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Abstrakt

Mitogenem aktivované protein Kinasy patii mezi fosforylatni enzymy, na jejichz
aktivaci se podileji naptiklad hormony nebo bioticky a abioticky stres. Vznika mezi
nimi signaliza¢i draha, ktera vede k expresi specifickych genti souvisejicich s
odpovédmi na stresové a neoptimalni podminky prostfedi. Mitogenem aktivovana
protein kinasa MMK3 je soucasti bunéfného de€leni, a také signalizacnich kaskad
souvisejicich se stresem. Tato bakalafska prace se zaobira transformacemi rostlin
pomoci Agrobacterium tumefaciens. Cilem prace byla pfiprava transientné
transformovanych rostlin tabdku, v jehoz listovych bunkach byl pozorovan
fluorescencéné znateny MMK3 protein pomoci GFP nebo mRFP proteinu. Dale byly
stabiln¢ transformovany rostliny Medicago sativa, do kterych byly vneseny konstrukty
ovétené u N. benthamiana se znacenym MMK3 proteinem nebo Crispr/Cas9 konstrukty
pro vyfazeni MMK3 proteinu. Regenerace stabilné transformovanych rostlin probihala
prostfednictvim somatické embryogeneze. Pro ovéfeni, zda se podafilo jednotlivé
rostliny transformovat, byly pouzity metody genotypizace, Western blot a v pripadé
rostlin s fluorescenéné znaCenym MMK3 proteinem také fluorescencni mikroskopie.
Dale byla provedena fenotypova analyza kofentt mpk13 mutantt Arabidopsis thaliana.
Na zaklad¢ vysledki byla zjisténa lokalizace fluorescenéné znaCeného MMK3 proteinu
v listovych bunikach N. benthamiana a to zejména v jadfe a cytoplazmé. Z vysledki
genotypizace stabilné transformovanych rostlin M. sativa s vyfazenym MMK3
proteinem je zfejmé, Ze v n€kterych rostlinach byl transgen ptfitomen. Na ziklad¢ této

genotypové analyzy byla vybrana nejvhodnéjsi rostlina M. sativa a podrobena Western



blotové analyze. Vysledky ptredbézné ukazuji ubytek MMK3 proteinu a jeho
kompenzaci pSIMK.
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M. sativa plant was selected and subjected to Western blot analysis and results
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CILE PRACE
Teoreticka ¢ast:
1. Piehled publikaci o mitogen aktivovanych protein kinasach v Medicago sativa
a jejich ortologti v Arabidopsis thaliana.
2. Ptehled signalnich drah mitogen aktivovanych protein kinas se zaméfenim na

MMK3 pfi vyvinu a odpovédi na stres.

Prakticka cast:

1. Testovani konstrukti se znatenym MMK3 proteinem prostfednictvim metody
transientni transformace Nicotiana benthamiana a stabilni transformace
Medicago sativa.

2. Testovani Crispr-Cas9 konstrukti za ucelem piipravy mutantnich linii vojtésky

s vyfazenym MMK3 proteinem.



1 UVOD

Rostlinné genetické inZenyrstvi za posledni dobu uleh¢ilo produkci hospodaiskych
plodin. Tyto rostliny maji zvysenou odolnost vic¢i Skiidciim, patogenim, herbicidim
a maji lepsi schopnost se adaptovat na stres v prostfedi, coz mize byt naptiklad sucho,
neoptimalni teplota nebo tézké kovy v pudé (Tohidfar et al., 2013). Mezi vyznamné
hospodariské plodiny patii Medicago sativa, ktera se fadi mezi vysoce kvalitni picniny
obsahujici spoustu vyzivnych latek. V hospodafstvi je proto pouzivana jako krmeni pro
hospodarska zvifata. Kazdoro¢né je péstovana piiblizné na plantazich o rozloze 30
miliont hektart (Monteiro et al., 2003; Kechang et al., 2009).

Rostliny obsahuji signaliza¢ni sité, diky kterym jsou schopny reagovat na stres
v prostfedi, a také hormony a Ziviny, které¢ dale ovlivilyji rdst a vyvoj rostlin.
Mitogenem aktivované proteinové Kinasy hraji dilezitou roli v signaliza¢nich drahach
rostlin od bunééného déleni az po bunéfnou smrt. Mechanismus mitogenem
aktivovanych proteinovych Kkinas spociva v pfenosu signalu mezi bunéénymi receptory
a jadrem bunky v eukaryotech (Hirt, 2000; Tena et al., 2001). MMK3 (Medicago MAP
Kinasa) protein patfi mezi mitogenem aktivované proteinové Kinasy, ktery byl
pozorovan ve vSech stadiich bunééného déleni (Bogre et al., 1999).

Pro stabilni i transientni transformace rostlin se velmi ¢asto pouziva bakterie
Agrobacterium tumefaciens, protoze ma schopnost vkladat svou DNA do hostitelského
genomu prostiednictvim velkého Ti-plazmidu (Gelvin, 2003).

Somaticka embryogeneze je vyvojovy proces, pii kterém se z nezygotickych bunck
vytvoii embrya, ze kterych nasledné vyrostou plodné rostliny. Totipotence téchto bunék
zahrnuje dediferenciaci a naslednou rediferenciaci, coz vede k vytvofeni vSech bungk,
které tvofi zralou rostlinu (Rose et al., 2010).

Prace se zabyva testovanim konstruktd se znac¢enym MMK3 proteinem pomoci
transientni  transformace rostlin N. benthamiana. Daéle piipravou stabilné
transformovanych rostlin M. sativa se znacenym MMK3 proteinem a s vyfazenym

MMK3 proteinem.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Medicago sativa
Medicago sativa (Cesky Tolice vojtéska) patii mezi nejcastéji studované druhy rostlin

z pohledu produkce tkanovych kultivovanych embryi. Patfi mezi nejstarSi picniny,
pochazi z Blizkého vychodu pobliz Irdnu a dnes se nachazi na vétsin¢ kontinentech.
Vydrzi ve spousté klimatickych podminek, pfi¢emz je vysoce odolnd na sucho diky
dormanci trvajici az dva roky. Vyuziva se jako krmivo pro velkou ¢ast hospodaiskych
zvitat, jelikoz obsahuje mnoho vitaminti a bilkovin. Dale dobie fixuje dusik diky
symbioze s bakteriemi rodu Rhizobium (Monteiro et al., 2003).

M. sativa se fadi do celedi Fabaceae, je tetraploidni a velikost jejiho genomu ¢ini
800 — 100 Mb. Ma az 60 cm vysoké stonky s mnoha vétvemi a listy dlouhé 5 — 20 mm.
Kvéty jsou zabarveny fialové. Tobolky jsou zabarveny zlutohnédé a obsahuji 10 az 20
semen (Randuska et al., 1986; Blondon et al., 1994). Kofeny vojtésky mivaji jeden
hluboky koten a dal$i rizné velké bo¢ni kofeny (Johnson et al., 1998).

Pomoci genetického inZenyrstvi bylo u vojtésky dosazeno pokroku v nutri¢nich
hodnotach nebo zvyseni tolerance vici stresu (Schroeder et al., 1991; McKersei et al.,
1993).

2.2 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thalianana (Cesky Huseni¢ek rolni) je mala rostlina pattici do cEeledi
brukvovitych, ktera se vyuziva ve vyzkumu biologie rostlin. Jeji genom se sklada z péti
chromozomu a obsahuje asi 20 000 gend. Pro genetické a molekularni studie jsou
uznavany jako standardni ekotypy Columbia a Landsberg (Meinke et al., 1998).

Cely zivotni cyklus rostliny je dokoncen za 6 tydnl. Jedna rostlina je schopna
vyprodukovat vice nez 5 000 semen. Zrala semena maji délku asi 0,5 mm a velikost
kvéth ¢ini asi 2 mm. Sazenice rostliny jsou vyvinuty z rozety, kterda ma v primeéru
2 — 10 cm, podle toho v jakych podminkach se rostlina nachazi. Listy jsou pokryty
trichomy, které se vyuzivaji jako modely pro studium morfogeneze a bunécné
diferenciace. Dosp€lé rostliny rostou do vysky 15 — 20 cm. Kofeny maji jednoduchou

strukturu a nevytvareji symbidzu s bakteriemi vazajicimi dusik (Meinke et al., 1998).
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2.3 Mitogenem aktivované protein kinasy

Rostliny jsou neustéle vystaveny biotickému a abiotickému stresu ve vnéjSim prostiedi.
Aby tyto nevhodné podminky ptezily, vyvinuly si mechanismy, diky kterym vnimaji
signaly z vnéjsiho prostiedi a nasledné se na tyto zmény zplsobené stresem adaptuji.
Hlavni pfenos signalu je uskutecnén pomoci mitogenem aktivovanych proteinovych
kinas (Samajova et al., 2013).

