinase cascades in plants: a new nomenclature. Trends in
Plant Science 7, 301-308.

Jin S., Roitsch T., Ankenbauer R. G., Gordon M. P., Nester E. W. (1990): The VirA
Protein of Agrobacterium tumefaciens Is Autophosphorylated and Is Essential for vir
Gene Regulation. Journal of bacteriology 172, 525-530.

Jonak C., Okrész L., Bogre L., Hirt H. (2002): Complexity, cross talk and integration of
plant MAP kinase signalling. Current Opinion in Plant Biology 5, 415-424.

Jones H. D., Doherty A., Sparks C. A. (2009): Transient Transformation of Plants. Plant
Genomics 513, 131-152.

Kado C. I. (2014): Historical account on gaining insights on the mechanism of crown gall
tumorigenesis induced by Agrobacterium tumefaciens. Frontiers in Microbiology
5:340.
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2014.00340

Kalogeraki V. S., Winans S. C. (1995). The Octopine-Type Ti Plasmid pTiA6 of
Agrobacterium tumefaciens Contains a Gene Homologous to the Chromosomal
Virulence Gene acvB. Journal of Bacteriology 177, 892-897.

47



Kato N., Lam E. (2001): Detection of chromosomes tagged with green fluorescent protein
in live Arabidopsis thaliana plants. Genome Biology 2:research0045.1.
https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/gb-2001-2-11-
research0045

Kiegerl S., Cardinale F., Siligan Ch., Gross A., Baudouin E., Liwosz A., EkI6f S., Till S,
Bogre L., Hirt H., Meskiene 1. (2000): SIMKK, a Mitogen-Activated Protein Kinase
(MAPK) Kinase, Is a Specific Activator of the Salt Stress—Induced MAPK, SIMK.
The Plant Cell 12, 2247-2258.

Kinoshita T., Ikeda Y., Ishikawa R. (2008): Genomic imprinting: a balance between
antagonistic roles of parental chromosomes. Seminars in Cell & Developmental
Biology 19, 574-579.

Koo S. C., Moo B. C., Kim J. K., Kim C. Y., Sung S. J., Kim M. C., Cho M. J., Cheong
Y. H. (2009): OsBWMK1 mediates SA-dependent defense responses by activating the
transcription factor OsWRKY33. Biochemical and Biophysical Research
Communications 387, 365-370.

Kramer U. (2015): The Natural History Of Model Organisms: Planting molecular
functions in an ecological context with Arabidopsis thaliana. eLife 4:e06100.
https://elifesciences.org/content/4/e06100

Koornneef M., Meinke D. (2010): The development of Arabidopsis as a model plant. The
Plant Journal 61, 909-921.

Kovtun Y., Chiu W. L., Tena G., Sheen J. (2000): Functional analysis of oxidative stress-
activated mitogen-activated protein kinase cascade in plants. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 14, 2940-2945.

Kumar K., Rao K. P., Biswas D. K., Sinha A. K. (2011): Rice WNK1 is regulated by
abiotic stress and involved in internal circadian rhythm. Plant Signaling & Behavior
6, 316-320.

Lacroix B., Citovsky V. (2013): The roles of bacterial and host plant factors in
Agrobacterium-mediated genetic transformation. The International Journal of
Developmental Biology 57, 467-481.

Laibach F. (1943): Arabidopsis thaliana (L.) Heyhn. als Object fur Genetische und
Entwicklungs-Physiologische Untersuchungen. Botanisches Archiv 44, 439-455.

Langridge J. (1955): Biochemical Mutations in the Crucifer Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. Nature 176, 260-261.

Lasky J. R., des Marais D. L., McKay J. K., Richards J. H., Juenger T. E., Keitt T. H.
(2012): Characterizing genomic variation of Arabidopsis thaliana: the roles of
geography and climate. Molecular Ecology 21, 5512-5529.

Lee Ch., Efetova M., Engelmann J. C., Kramell R., Wasternack C., Ludwig-Mauller J.,
Hedrich R., Deeken R. (2009): Agrobacterium tumefaciens Promotes Tumor Induction
by Modulating Pathogen Defense in Arabidopsis thaliana. The Plant Cell 21, 2948—
2962.

Lessl M., Lanka E. (1994): Common mechanisms in bacterial conjugation and Ti-
mediated T-DNA transfer to plant cells. The Cell 77, 321-324.

Li J., Krichevsky A., Vaidya M., Tzfira T., Citovsky V. (2005): Uncoupling of the
functions of the Arabidopsis VIP1 protein in transient and stable plant genetic
transformation by Agrobacterium. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 102, 5733-5738.