Mitogenem aktivované protein Kinasy jsou fosforyla¢ni enzymy, které jsou sestaveny
v proteinovych komplexech, MAPK modulech, drzicich pohromadé pomoci
skafoldovych proteinti, které pravdépodobné signalnim drahdm pfisuzuji urcitou
specificnost. Sestavené moduly signalni drahy MAPK jsou tvofeny kinasou Kinas
MAPK (MEKK, MAPKKK nebo MAP3K), dale kinasou MAPK (MEK, MAPKK nebo
MAP2K) a MAPK. Moduly MAP3K — MAP2K — MAPK mohou byt n¢kdy aktivovany
dalsi proteinovou kinasou MAPKKKK (MAP4K). Aktivace jednotlivych ¢lend je
zprosttedkovana reverzibilni fosforylaci. MAP3K a MAP2K jsou fosforylovany
a aktivovany na serinovych nebo treoninovych zbytcich, zatimco MAPK na
treoninovych a tyrosinovych zbytcich (Obr. 1) (Jonak et al., 2002; Samajova et al.,
2013).

MAP kinasy hraji dalezitou roli v transduk¢nich drahach od buné¢ného déleni az po
bunécnou smrt, pficemz se reverzibilni fosforylace MAP kinas muize podilet na
transkriptomickych, bunéénych a fyziologickych odpovédich (Tena et al., 2001,
Ichimura et al., 2002).

Mnoho studii dokazuje, ze mitogenem aktivované proteinové Kinasy jsou aktivovany
napiiklad hormony nebo abiotickymi a biotickymi stresy (Hirt, 2000). Aktivované MAP
kinasy reguluji v jadie transkripéni faktory, popfipadé jiné proteiny souvisejici
s transkripci. Také mohou regulovat proteiny, které se podileji na remodelaci
cytoskeletu nebo cytoplazmatické proteiny (Obr.1) (Samajova et al., 2013).
Embryogeneze, postembryonicky rast a vyvoj rostliny mohou byt Castecné fizeny
signalizaci MAP kinas tak, aby sviij vyvoj pfizptisobily vné&jSim podminkam prostiedi
(Komis et al., 2018).

Pomoci genetické manipulace modularnich slozek mitogenem aktivovanych
proteinovych Kkinas je mozné zlepSit toleranci vaci stresu napiiklad u obilovin

(Jonak et al. 2002; Samajovaet al., 2013).
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Obr. 1 ZjednoduSené¢ schéma MAPK kaskady a pienos signalu. MAPK jsou organizovany
Vv MAPK modulech, které jsou drzeny pohromadé proteinovym leSenim — Scaffold proteiny.
Extracelularni signdl je pfijat pomoci membranového receptoru. MAPKKK aktivuje MAPKK
a ta nasledné aktivuje MAPK. MAPK dale aktivuje dalsi proteinové Kinasy, transkripéni
faktory, které¢ vedou k expresi specifickych gent nebo cytoskeletalni proteiny (upraveno podle
Samajové etal., 2013)
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2.3.1 Mitogenem aktivované proteinové kinasy kinasy kinasy

MAP3K tvoii nejvétsi skupinu mitogenem aktivovanych proteinovych Kkinas.
V A. thaliana bylo nalezeno 80 MAP3K, které mohou byt rozdéleny do dvou skupin.
Jedna skupina je tvofena 21 MEKK-like kinasami a 11 ZIK-like kinasami. Do této
skupiny lze zafadit MAPKKKI1 z husenicku (AtMEKK1), ZIK1 z vojtésky nebo
Nicotiana protein kinasu (NPK1) z tabaku (Mizoguchi et al., 1996; Nishihama et al.,
2001; Zweger a Hirt, 2001; Jonak et al., 2002).

Druha skupina je tvofena 48 geny kodujicimi Raf-like kinasy a zahrnuje Arabidopsis
CTR1 (constitutive triple response 1) a EDR1 (enhanced disease resistance 1), které se
podileji na signalizaci zptsobenou ethylenem, popiipadé na obrannych reakcich proti
nemocem (Kieber et al., 1993; Frye et al., 2001).

Skupiny ZIK-like a MEK-like kinasy se také objevuji ve fylogenetickych analyzach
MAP3K, ale nebylo prokdzano, ze tyto proteiny fosforyluji MAP2K v rostlinach
(Champion et al., 2004; Rodriguez et al., 2010).

2.3.2 Mitogenem aktivované proteinové kinasy kinasy
Bylo identifikovano 21 rostlinnych MAP2K (Ichimura et al., 2002). MAP2K jsou
fazeny do ¢tyt skupin (A — D).

Do skupiny A se fadi MKK1 a MKK2 (MAP kinase kinase 1, 2) z husenicku, které
pusobi proti sméru toku MAPK MPK4 (mitogen-activated protein kinase 4). Dal§imi
¢leny této skupiny jsou SIPKK (salicylic acid-induced protein kinase kinase) z tabaku
a PRKK (pathogen-responsive protein kinase kinase) z vojtésky, pti¢emz jsou tyto dvé
MAP2K ortologni s MKK1-2 z husenic¢ku (Tab. 1) (Ichimura et al., 1998; Ichimura et
al., 2002; Hamel et al., 2006). Soucasti této skupiny je také AtMKKG®, ktera ptisobi jako
downstream AtMPK13 (Melikant et al., 2004). Ortologem AtMKK®6 je NtMEK, ktera
aktivuje Ntf6 (Nuclear translation factor 6), ktery je ortologem k AtMPK13
a MsMMK3 (Tab. 1), a také je soucasti bunééného déleni (Calderini et al., 2001;
Ichimura et al., 2002; Melikant et al., 2004).

Do skupiny B patti MKK3 z husenicku ucastnici se kaskad, které jsou vyvolany
patogeny a potiebuji signalizaci kyseliny jasmonové. AtMKK3 a NPK2 tabaku jsou
kinasy, jejichZ soucasti je faktor jaderného ptenosu (NTF). Je tedy mozné, ze MAP2K
s témito faktory se ui€astni cytoplasmatického jaderného ptenosu (Ichimura et al., 2002;
Déczi et al., 2007; Takahashi et al., 2007; Rodriguez et al., 2010).
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Do skupiny C se fadi SIMKK (stress-induced MAP kinase kinase) z vojtésky, ktera
aktivuje SIMK a zprostiedkovava signalni drahy indukované solny stresem a elicitorem
(Obr. 3) (Kiegerl et al., 2000). Do této skupiny také patii NtMEK?2 (ortolog MsSIMKK
Tab. 1) z tabaku, jenz se podili na aktivaci SIPK a WIPK (wounding-induced protein
kinase), a také na bunééné smrti v listech pfi transientni transformaci tabaku indukované
dexamenthasonem (Yang et al., 2001; Ichimura et al., 2002). AtMKK4 a AtMKKS5,
jakozto ortologové tabaku NtMEK2 mély podobné tc¢inky pii stabilni transformaci
husenicku (Ren et al., 2002; Ichimura et al., 2002). Skupina D zahrnuje
MKK?7 — MKK10 z A. thaliana (Ichimura et al., 2002).

2.3.3 Mitogenem aktivované proteinové kinasy
V genomové sekvenci A. thaliana bylo identifikovano 20 gent, které koduji mozné
MAPK, jez lze rozdélit do Ctyi skupin (A — D). Podle motivu TxY fosforylovaného
MAP2K jsou MAPK husenicku klasifikovany do dvou podtyp: TEY a TDY, pficemz
TEY se déli do tii skupin A, B, C a podtyp TDY tvoii vzdalengjsi skupinu D (Ichimura
et al., 2002).

MAPK patfici do skupiny A, byvaji zapojovany do environmentalnich
a hormonalnich reakci. Do této skupiny patii napiiklad AtMPK3 a AtMPK®6, které se
aktivuji infekei z patogenu, oxidacnim nebo osmotickym stresem (Ichimura et al., 2000;
Asai et al., 2002; Colcombet a Hirt, 2008). Dale se zde fadi SIPK a WIPK z tabaku,
jenz jsou aktivovany kyselinou salicylovou nebo zranénim. Dale pak SIMK a SAMK
(stress-activated MAP kinase) z vojtésky, které maji podil na odpovédich souvisejicich
s biotickym a abiotickym stresem (Zhang a Klessig, 2001; Zwerger a Hirt, 2001).

MAPK pattici do skupiny B se zapojuji do bunééného déleni a podileji se na
reakcich vyvolanych stresem z vnéjSiho prostiedi. Do této skupiny patii napiiklad
MPK4 z husenic¢ku, ktera se uCastni signalizace pii ochrané rostlin (Petersen et al.,
2000; Cheong a Kim, 2010). MMK3 z vojtésky a Ntf6 z tabaku jsou ortologni s MPK13
Z huseniCku. Jsou aktivovany v zavislosti na bunééném déleni a nachdzeji se ve
fragmoplastu béhem telofaze. MAP kinasa vojtésky MMK2 je taktéz soucasti této
skupiny a pravdépodobné se ucastni syntézy buné¢né stény béhem ristu (Bogre et al.,
1999; Calderini et al., 2001; Ichimura et al., 2002).