Li Y., Rosso M. G., Ulker B., Weisshaar B. (2006): Analysis of T-DNA insertion site
distribution patterns in Arabidopsis thaliana reveals special features of genes without
insertions. Genomics 87, 645-652.

48



Marshall C. J. (1994): MAP kinase kinase kinase, MAP kinase kinase and MAP kinase.
Curr. Opin. Genet. Dev. 4, 82-89.

Matthysse A. G. (1986): Initial interactions of Agrobacterium tumefaciens with plant host
cells. Critical Reviews in Microbiology 13, 281-307.

Matthysse A. G., Thomas D. L., White A. R. (1994): Mechanism of Cellulose Synthesis
in Agrobacterium tumefaciens. Journal of Bacteriology 177, 1076-1081.

Meng X., Zhang S. (2013): MAPK Cascades in Plant Disease Resistance Signaling.
Annual Review of Phytopathology 51, 245-266.

Meyerowitz E. M. (2001): Prehistory and History of Arabidopsis Research. Plant
Physiology 125, 15-19.

Mizogutchi T., Irie K., Hirayama T., Hayashida N., Yamaguchi-Shinozaki K., Matsumoto
K., Shinozaki K. (1996): A gene encoding a mitogen-activated protein kinase kinase
kinase is induced simultaneously with genes for a mitogen-activated protein kinase
and an S6 ribosomal protein kinase by touch, cold, and water stress in Arabidopsis
thaliana. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 765-769.

Mossey P., Hudacek A., Das A. (2010): Agrobacterium tumefaciens Type IV Secretion
Protein VirB3 Is an Inner Membrane Protein and Requires VirB4, VirB7, and VirB8
for Stabilization. Journal of Bacteriology 192, 2830-2838.

Murashige T., Skoog F. (1962): A Revised Medium for Rapid Growth and Bio Assays
with Tobacco Tissue Cultures. Physiologia Plantarum 15, 473-497.

Nakagami H., Kiegerl S., Hirt H. (2004): OMTK1, a Novel MAPKKK, Channels
Oxidative Stress Signaling through Direct MAPK Interaction. Journal of Biological
Chemistry 279, 26959-26966.

Nie S., Xu H. (2016): Riboflavin-Induced Disease Resistance Requires the Mitogen-
Activated Protein Kinases 3 and 6 in Arabidopsis thaliana. PLoS ONE 11(4):
e0153175.
http://10.1371/journal.pone.0153175

Opdenakker K., Remans T., Vangronsveld J., Cuypers A. (2012): Mitogen-Activated
Protein (MAP) kinases in plant metal stress: regulation and responses in comparison
to other biotic and abiotic stresses. International Journal of Molecular Sciences 13,
7828-7853.

Qiu J., Zhou L., Yun B., Nielsen H. B., Fiil B. K., Petersen K., MacKinlay J., Loake G.
J., Mundy J., Morris P. C. (2008): Arabidopsis Mitogen-Activated Protein Kinase
Kinases MKK1 and MKK2 Have Overlapping Functions in Defense Signaling
Mediated by MEKK1, MPK4, and MKSL1. Plant Physiology 148, 212-222.

Persak H., Pitzschke A. (2013): Tight Interconnection and Multi-Level Control of
Arabidopsis MYB44 in MAPK Cascade Signalling. PLoS One 8:e57547.
http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0057547

Pitzschke A., Datta S., Persak H. (2014): Salt Stress in Arabidopsis: Lipid Transfer
Protein AZI1 and Its Control by Mitogen-Activated Protein Kinase MPK3. Molecular
Plant 7, 722—738.

Plotnikov A., Zehorai E., Procaccia S., Seger R. (2011): The MAPK cascades: signaling
components, nuclear roles and mechanisms of nuclear translocation. Biochimica et
Biophysica Acta 1813, 1619-1633.

Ranty B., Aldon D., Galaud J. P. (2006): Plant Calmodulins and Calmodulin-Related
Proteins. Plant Signaling & Behavior 1, 96-104.

Rodriguez M. C. S., Petersen M., Mundy J. (2010): Mitogen-activated Protein Kinase
Signaling in Plants. Annual Review of Plant Biology 61, 621-649.

Rossi L., Hohn B., Tinland B. (1996): Integration of complete transferred DNA units is
dependent on the activity of virulence E2 protein of Agrobacterium tumefaciens.

49



Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 93,
126-130.

Sagulenko V., Sagulenko E., Jakubowki S., Spudich E., Christie P. J. (2001): VirB7
Lipoprotein Is Exocellular and Associates with the Agrobacterium tumefaciens T
Pilus. Journal of Bacteriology 183, 3642-3651.

Saravu K., Sekhar S., Pai A., Barkur A. S., Rajesh V., Earla J. R. (2013): Paraquat - A
deadly poison: Report of a case and review. Indian Journal of Critical Care Medicine
17, 182-184.