MAPK skupiny C nejsou dobie znamy v signalnich drdhach rostlinného stresu, avSak
ukézalo se, Ze AtMPK7 patiici do této skupiny je regulovéna cirkadidnnim rytmem

(Schaffer et al., 2001).
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MAPK nalezici do skupiny D zahrnuji MPK8, MPK9 a MPK15 z husenicku,
BWMK1 (blast and wound MAP kinase 1) z ryze a TDY1 z vojtésky. V nékolika
studiich bylo zminéno, ze OsBWMKI1 a TDY1 jsou indukovany patogeny a zranénim
(He et al., 1999; Schoenbeck et al., 1999; Cheong et al., 2003).

2.4 MAP kinasy Medicago sativa v reakci na stres

Rostliny jsou casto vystaveny nepiiznivym podminkdm prostfedi. Sucho, salinita,
oxidac¢ni stres, patogeny a znecisténi vyrazné ovliviwji rist, vyvoj i produktivitu rostlin
(Kovtun et al., 2000). M. sativa stejné jako i jiné rostliny pouziva k odpovédi na rizné

typy podnétli mitogenem aktivované proteinové kinasy (Nakagami et al., 2004).

Tab. 1 Piehled znamych MAPKs v M. sativa jejich ortology v A. thaliana a N. tabacum

(upraveno podle Ichimura et al., 2002).

MAP3K MAP2K MAPK
M. sativa OMTK1 PRKK, SIMKK SAMK, SIMK, MMK3, MMK?2
A. thaliana ? MKK1-2, MKK4-5 MPK3, MPK6, MPK13, MPK4
N. tabacum ? SIPKK, MEK?2 WIPK, SIPK, Ntf6, ?
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2.4.1 Oxida¢ni stres

H>O2 je signalni molekula, ktera se podili na obrannych reakcich, jenz mohou byt
zpusobeny raznymi stresy (Neill et al., 2002). Zaroven vsak signalizace H2O; pfispiva
k programované¢ bunécné smrti. Rostliny tedy reaguji na H20, rliznym zplisobem
v zavislosti na jeho mnozstvi (Nakagami et al., 2004).

Mezi MAP3K M. sativa patti MEK-like kinasa OMTK1 (oxidative stress-activated
MAP triple-kinase 1), nachazejici se v rostlinnych protoplastech, kde indukuje
buné¢nou smrt. Tuto MAP3K aktivuje pouze H20,. OMTKL1 funguje jako protein
skafold, jelikoz s MAPK MMK3 dohromady tvofi soucast jednoho proteinového
komplexu in vivo a ptimo spolu interaguji in vitro (Obr. 2). OMTK1 specificky aktivuje
MMK3, coz vede ke zvySené mife bunécné smrti. OMTK1 byl také akumulovan po
indukci solnym stresem, avsak nevyvolal aktivaci MMK3 kinasy (Nakagami et al.,
2004; Nakagami et al., 2005).

MPK3 a MPK6 jsou MAP kinasy A. thaliana, pti¢emz jsou nejvic podobné MAP
kinasam vojtésky, konkrétné MPK3 je ortolog SAMK a MPKG6 je ortolog SIMK
(Tab. 1) (Tena et al., 2001). H2O> patii mezi aktivaitory MAPK A. thaliana listovych
bunék. H20> aktivuje proteinovou kinasu ANP1 (arabidopsis nukleus phragmoplast 1),
coz je MAP3K v A. thaliana a ta nasledné aktivuje MPK3 a MPK6. Tato MAPK
kaskada vede k indukci specifickych genti, které na tento stres reaguji, ale blokuje

pusobeni auxinu (Kovtun et al., 2000).

Stimul H202
|
MAPKKK OMTK1
}
MAPKK ?
}
MAPK MMK3

Obr. 2 Schematické znazornéni aktivace MMK3 pomoci H20,. Aktivace je zavisla na OMTKI,
ktery piimo interaguje s MMK3 a ma zde funkci proteinu scaffoldu. MAP2K neni v soucasnosti
v této signélni draze znama (upraveno podle Nakagami et al., 2004).
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2.4.2 Stres zpiisobeny kovy

Vysoky obsah kovii v pidé ma neptiznivé ucinky na rust a vyvoj rostlin. Antropogenni
uvolnovani kovll do Zivotniho prostfedi ma za nasledek zvySovani kontaminace pudy.
Vysoké mnozstvi t€zkych kovil v piidé vyvolava v rostlindch fadu bunécnych odpovedi,
naptiklad souvisejicich se zménou v genové expresi. Méd’ je dulezity kov, ktery se
podili na normalnim rdstu a vyvoji rostlin, avsak nadmérné mnozstvi médi je Skodlivé,
protoze zpusobuje produkci ROS. Kadmium se nevyznacuje zadnou kladnou
biologickou funkci, je velmi reaktivni a inhibuje enzymatické procesy, je toxické pro
vSechny zivé bunky a zpusobuje jejich oxida¢ni poskozeni (Jonak et al., 2004,
Smékalova et al., 2014).

M. sativa aktivuje &tyfi odlisné proteinové Kinasy pii stresu, ktery je vyvolan
piebytkem iontd médi nebo kadmia, jedna se o SIMK, MMK2, MMK3 a SAMK. Tyto
MAPK jsou velmi rychle aktivovany médénymi ionty, zatimco u iontd kadmia projevuji
zpozdénou reakci. SIMKK specificky aktivovala SIMK a SAMK v protoplastech, avsak
neaktivovala MMK2 a MMK3, coz znamena, ze rostliny reaguji na stres z tézkych kovi
indukci né€kolika riznych drah (Jonak et al., 2004).

U A. thaliana kadmium aktivuje mitogenem aktivované protein kinasy MPK3
a MPKG6 prostiednictvim akumulace kyslikovych radikald (ROS). Aktivita téchto dvou
MAPK je pii stresu z kadmia vyssi v kofenech nez v listech (Liu et al., 2010).

2.4.3 Stres zpiisobeny soli

Salinita je stav, kdy se v zemédélské pudé nachazeji vysoké koncentrace soli, které
zplisobuji Spatny rist a nizkou produktivitu rostlin. Nejcastéji se jedna o nadbytek ionth
sodiku v padé, coz mlze u rostlin zplsobit fyziologicky nedostatek vody
(Yadav et al., 2011).

SIMKK je MAP2K u M. sativa a je aktivovana prostfednictvim solného stresu.
Nasledné je zapojena do signalni drahy, ktera zprostiedkovava aktivaci SIMK (Obr. 3).
SIMKK a SIMK jsou spole¢n¢ lokalizovany v cytoplazmé a jadfe. Po aktivaci solnym
stresem se spole¢né¢ premistuji do cytoplazmatickych kompartmentii jakozto
mikrotubularnich poli a to konkrétné do preprofaznich svazki (PPB) nebo
fragmoplasti. TO naznacuje, Ze rostlinné¢ mitotické mikrotubuly mohou interagovat se
SIMK v buiikach postizenych stresem (Baluska et al., 2000; Kiegerl et al., 2000; Samaj
et al., 2002; Samaj et al., 2004; Ovecka et al., 2014).
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U A. thaliana je MKK2 aktivovana solnym stresem, pricemz dale fosforyluje MPK4
a MPKG®6. Jako aktivator MKK2 se ukazala MAP3K MEKK1. Dohromady se tedy na
pfenosu  signdlu  zpGsobeném  solnym  stresem  podili modul MAPK
MEKK1 — MKK2 — MPK6 nebo MPK4 (Teige et al., 2004).

V' N. tabacum byly rychle aktivovany MAPK SIPK a 42-kD za podminek
osmotického stresu (Mikolajczyk et al., 2000).

2.4.4 Stres zpisobeny elicitorem

Rostliny si vyvinuly schopnost vnimat signaly, jenz jsou odvozeny od patogent.
Jakmile rostlina detekuje elicitor, nasleduje intraceluldrni pfenos signalu, ktery ma za
nasledek tvorbu obrannych reakci. Mezi obranné reakce mulze patfit tvorba ROS,
exprese gend souvisejicich s patogenem, popiipadé bunécna smrt. (Cardinale et al.,
2000).

U vojtésky byly pomoci elicitoru aktivovany ¢tyii rizné MAPK (SIMK, MMK2,
MMK3 a SAMK). SIMK a MMK3 byly aktivovany prostfednictvim SIMKK (Obr. 3).
Piibuzna MAP2K PRKK pii aktivaci patogennim elicitorem zprostiedkovala nejen
ptenos signalu na SIMK a MMK3, ale jesté¢ navic aktivovala i SAMK. Pii stresu
zpusobeném elicitorem odvozenym od buné¢né stény kvasinek, byly aktivovany hlavné
SIMK a MMK3, o néco méné pak SAMK a MMK2 (Zhang a Klessing, 1998; Cardinale
et al.,, 2000). MMK2 ma také schopnost dopliiovat kvasinkové buriky, které maji
nedostatek MAPK Mpk1 (Jonak et al., 1995).