Schell J., Van Montagu M., De Beuckeleer M., De Block M., Depicker A., De Wilde M.,
Engler G., Genetello C., Hernalsteens J. P., Holsters M., Seurinck J., Silva B., Van
Vliet F., Villarroel R. (1979): Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences
204, 251-266.

Shamloul M., Trusa J., Mett V., Yusibov V. (2014): Optimization and Utilization
of Agrobacterium-mediated Transient Protein Production in Nicotiana. Journal of
Visualized Experiments 86:€51204.
https://www.jove.com/video/51204/optimization-utilization-agrobacterium-

mediated-transient-protein

Sheng J., Citovsky V. (1996): Agrobacterium-Plant Cell DNA Transport: Have Virulence
Proteins, Will Travel. The Plant Cell 8, 1699-1710.

Shurvinton C. E., Hodges L., Ream W. (1992): A nuclear localization signal and the C-
terminal omega sequence in the Agrobacterium tumefaciens VirD2 endonuclease are
important for tumor formation. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America 15, 11837-11841.

Smékalova V., Doskoéilova A., Komis G., Samaj J. (2014): Crosstalk between secondary
messengers, hormones and MAPK modules during abiotic stress signalling in plants.
Biotechnology Advances 32, 2-11.

Stachel S. E., Messens E., M. V. Montagu, Zambryski P. (1985): Identification of the
signal molecules produced by wounded plant cells that activate T-DNA transfer in
Agrobacterium tumefaciens. Nature 318, 624-629.

Stachel S. E., Timmerman B., Zambryski P. (1986): Generation of single-stranded T-
DNA molecules during the initial stages of T-DNA transfer for Agrobacterium
tumefaciens to plant cells. Nature 322, 706-712.

Sun Y., Wang Ch., Yang B., Wu F., Hao X, Liang W., Niu F., Yan J., Zhang H., Wang
B., Deyholos M. K., Jiang Y. (2014): Identification and functional analysis of mitogen-
activated protein kinase kinase kinase (MAPKKK) genes in canola (Brassica napus
L.). Journal of Experimantal Botany 65(8):2171-2188.
http://jxb.oxfordjournals.org/content/65/8/2171

Szabados L., Kovacs I., Oberschall A., Abraham E., Kerekes I., Zsigmond L., Nagy R.,
Alvarado M., Krasovskaja I., Gal M., Berente A., Rédei G. P., Haim A. B., Koncz C.
(2002): Distribution of 1000 sequenced T-DNA tags in the Arabidopsis genome. The
Plant Journal 32, 233-242.

Samaj J., Baluska F., Hirt H. (2004): From signal to cell polarity: Mitogen-
activatedprotein kinases as sensors and effectors of cytoskeleton dynamicity. Journal
of Experimental Botany 55, 189-98.

Samajova O., Komis G., Samaj J. (2013): Emerging topics in the cell biology of mitogen-
activated protein kinases. Trends in plant science 18, 140-148.

Samajova O., Plihal O., Al-Yousif M., Hirt H., Samaj J. (2013): Improvement of stress
tolerance in plants by genetic manipulation of mitogen-activated protein
kinases. Biotechnology Advances 31, 118-128.

50



Takahashi F., Mizoguchi T., Yoshida R., Ichimura K., Shinozaki K. (2011): Calmodulin-
Dependent Activation of MAP Kinase for ROS Homeostasis in Arabidopsis.
Molecular Cell 41, 649-660.

Teige M., Scheikl E., Eulgem T., D6czi R., Ichimura K., Shinozaki K., Dangl J. L., Hirt
H. (2004): The MKK2 pathway mediates cold and salt stress signaling in Arabidopsis.
Molecular Cell 15, 141-152.

The Arabidopsis Initiative (2000): Analysis of the genome sequence of the flowering
plant Arabidopsis thaliana. Nature 408, 796-815.

Tzfira T., Citovsky V. (2006): Agrobacterium-mediated genetic transformation of plants:
biology and biotechnology. Current Opinion in Biotechnology 17, 147-154.

Tzfira T., Vaidya M., Citovsky V. (2001): VIP1, an Arabidopsis protein that interacts
with Agrobacterium VirE2, is involved in VirE2 nuclear import and Agrobacterium
infectivity. The EMBO Journal 20, 3596-3607.

van Kregten M., Lindhout B. I., Hooykaas P. J. J., van der Zaal B. J. (2009):
Agrobacterium-Mediated T-DNA Transfer and Integration by Minimal VirD2
Consisting of the Relaxase Domain and a Type IV Secretion System Translocation
Signal. Molecular Plant-Microbe Interactions 22, 1356-1365.

van Lijsebettens M., Angenon G. (2013): Thirty years of transgenic research in plants.
The International Journal of Developmental Biology 57, 445-447.