Flg22 (flagellin 22) je na leucin bohatd repeti¢ni receptorova kinasa, ktera u
A. thaliana spousti aktivaci MPK3, MPK4 a MPK6. MKK4 a MKKS5 aktivuji MPK3
a MPK6, coz vede k aktivaci transkripénich faktorat WRKY22 a WRKY29 (WRKY
transcription factor 22, 29) (Asai et al., 2002).

U tabaku jsou pfi stresu vyvolanym patogenem aktivovany dvé MAPK — SIPK
a WIPK (Tena et al., 2001).
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Stimul MAPKK MAPK

/ SIMK
SIMKK

T~ MMK3

- SIMK

Elicitor — PRKK EE— MMK3
T~ SAMK

? _— MMK2

NaCl — SIMKK —_— SIMK

Obr. 3: Signalni drahy indukované soli a elicitorem na urovni MAP2K. Oba stimuly aktivuji
SIMKK v ptipadé¢ elicitoru je indukovana i PRKK. Jestlize je SIMKK aktivovana elicitorem
nasledné aktivuje SIMK a MMK3, zatimco PRKK aktivuje SIMK, MMK3 a navic SAMK.
Elicitorem je také aktivovand MMK?2, avSak neni znamo, ktera MAP2K je v této draze
zapojena. Solnym stresem je indukovana aktivace SIMKK, ktera poté aktivuje SIMK (upraveno
podle Cardinale et al., 2002).
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2.5 MARP kinasy a vybrané hormony

Ethylen patfi mezi rostlinné hormony. Uastni se pii vyvojovych a fyziologickych
procesech rostlin. Podili se také pfi obrannych reakcich zptisobenych stresem, jako je
naptiklad napadeni Skiidcem, chlad nebo mechanické zranéni rostliny. V piipadé, ze
jsou rostliny vystaveny stresu, nastava zvySena syntéza ethylenu, ktera ma za nasledek
regulaci exprese genu (Abeles et al., 1992; Ouaked et al., 2003). Rizné MAPK kinasy
jsou aktivovany kyselinou aminocyklopropan-1-karboxylovou (ACC), ktera je
prekurzorem ethylenu. U M. sativa byly touto kyselinou aktivovany SIMK
a MMK3 prostiednictvim SIMKK. U rostlin A. thaliana byla pies ACC aktivovana
MAPK MPKG6 a dalsi MAPK (Ouaked et al., 2003).

Kyselina salicylova je fenolovy derivat vyskytujici se u mnoha druht rostlin. Podili
se na rustu rostlin, indukci kvéti, ovliviiuje biosyntézu ethylenu a regulaci otvirani
stomat. Rostliny se chrani vi¢i patogenim prostfednictvim kyseliny salicylové,
popiipadé kyseliny jasmonové, pficemz jsou do signalnich drah téchto kyselin zapojeny
I MAPK jako pozitivni i negativni regulatory (Hayat a Ahmad, 2007; Jagodzik et al.,
2018).

2.6 MAP kinasy pFi vyvinu rostlin
Spravna lokalizace mitogenem aktivovanych proteinovych kinas je dalezita pro vyvoj
rostlin a pro bunéénou signalizaci (Miiller et al., 2010).

Aktivace urcitych MAP kinas je v koordinaci s danymi fazemi béhem cytokineze.
MMK3 z vojtésky a Ntf6 z tabdku se nachdzeji v roviné bunééného déleni a aktivuji se
béhem mitdzy (Calderini et al., 1998; Bogre et al., 1999; Rodriguez at al., 2010).

U M. sativa se SIMK a jeji upstream SIMKK podileji na regulaci ristu kotenovych
vlaskd. SIMK se nachazi v jadrech, avsak jakmile za¢nou rist kofenové vlasky, premisti
se v aktivovaném stavu do Spi¢ky kofenovych vlaskti pomoci aktinovych filamentt
(Samaj et al., 2002).

Priduchy jsou specializované epidermalni buiiky, které se podileji na vyméné plynt
a vodni pary mezi rostlinami a prostfedim, ve kterém se rostliny nachéazeji. U husenicku
patii mezi vyznamné regulatory vyvoje priaducht MPK3, MPK6 a jejich upstream
MAP2K MKK4 a MKKS5 (Wang et al., 2007).

AtMPKS3 a AtMPK6 maji také funkci u vedeni pylové lacky, pfiCemz by signalni
kaskada MPK3/MPK6 mohla mit vliv na expresi genii v piedeslych stadiich béhem
vyvoje pylu (Guan et al., 2014). MPK6 je dale lokalizovana v mitotickych
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mikrotubulech, a také v sekre¢nich vezikulach TGN (Trans-Golgi network). TGN je sit’
vezikul a tubuld na trans stran¢ Golgiho komplexu, které jsou transportované do vakuol
nebo na plasmatickou membranu. To slouzi pro sekreci proteini ven z buiiky nebo
proteinovou degradaci ve vakuole. MPKG je také zapojena pfti vyvoji kotfenti A. thaliana
(Miiller et al., 2010).

2.7 MsMMK3 a jeji ortolog AtMPK13
Medicago MAP kinasa — MMK3 je MAPK, ktera je zatazena do skupiny B. Pfi aktivaci
MMK3 proteinu je fosforylovan motiv TEY (Ichimura et al., 2002).

Mitogenem aktivovana proteinova kinasa MMK3 byla nalezena ve vSech stadiich
bunééného cyklu, avSak jeji aktivita byla pfechodna v mitéze a korelovala
s nacasovanim tvorby fragmoplasti. MMK3 se nachazi v cytoplazmé v bunkach
Vv interfazi a vstupuje do jadra, kdyz buiky vstupuji do profaze. Hraje tedy roli v
rostlinné cytokineze (Bogre et al., 1999).

Jak uz bylo uvedeno, je také zapojena do spousty reakci zpusobenych stresem a to
naptiklad v souvislosti s patogenem, tézkymi kovy nebo oxidativnim stresem, kde vede
k bunécné smrti (Cardinale et al., 2002; Jonak et al., 2004; Nakagami et al., 2004).

Ortologem MMK3 je MPK13 z A. thaliana (Tab. 1), ktera také nalezi do MAPK
skupiny B a pfi jeji aktivaci dochazi k fosforylaci motivu TEY (lchimura et al., 2002).

V piipadé¢ AtMPK13 bylo zjisténo, ze pokud dojde k ¢astecnému potlaceni exprese
AtMPK13 nebo AtMKKS6, které jsou spolecné koexprimovany, snizi se pocet
lateralnich kofend v transgennich liniich, z ¢ehoz vyplyva, ze modul A. thaliana

MKK6 — MPK13 pozitivné reguluje tvorbu vedlejsich kotent (Zeng et al., 2011).

2.8 Somaticka embryogeneze

Somaticka embryogeneze je proces, pfi kterém se produkuji morfologicky a vyvojové
normalni embrya a nésledné celé rostliny z nediferencovanych somatickych bunck.
To dokazuje, ze geneticky program pro embryogenezi a jeji prubéh je obsazen v buiice
a muze probihat bez pfitomnosti genovych produktii z matetského prostiedi. Prvotni
popis somatické embryogeneze pochdzi z pozorovani mrkvovych bunék v kultufe
a demonstrovali ho Steward et al. (1958) a Reinert (1958). V piipadé zygotické
embryogeneze se jedna o fertilizaci vajicek, pficemZz k oplozeni dochazi uvnitt
gametofytu, ktery je obklopen matefskou tkani. Mateiska tkan poskytuje ochranu

sami¢im gametofytim a embryim. V semenu miZze embryo zistat v klidu, dokud
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nebudou pfiznivé podminky pro kli¢ivost a pfeziti sazenic. Vyvoj somatickych embryi
se velmi podoba vyvoji zygotickych embryi jak morfologicky, tak i casové
(Zimmerman, 1993; Pierik, 1997; Harada et al., 2010).

Somaticka embryogeneze in vitro se déli do dvou forem a to pfimou a nepfimou.
Tyto formy souvisi s pfitomnosti ¢i nepfitomnosti faze vyvoje kalusu. Pfima somaticka
embryogeneze je tvorba somatickych embryi bez vytvoreni kalusu (Williams a
Maheswaran 1986; Dijak et al. 1986; Raghavan, 1986).

Dediferencované tkan¢ kalusu je mozné rozmnozit v kapalné kultufe nebo
na pevném kultivatnim médiu s agarem (Dudits et al., 1995). Manipulaci s kultiva¢nimi
podminkami se z kultivovanych kalusovych bun€k indukuji somatickd embrya
(Zimmerman, 1993). Podminky prostfedi jsou optimalizovany v souvislosti s fyzickou,
nutricni a hormondlni strdnkou. Mikroorganismy a Skidci vysSich rostlin musi byt
vylouceni (Pierik, 1997). Rlistové medium kalusu, které obsahuje urcité hormony, mize
souviset s napodobenim pfirozené¢ho signalu, jenZ embryogenezi zahdji (Zimmerman,
1993). Vhodny hormondlni rezim v bazalnim médiu u daného druhu rostliny pfi
kultivaci explantatu je velmi dalezity pro tvorbu somatickych embryi (Rose 2004). Jako
jeden z hlavni induktorii embryogeneze v somatickych rostlinnych bunkach
kultivovanych in vitro je hormon auxin (Dudits et al., 1995). Morfogeneze
u somatickych a zygotickych embryi se 1i8i v zavislosti na polarnim transportu auxinu.
U somatickych embryi inhibitory polarniho transportu auxinu blokuji morfogenezi
do dalsiho stadia embrya, zatimco zygoticka embrya vykazuji lepsi snasenlivost vici
stejnym inhibitorim poldrniho transportu auxind (Zimmerman, 1993). Syntetické
kultivaéni médium tedy obsahuje auxin napiiklad jako je kyselina
2,4-dichlorfenoxyoctova a nékdy i1 cytokininy. Poté nasleduje kultivace na médiu bez

hormoni (Dudits et al., 1995; Yang a Zhang, 2010).

2.8.1 Somaticka embryogeneze u Medicago sativa

Kalusové buiiky vojtésky jsou schopny iniciovat embryogenezi v médiu jiz pii kratkém

pusobeni auxinu (Dudits et al., 1993). Auxin je dulezity v rastovych reakcich béhem

vyvoje rostliny. Plsobi jako signal pro déleni, expanzi a diferenciaci na buné¢né trovni

béhem vyvoje rostliny (Rose a Nolan, 1995). Indukce kalusu z explantatu (listy

vojtésky) vznikd na BSH médiu, jez se sklada z média BS (Atanassov a Brown, 1984).
Problémy s regeneraci somatickych embryi souvisi s jejich §patnym zranim u mnoha

druhli vojtésky. Somatickd embrya nemaji endosperm, jenz slouzi jako zdroj Zivin,
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proto je uzite¢né poskytnout somatickym embryim Ziviny v kultivaénim médiu.
Kultivacni médium je mozné obohatit o pfirodni organické extrakty, které obsahuji
aminokyseliny, vitaminy, rostlinné regulatory podporujici rtst rostlin, regeneraci
a somatickou embryogenezi (Amini et al., 2016). Pouze embrya, jenz obsahuji dostatek
mastnych kyselin, cukrl a proteinti, se mohou vyvinout na normalni rostliny. M.sativa
obsahuje relativné nizké mnozstvi proteiniti a pro pfeménu embryi na rostliny jsou
dalezit¢ nékteré slozky. Fytohormony a dusik maji dobry vliv na somatickou
embryogenezi (Krochko et al., 1992; Lai et al., 1992; von Arnold et al., 2002; Sharma a
Millam, 2004). Mnozstvi proteini a akumulace prolinu jsou slozky ucastnici se
metabolickych procest indukujici somatickou embryogenezi (Dhir et al., 2014; Dhir et
al., 2014). Kyselina abscisova ma piiznivy vliv na maturaci somatickych embryi, a také
na jejich vyvoj na normalni rostliny (Vahdati et al., 2008).

Urcité organické extrakty, jako je naptiklad kaseinovy hydrolyzat, kvasnicovy
extrakt, kokosovéa voda a cyanobakteridlni extrakty, zlepSuji somatickou embryogenezi
a zrani embryi (Joshee et al., 2007; Palikova et al., 2007; Ahmed et al., 2011).
Biosyntéza a pilisobeni etylenu se podili na fizeni jednotlivych fazi somatické
embryogeneze v M. sativa, pti¢emz naruseni téchto procesu v riznych fazich somatické
embryogeneze ma nepfiznivy vliv na vitalitu ziskanych somatickych embryi
(Kepczynska a Zielinska, 2011).

Rychly rist somatickych embryi vojtésky nastdva po tom, co embrya vstoupi
do stadia vyvoje torpéda. Frekvence pienosu somatickych embryi do Cerstvych medii
muze poskytnout embryim lepSi dostupnost Zivin (Lai a McKersie, 1993). Tvorba
kalusu z listovych explantatu M. sativa je vyssi nez u M. truncatula na MS mediu
obsahujici NAA (kyselina 1-naftyloctova), 2,4-D a kinetin (Hoori et al., 2007).

2.9 Transformace pomoci Agrobacterium tumefaciens
Transformace pomoci Agrobacterium tumefaciens je technologie pouzivana pro
produkci geneticky modifikovanych transgennich rostlin. V soufasné dobé se
Agrobacterium pouziva k transformaci mnoha druhi rostlin (Tzifra a Citovsky, 2006).
Gramnegativni bakterie A. tumefaciens zplsobuje v rostlinach onemocnéni
koronarnich zlaz, pticemz se tvoii nador, ktery je v rostlinach tvofen Agrobacteriem.
To pomoci virulentni molekuly DNA, pienasejici T-DNA do rostlinnych bun¢k, ktera se
integruje do hostitelského genomu (Chilton et al, 1977). T-DNA region je nezbytna

soucast Ti-plazmidu zaroven s oblasti viru, jenz jsou dulezité pro indukci nadoru.
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Oblast T-DNA je vymezena 25 bp nepfesnymi opakovanimi, oznacenymi jako levy
a pravy okraj. Tato oblast obsahuje geny, jenz koduji proteiny, které se podileji na
biosyntéze rostlinnych hormonti a opinti. Mezi levy a pravy okraj T-DNA je mozné
vlozit prakticky jakykoli typ DNA a nasledné je mozné ji pouzit pro transformaci rostlin
(Gelvin, 2003; Zupan et al., 2000, Kienek et al., 2015). Virova oblast Ti-plazmidu
obsahuje sedm lokusa (VirA, virB, virC, virD, VirE, virF a virG), které koduji virulentni
proteiny, nutné pro prenos a integraci T-DNA do hostitelského genomu, avSak samotna
virova oblast Ti plazmidu do hostitelské bunky neni pfenesena (Zupan a Zambryski,
1995). Nuklearni lokaliza¢ni sekvence obsahuji proteiny VirD2 a VirE2. Dvouslozkové
regulacni systémy, které se skladaji z virA a virG proteinil, zprostfedkovavaji spojeni
mezi fenolickymi signalizaénimi molekulami a aktivaci virulentnich gent
v Agrobacteriu (Gelvin, 2000; Gelvin, 2003; Pitzschke a Hirt, 2010).

Exprese genti pifenesenych pifes T-DNA muize byt transientni nebo stabilni.
Transientni transformace se nejvic projevi po 2 — 4 dnech po infekci rostlinnych tkani
Agrobacteriem a nasledné klesa pocet expresnich bun€k (Janssen a Gardner, 1990;
Lacroix a Citovsky, 2013). Pro stabilni expresi gent je dilezita integrace T-DNA do
hostitelského genomu (Janssen a Gardner, 1990).

Mnoho schvélenych geneticky modifikovanych plodin bylo vyvinuto pomoci metody
Agrobacterium (Hemmer, 2002). Bylo prokazano, Zze pouzivani geneticky
modifikovanych plodin vedlo ke snizeni pouzivani chemickych pesticidi a celkovy
vynos plodin se zvyS$il (Kliimper a Qaim, 2014). Pomoci transientni transformace
zprostiedkované Agrobacteriem je mozné rychle studovat subcelularni lokalizaci
proteint a interakci proteind, a také je mozZna rychla produkce rekombinantnich proteinti

(Kienek et al., 2015).

2.9.1 Transientni transformace Nicotiana benthamiana
Nicotiana tabacum a Nicotiana benthamiana jsou pouzivany ve védé diky tomu, Ze jsou
nachylné k velkému poctu rostlinnych vird. N. benthamiana se tedy stala ddlezitym
modelem pro studium interakci hostitel — virus v rostlinach (Horsch et al., 1985;
Dasgupta et al., 2001).

Transientni transformace je zprostfedkovdna pomoci agroinfiltrace na listy,
kokultivaci a agroinfekci riznymi kmeny Agrobacteria. Listy N. benthamiana jsou
Siroce pouZzivany na agrofiltraci diky jednoduchosti a vysoké ucinnosti. Oproti stabilni

transformaci je metoda transientni transformace jednodussi a rychlejsi (Voinnet et al.,
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2003; Yang et al., 2000). Transformace listd N. benthamiana pomoci Agrobacteria se
pouziva v experimentech, jenz umoziuji naslednou vizualizaci subcelularnich
kompartmentt, které jsou ozna¢eny molekuldrnimi markery obsahujicimi GFP (green
fluorescent protein), YFP (yellow fluorescent protein) nebo RFP (red fluorescent
protein) (Kienek et al., 2015).