Vergunst A. C., van Lier M. C. M., den Dulk-Ras A., Hooykaas P. J. J. (2003):
Recognition of the Agrobacterium tumefaciens VirE2 Translocation Signal by the
VirB/D4 Transport System Does Not Require VirEL. Plant Physiology 133, 978-988.

Vriend L. E. M., Krawczyk P. M. (2017): Nick-initiated homologous recombination:
Protecting the genome, one strand at a time. DNA Repair 50, 1-13.

Wallden K., Rivera-Calzada A., Waksman G. (2010): Type IV secretion systems:
versatility and diversity in function. Cell Microbiology 12, 1203-1212.

Winans S. C. (1992): Two-Way Chemical Signaling in Agrobacterium-Plant Interactions.
Microbiological reviews 56, 12-31.

Winans S. C., Ebert P. R., Stachel S. E., Gordon M. P., Nester E. W. (1986): A gene
essential for Agrobacterium virulence is homologous to a family of positive regulatory
loci. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 8278-8282.

Xiong L., Schumaker K. S., Zhu J. K. (2002): Cell Signaling during Cold, Drought, and
Salt Stress. The Plant Cell 14, 165-183.

Ye G. N., Stone D., Pang S. Z., Creely W., Gonzalez K., Hinchee M. (1999): Arabidopsis
ovule is the target for Agrobacterium in planta vakuum inflitration transformation. The
Plant Journal 19, 249-257.

Yuasa T., Ichimura K., Mizoguchi T., Shinozaki K. (2001): Oxidative stress activates
ATMPKG®6, an Arabidopsis homologue of MAP kinase. Plant Cell Physiology 42,
1012-1016.

Zhang X., Henrigues S., Lin S., Niu Q., Chua N. (2006): Agrobacterium-mediated
transformation of Arabidopsis thaliana using the floral dip method. Nature protocols
1, 641-646.

Zhu J., Oger P. M., Schrammeijer B., Hooykaas P. J. J., Farrand S. K., Winans S. C.
(2000): The Bases of Crown Gall Tumorigenesis. Journal of Bacteriology 182, 3885-
3895.

Zhu L., Zhang Y., Su F., Chen L., Huang T., Cai Y. (2016): A Shortest-Path-Based
Method for the Analysis and Prediction of Fruit-Related Genes in Arabidopsis
thaliana. PLoS One 11(7):e0159519.
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0159519

51



Ziemienowicz A., Merkle T., Schoumacher F., Hohn B., Rossi L. (2001): Import of
Agrobacterium T-DNA into Plant Nuclei: Two Distinct Functions of VirD2 and VirE2
Proteins. The Cell 13, 369-383.

Ziemienowicz A., Tzfira T., Hohn B. (2008): Mechanisms of T-DNA integration. In:
Agrobacterium: From Biology to Biotechnology. (Tzfira T., Citovsky V.), Springer,
New York, U.S.A., 395-440.

Zupan J., Muth T. R., Draper O., Zambryski P. (2000): The transfer of DNA from
Agrobacterium tumefaciens into plants: a feast of fundamental insights. The Plant
Journal 23, 11-28.

52



7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ANP1

BCK1

CaM

Col-0

CTR1

dH.0

DIC

EDR1

FLS2

MAPK (MPK)
MAPKK (MAP2K, MKK)
MAPKKK (MAP3K, MEKK)
mol. I

MS médium
NLS

NTP

ODsoo
OMTK1

ROS

rpm

SIMK
SIMKK
STE11

T4CP

T4SS

T-DNA

VIP1

VIP2

WNK
WRKY33

Arabidopsis NPK1-like protein kinase

bypass of C kinase 1

kalmodulin

Columbia

constitutive triple response 1

destilovana voda

Nomarského diferencialni interferen¢ni kontrast
enhanced disease resistence 1

flagellin sensitive 2

mitogen-aktivovand proteinkinasa
mitogen-aktivovand proteinkinasa kinasa
mitogen-aktivovana proteinkinasa kinasa kinasa
mol na litr

Murashige and Skoog medium

jaderny lokaliza¢ni signal

nukleotid trifosfat

opticka hustota métena pii vinové délce 600 nm
oxidative stress-activated MAP triple-kinase 1
reaktivni formy kysliku

otacky za minutu (revolutions per minute)
salt-stress inducible protein kinase

salt-stress inducible protein kinase kinase
sterilell

typ IV spojovaci protein

sekre¢ni systém typu IV

transferova DNA

VirE2-interacting protein 1

VirE2-interacting protein 2

with no lysine kinase

transkripcni faktor 33
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