2.9.2 Stabilni transformace Medicago sativa

Pro transformaci vojtésky bylo dosud objeveno mnoho riznych metod, avSak prozatim
je nejucinngjsi a nejrychlejsi metodou kultivace listd s A. tumefaciens, kde se nasledné
indukuji somatickd embrya. Takto bylo jiz vytvoifeno n€kolik transgennich rostlin
vojtésky, které slouzily pro produkci vysoce hodnotnych sloucenin, primyslovych
enzymu a také rostliny, které mély zvySenou toleranci vici biotickému a abiotickému
stresu. Kmen A. tumefaciens LBA4404 se jevi jako jeden z nejucinngjsich kment. Dalsi
kmeny byly neucinné nebo prokazaly celkové nizsi transformacni ti€innost. Explantaty
pochazeji z povrchové sterilizovanych listi a jsou péstovany v ristové komofe.
Doporucena doba kultivace je 7 az 8 dni, kratsi ¢asové periody vykazuji nizsi a¢innost
transformace. Po odstranéni A. tumefaciens se explantaty pienaseji na selektivni
médium obsahujici selektivni ¢inidlo kanamycin, kde se tvoii kalusy 2 az 3 tydny. Pro
zabranéni opétovného rustu A. tumefaciens Ize naptiklad pouzit antibiotikum ticarcilin.
Na kalusu se vytvofi zrald embrya a ve stddiu déloznich listi se pfenaSeji na nové
médium, kde se z nich tvofi rostliny. Po tom, co se vytvoifi vyhonky, jsou rostliny
pieneseny do média bez kanamycinu, kde se stimuluje rist kofent, popfipadé se
rostliny presadi do pudy, kde se kofeny vytvoii (Samac, 1995; Austin et al., 1995;
Austin et al., 1995; Austin-Phillips et al., 1999; Tesfaye et al., 2001; Samac a Temple,
2004). Naptiklad na tizemi USA transgenni vojtéSka s rezistenci na herbicidy byla
péstovana na vice nez 200 000 hektarech (James, 2011).

2.10 RNA interference

Interference RNA (RNAIi) je endogenni mechanismus, ktery je zodpovédny za uroven
exprese genu. RNAi souvisi S mnoha jevy, naptiklad s transpozonovou aktivitou nebo
rezistenci na virovou infekci. Vyuzivd dvouvldknovou RNA (dsRNA), kterd indukuje
umlCovani genti u riznych organismi. Jedna se o technologii ,.knockdown®,
pouzivanou pro genovou analyzu (Hannon, 2002; Kusaba, 2004; Zhang, 2013). V ramci
RNAi genom podléhd zménam, jako jsou methylace DNA, tvorba heterochromatinu

nebo programovana eliminace DNA (Agrawal et al., 2003).
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Na zacatku je dsRNA rozpoznana Dicerem, enzymem patiicim do rodiny RNas IlI.
Dicer degraduje dsRNA na malé interferujici RNA (SIRNA) o délce 21 — 25 nukleotidu.
Poté je jeden ze dvou fetézci siRNA zaclenén do RNA-indukovaného umlcovaciho
komplexu (RISC). Jedna se o multiproteinovy komplex, napiiklad rodina proteint
Agronaute tvoii soucast tohoto komplexu, pfi¢emz jsou tyto proteiny pomoci siRNA
nebo miRNA vedeny k cilené mRNA pro jeji uml¢eni nebo degradaci. SIRNA je v RISC
vyuzivana jako ptedloha pro rozpoznani komplementdrni mRNA. Nasledna degradace
mRNA ma za nasledek snizenou hladinu translace proteinu (Obr. 4) (Agrawal et al.,
2003; Kusaba, 2004; Hock a Meister, 2008; Zhang, 2013). Cilové mRNA se tedy
nemohou akumulovat v cytosolu, avsak je stale mozné je detekovat pomoci jadernych
test (Fagard a Vaucheret, 2000; Agrawal et al., 2003). A. tumefaciens je nejcastéji
pouzivana k dodavani transgennich konstrukt do hostitelskych rostlin (Yin et al.,
2005). Lindbo a Dougherty ve své studii zjistili, ze rostliny transformované virovymi
transgeny vykazuji ochrannou funkci proti virim i piesto, ze nevytvaii zadny transgenni
protein (Lindbo a Dougherty, 1992; Agrawal et al., 2003).

Interference RNA muze mit dopad na zlepSovani plodin pomoci metabolického
inzenyrstvi, dale je vyznamna pii snizovani alergenicity, jelikoz umlcuje specifické
alergeny u rostlin. Tuto technologii 1ze také pouzivat pfi zvySovani nutri¢nich hodnot

plodin, pfipadné pro rezistenci vic¢i patogenim a nemocem (Ali et al., 2010).
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Obr. 4: Zjednodu$ené schéma mechanismu RNA interference: 1 dSRNA je enzymem Dicerem
roz$tépena na mensi interferujici siRNA. 2 vzdy jedno vlakno siRNA je zaclenéno do
multiproteinového komplexu RISC. 3 siRNA zabudovana v komplexu RISC rozpozna pomoci
komplementarity bazi cilovou mRNA, ktera je nasledné timto komplexem degradovana na
mensi Casti.

2.11 CRISPR/Cas9 technologie

Mezi novodobé ndstroje pro genové inzenyrstvi patfi metoda CRISPR/Cas. Jedné se
0 shloucené a pravidelné rozmisténé kratké palindromické repetice — CRISPR (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats). Diky tomuto systému maji bakterie a
archea adaptivni imunitu proti virim a plazmidim (Jinek et al., 2012).

Byly nalezeny tfi typy CRISPR/Cas systému. Typ II potfebuje pouze jeden protein
Cas — Cas9. Cas9 obsahuje dvé nukleasove domény RuvC blizko aminového konce
a HNH uprostfed proteinu, kterd je pravdépodobné zodpovédnd za cilové Stépeni
molekuly DNA (Jakubauskas et al., 2007; Makarova et al., 2011). CRISPR/Cas9 se
tedy sklada z endonukleasového proteinu Cas9 a dvou malych RNA molekul, CRISPR
RNA (crRNA) a transaktivujici crRNA (tracrRNA) (Jinek et al., 2012; Karvelis et al.,
2013). crRNA a tracrRNA mohou byt fuzovany za vzniku vodici molekuly sgRNA
(single guide RNA), ktera dokaze nasmérovat endonukleasovy protein Cas9 do vybrané
cilové sekvence (Obr. 5) (Mali et al., 2013; Wang et al., 2016). Misto specifického
Stépeni je urceno komplementaritou bazi mezi crRNA a cilovou protospacerovou DNA,
a také kratkym protospacer sousedicim motivem — PAM (protospacer adjacent motif),

ktery se nachazi vedle komplementarni oblasti v cilené DNA (Jinek et al., 2012). Pokud
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by sekvence PAM nebyla pifitomnd, mohlo by dojit ke zméné afinity mezi
endonukleasou Cas a cilovou DNA (Westra et al., 2013).

Diky molekule SsgRNA, ktera zprostfedkuje informaci o cilené sekvenci je
multiplexova editace snadnéjsi u mnoha typl bunc¢k a organismii. Technologie
CRISPR/Cas9 poskytuje rychlou a levnou variantu pro editaci genomu (Mahfouz et al.,
2014).

®

Target gene—\\ g crRNA

Cas9

RMA
(crRMA + tracrRNA)

i 1 ] 1 1 )

Deletion / \ Insertion
k —

Obr. 5: Technologie CRISPR/Cas9 pii editaci genomu. Uprava genomu spociva ve $tépeni
dvouretézcové DNA v cilené sekvenci. CRISPR RNA (crRNA) mé sekvenci homologni s
cilovym mistem transaktivujici CRISPR RNA (tracrRNA) jsou zodpovédné za piesun
endonukleasy Cas9 do cilového mista. crRNA a tractrRNA jsou spojeny do jednoho fetézce
RNA — sgRNA. Komplex Cas9-sgRNA stépi cilovy gen, a poté je mozné narusit funkci genu
deleci poptipadé€ inzeréni mutaci (pfevzato z Ishino et al., 2018).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Alfa aesar

Gellan Gum Pouder

BioRad

4x Laemli Sample buffer, akrylamid/bis-akrylamid, Clarity™ Western ECL Substrate,
TGX™ FastCast™ Acrylamide Solutions

Duchefa Biochemie

fosfinotricin; kanamyci; rifampicin; spectinomycin; ticarcillin; Gamborg‘s B5 basal salt
mixture;  Gamborg's B5  vitamin mixture (1000x); glutamin;  Kinetin;
2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D); Murashige-Skoog*s salt mixture; Nitsch and
Nitsch vitamin mixture (1000x); Shenk & Hildebrant vitamin mixture (100x); Shenk &
Hildebrantbasal salt mixture

GE Healthcare

Amersham™ Hybond™ P 0.45 PVDF Blottig Membrane

Nippon Genetics

Midori Green

Roche

cOmplete™ ; PhoSTOP™

Sigma

agarosa; glycerol; 2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina monohydrat (MES);
4'- hydroxy-3',5'-dimethoxyacetophenonadenin (Acetosyringon); dusi¢nan draselny
(KNO:s); ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA); heptahydrat siranu hore¢natého
(MgSOs - 7H20); hydroxid draselny (KOH); hydroxid sodny (NaOH); chlorid hofe¢naty
(MgCl); L-glutation; L-prolin; L-serin; Luria Bertani (LB) broth médium; LB broth
médium s agarem; myo-inositol; sacharosa; trypton; Tween 20; B-merkaptoethanol,;
Tris; methanol; sacharosa; dithiotreitol; dodecylsiran sodny, hovézi sérovy albumin,
Ponceau S; isopropanol, methanol; N,N,N’,N'-tetramethylethylendiamin (TEMED);

ethanol 96%; ethanol 70%; sacharosa
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Thermo Fisher Scientific
6x DNA loading dye; GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, 10 mmol-I* dNTPs,
DreamTaqg DNA Polymerase

3.1.2 Pouzité protilatky

primarni krali¢i protilatka anti-MMKS3 (1:5000, 3% BSA; GenScript); primarni krali¢i
protilatka Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (1:1000, 3% BSA,

Cell Signaling Technology); primarni mysi protilatka anti-GFP (1:500, 3% BSA; Sigma
Aldrich); sekundarni anti-mysi protilatka s kienovou peroxidasou (1:5000, 1% BSA;
Santa Cruz Biotechnology); sekundarni kozi anti-krali¢i protilatka s kienovou
peroxidasou (1:5000, 1% BSA; Invitrogen)

3.1.3 Pristroje

Analytické vahy XA 110/2X (Radwag)

Aparatura pro elektroforézu Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad)
Aparatura pro transfer proteintt Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad)
Autoklav Sterivap HP IL (MMM Group)

Automatické pipety (Eppendorf)

Centrifuga ROTANA 460R (Scholler Instruments)

Centrifuga Scan Speed 1730 MR (Scala Scientific)

Cteci zatizeni Tecan Infinite F200 Fluorescence Microplate Reader (Tecan)
Dokumentaéni zatizeni ChemiDoc™EZ Imager (Bio-Rad)
Dokumentaéni zafizeni ChemiDoc™ MP Imaging systém (Bio-Rad)

Fluorescencni binokularni stereomikroskop Leica M165FC (operacni program LAS V
4.0, Leica)

Huawei P9 Lite (Huawei)

Image Lab™ Software (Bio-Rad)

Inkubéator IN55 (Memmert)

Konfokalni laserovy mikroskop LSM 710 Axio Imager 2 (opera¢ni program Zen Black
2012, Zeiss)

Kultivaéni komora (Weiss Gallenkamp)

Laboratorni digestot M 1200 (Merci)

Laboratorni ptedvazky S1502 (BEL-Engineering)

Laminérni box (Merci)
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Magneticka michacka (MSH-420, Boeco)

Mikrocentrifuga Microfuge 16 (Beckman Coulter)

pH metr stolni PC 2700 (Eutech instruments)

Skener Image Scaner 111 (Epson)

Spektrofotometr Smart Spec ™ plus (Bio-Rad)

Teplotni sterilizator (Schuett-biotec.de solaris)

Termoblok ThermoStat C (Eppendorf)

Trepacka s nastavitelnou teplotou a ¢asem ES-20 (Biosan)

Ttepacka Mr-12 Rocker-Shaker (Biosan)

Vizualizator Gel Doc™ EZ Imager (opera¢ni program Image Lab 4.0.1., Bio-Rad)
Vortex Microspin FV2400 (Biosan)

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

Zoomovaci fluorescencni streomikroskop Axio Zoom. V16 (operacni program Zen Blue

2011, Zeiss)

3.1.4 Software

ImageLab (BioRad); ImageJ; i-control™ Microplate Reader Software (Tecan); Zen
2012 Black software (Zeiss); Zen 2011 Blue software (Zeiss); Excel (Microsoft Office);
EPSON Scan software

3.1.5 Roztoky a média

Sterilizaéni roztok na sterilizaci listd M. sativa

36 ml dH20; 4 ml 10% hypochlorid sodny; 40 ul Tween 20

Roztok aminokyselin

6,65g-1t glutamin; 0,83 g-1"* serin; 0,004 g-I"! adenin; 0,0083 g-I"! L-glutation; 1000 ml
dH.O

Zasobni roztok 2,4-D

0,01 g 2,4-D; 50 pl ethanol; 800 ul dH20; 150 ul 1 M NaOH; 9 ml dH20

Zasobni roztok kinetinu

0,001 g kinetin; 20 ul 1 M NaOH; 9, 98 ml dH20

1000x Gamborg's vitamin solution

112 g Gamborg's B5 vitamin mixture; 1000 ml dH20
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B5H médium

3,1 g-I't Gamborg's B5 basal salt mixture; 0,5 g-I* KNOs; 0,25 g-I"t MgSO4-7H,0; 0,5
g-I"t L-prolin; 30 g:I* sacharosa; 4,5 g-I* Gellan Gum Powder; doplnéno na 1000 ml
dH20; pH 5,7 upraveno pomoci 0,1M KOH

Po sterilizaci v autoklavu bylo ve flowboxu pfidano 30 ml roztoku aminokyselin,
1 mgIt 2,4-D a 1 mgI? Kkinetinu. 1000x Gamborg's vitamin solution 1 ml. Podle
potieby antibiotika: 1 ml tikarcilinu 500 mg-mlt + 9 ml sterilni dH20, 160 pl
fosfinotricinu nebo 500 pl kanamycinu.

B50 médium

3,1 g1 Gamborg's B5 basal salt mixture; 0,5 g-I* KNOs; 0,25 g1t MgSO4-7H-0;
0,5 g-I* L-prolin; 30 g-I"* sacharosa; 4,5 g-I"! Gellan Gum Powder; dopInén na 1000 ml
dH20; pH 5,7 upraveno pomoci 0,1M KOH

Po sterilizaci v autoklavu bylo ve flowboxu ptidano 30 ml roztoku aminokyselin. 1000x
Gamborg's vitamin solution 1 ml. Podle potieby antibiotika: 1 ml tikarcilinu 500
mg-ml*+ 9 ml sterilni dH20, 160 pl fosfinotricinu nebo 500 pl kanamycinu.

1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution

108,73 g Nitsch vitamin mixture, 2000 ml dH>0

MMS médium

4,3 g-I"t MS basal salt mixture; 0,1 g-I" Myo-inositol; 30 g-I" sacharosa; 4,5 g-I"* Gellan
Gum Powder; doplnéno na 1000 ml dH2O; pH 5,7 upraveno pomoci 0,1M KOH

Po sterilizaci autoklavem byl ve flowboxu pfidan 1 ml Nitsch and Nitsch vitamin
solution. Podle potieby antibiotika: 1 ml tikarcilinu 500 mg-ml™ + 9 ml sterilni dH,O,
160 pl fosfinotricinu nebo 500 pl kanamycinu.

MS médium

4,3 gt MS basal salt mixture; 30 g-I"t sacharosa; 4,5 g-I* Gellan Gum Powder;
doplnéno na 1000 ml dHO; pH 5,7 wupraveno pomoci 0,IM KOH
1/2 MS médium

2,15 g1 MS basal salt mixture; 10 g-I"* sacharosa; 1 g-I* MES; 6 g-I* Gellan Gum
Powder; doplnéno na 1000 ml dH2O; pH 5,8 upraveno pomoci 1M KOH a 0,1M KOH

pted piiddnim Gellan Gum Powder
LB médium
25 g1 LB Broth; 1000 ml dH20; pH 7,2 upraveno pomoci 1M NaOH
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SH médium

3,2 g-I* Schenk and Hildebrant basal salt mixture; 30 g:I* sacharosa; 0,5 g-I* MES;
doplnéno dH>O na kone¢ny objem 1 1; pH 5,7 upraveno pomoci 1M KOH

Po sterilizaci v autoklavu bylo ve flowboxu pfidano 10 ml Schenk and Hildebrant
vitamin solution.

SH vitaminy

1,0105 g Scheng a Hildebrandt vitamin mixture; 10 ml dH2O; sterilizace pomoci filtrace
Inokula¢ni médium

2 g1t MES; 10 ml 1M MgCly; doplnéno sterilni dH,O do 1 litru; tprava pH na 5,6
pomoci 0,1M KOH

TAE pufr (50x)

121 g Tris; 28,55 ml kyselina octova; 50 ml EDTA (0,5 m1.1"Y); 421,45 ml dH.0O; pH 8
TAE pufr (1x)

20 ml-I" 50x TAE; doplnéno dH>O do 1 litru

Transfer pufr 10x (TB)

Tris 30 g:I"; Glycin 144 g:It; dopInéno MiliQ H,O na 1000 ml

Pracovni TB

100 ml 100% methanol; 100 ml 10x TB; 800 ml destilované MiliQ H>O

Tris buffered saline 10x (TBS) pufr

NaCl 87,8 g-I't; Tris 24,2 g-I'; doplnéno MiliQ H2O na 1000 ml; pH 7,4 upraveno

pomoci koncentrované HCI

TBST pufr

100 ml 10x TBS; 1 ml Tween 20; doplnéno MiliQ H>O na 1000 ml

Running pufr (RB)

Tris 30 g-I"; Glycin 144 g:I't; SDS 10 g-I*%; doplnéno MiliQ H20 na 1000 ml

Pracovni RB

100 ml 10x RB; 900 ml MiliQ H20

Extrakéni pufr na 1 ml

10 ul 1M DDT; 20 pl Complete™:; 50 ul PhoStop™

0,5 M Tris-HCI pH6.8

69 Tris; 60 ml MiliQ H20; pH 6,8 upraveno pomoci 1M HCI; doplnéno MiliQ na 100

ml
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15M Tris HCI pH 8,8

54,45 g Tris; 150 ml MiliQ H20; pH upraveno na 8,8 pomoci 1M HCI; doplnéno MiliQ
H20 na 300 ml

0,5 M NaOH

20 g NaOH; 1000 ml dH20

4% Blotting-Grade Blocker

2 g Blotting-Grade Blocker; 50 ml TBS-T

Barvivo Ponceau S

1 g-I* Ponceau S 50 ml 5% kyselina octova; doplnéno MiliQ H,O na 1000 ml

3.1.6 Gely pro elektroforézu
1% Agarosovy gel

1 g agarosa; 100 ml TAE pufr (1x); 1 ul Midori Green doplnén po rozpusténi agarosy

10% délici polyakrylamidovy gel
2,425 ml dH20; 1,25 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8; 1,25ml 40% akrylamid; 0,05 ml 10%
SDS; 0,025 ml 10% APS (5 mg/50 ul); 0,0025 ml TEMED

10% zaosttovaci polyakrylamidovy gel
0,795 ml dH20; 0,315 ml0,5 M Tris-HCI, pH 6,8; 0,125 ml 40% akrylamid; 0,0125 ml
10% SDS; 0,00625 ml10% APS (5 mg/50 ul); 0,00125 ml TEMED; 0,0025 ml

Bromophenol blue

10% gel Stain-Free Resolver

3 ml FastCast Resolver A, 10%; 3 ml TGX FastCast Resolver B; 30 ul 10% APS; 3 ul
TEMED

10% gel Stain-Free Stacker

1 ml FastCast Stacker A; 1 ml TGX FastCast Stacker B; 10 ul 10% APS; 2 ul TEMED

3.1.7 Rostlinny material

Pro stabilni transformaci pomoci A. tumefaciens byla pouzita Medicago sativa L.
divoky typ Regen SY (RSY), péstovana v hling.

Pro transientni transformaci pomoci A. tumefaciens byla pouzita rostlina
N. benthamiana L. péstovana v hling.

Pro fenotypovou analyzu A. thaliana byli pouziti mutanti mpkl3 AT1G07880
SALK 130193, SALK_204107C, SALK_ 048680 a jako kontrola ekotyp Columbie
(Col-0).
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Rostliny byly kultivovany v kultiva¢ni mistnosti (Weiss Gallenkamp) pfi teploté 21 °C,
s fotoperiodou 16 h svétlo a 8 h tma, intenzita svétla 60 az 80 pE.m2s?t a s 71%
vlhkosti.

3.1.8 Bakterialni material

A. tumefaciens kmen GV3101 (pGWBA455) nesouci konstrukty 35S::mRFP:MMK3,
35S::MMK3:mRFP.

A. tumefaciens kmen GV3101 (pB7m34GW) nesouci konstrukt 35S::MMK3:GFP.

A. tumefaciens kmen GV3101 (pDe-Cas9) nesouci konstrukty Cas9:MMK3-gRNA-
T1A, Cas9:MMK3-gRNA-T2A, Cas9:MMK3-gRNA-T6.

Bakterialni material byl poskytnut od vedouciho bakalatské prace.

Seznam pouzitych konstruktl a jejich rezistence k antibiotikiim uveden v tabulce

(Tab. 2).

Tab. 2 Seznam pouzitych konstruktl a jejich antibioticka rezistence. Spe — Spectinomycin,
Rif — rifampicin, Kan — kanamycin, Fos — fosfinotricin.

Konstrukt Antibiotikum  Koncentrace Antibiotikum Koncentrace
(rezistence antibiotik (rezistence antibiotik
bakterie) (ng/ml) rostliny) (ng/ml)

35S::mRFP:MMK3 Spe/Rif 100/100 Kan 50

35S::MMK3:GFP Spe/Rif 100/100 Fos 10

Cas9:MMK3-gRNA-T1A Spe/Rif 100/100 Fos 10

Cas9:MMK3-gRNA-T2A Spe/Rif 100/100 Fos 10

Cas9:MMK3-gRNA-T6 Spe/Rif 100/100 Fos 10

P19 Kan/Rif 25/100 X X
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3.2 Metody
3.2.1 Somaticka embryogeneze Medicago sativa

Sterilizace a priprava listi
Z rostlin M. sativa, které byly péstovany v hlin¢ ve fytotronu, byly odstfihnuty mladé

zdravé trojlistky a byly vloZzeny do 50 ml konické zkumavky s kohoutkovou vodou.
Trojlistky byly poté v lamindrnim boxu sterilizovany. Sterilizace byla provedena
nejprve v etanolu po dobu 10 sekund a nasledné ve sterilizacnim roztoku 2,5 minuty.
Nakonec byly trojlistky minimalné tfikrat promyty ve sterilni destilované vodé. Poté
byly listky M. sativa pieneseny na filtracni papir a pomoci skalpelu byly jednotlivé
listky roztiznuty na dvé az tii Casti.

Prubéh somatické embryogeneze

Piipravené sterilni casti listku byly pfesunuty na Petriho misky s B5H médiem
inkubované ve fytotronu pii teploté 21 °C, s fotoperiodou 16 h svétlo a 8 h tma,
intenzita svétla 60 az 80 uE.m?2.s* a s 71% vlhkosti. Na BSH médiu se z listk{i po dobu
3 tydni tvofil kalus. Poté byly kalusy pfeneseny na Petriho misky s B5S0 médiem, které
indukovalo tvorbu embryi. Po dvou az ctyfech tydnech byla vytvofend embrya
pienesena na Petriho misky s MMS médiem, na kterém byl indukovan rust kotent.
Po jednom az tfech tydnech z embryi vyrGstaly kofeny, ptfipadné i nadzemni Cast
rostliny, které byly piesunuty na Petriho misky s MS médiem, na kterém se rostlinky
udrzovaly in vitro. VSechny pfesuny z jednotlivych médii probihaly v laminarnim boxu,

aby se zabranilo kontaminacim.

3.2.2 Naockovani bakterii
ObdrZena tekuta kultura A. tumefaciens s danym vektorem byla nao¢kovana do LB

média s pfislusnym antibiotikem (rifampicin 50 ng-ml?* a spektinomycin 50 ng-ml™
nebo kanamycin 50 ng-ml~?, findlni koncentrace 100 ug-ml™t). LB médium bylo pielito
do Erlenmayerovych banék popiipadé do falkonovych zkumavek. Na 10 ml LB média
bylo pouzito 15 pl kultury A. tumefaciens a 20 ul z jednotlivych antibiotik.
Vse probihalo v laminarnim boxu ve sterilnim prostiedi. Poté se takto naockovana

bakterialni kultura nechala kultivovat na tfepacce pti 28 °C, 220 rpm 24 hodin.
3.2.3 Transientni transformace Nicotiana benthamiana

Piiprava bakterialni kultury pro infiltraci listd N. benthamiana
Po 24 hodindch od naockovani bakterii byl zméfen pocet narostlych bakterii pomoci

spektrofotometru pfi ODeoo. D0 kyvety byl napipetovain 1 ml LB média
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s agrobakteriemi a jako blank byl pouzit 1 ml LB média s danymi antibiotiky. Zbylé
mnozstvi agrobakterii v LB médiu bylo centrifugovano pii 3000 g po dobu 10 minut pfi
4 °C. Po centrifugaci byl supernatant odlit do odpadni lahve v digestofi a k peletu byl
pfidan 1 ml inokula¢niho média. Vznikla smés byla rozsuspendovana na vortexu. Poté
bylo v lamindrnim boxu ze smési odpipetovano 50 pl a napipetovano do kyvety, ve
které bylo jiz napipetovano 450 pl Cistého inokulacniho média (10x fedéno). Déle byla
zmétfena absorbance na spektrofotometru pii ODgoo, pficemz jako blank bylo pouzito
500 pl cistého inokulaéniho média. Vysledna hodnota byla vyndsobend 10x. Nasledné
bylo vypocteno mnozstvi bakterii v inokulacnim médiu, které je potfeba pouZzit na
transformaci tak, aby vysledna hodnota ODeggo ¢inila 0,7 v 1 ml. Inkubace roztoku
¢istého inokula¢niho média s agrobakteriemi probihala 2-3 hodiny za tmy.

Infiltrace listii N. benthamiana

Pomoci plastové stiikacky byla provedena inokulace suspenze pies praduchy do spodni
strany listu N. benthamiana. Aby byly pruduchy vice oteviené, bylo potieba rano
rostliny tabdku zalit. Poté byly rostliny pfeneseny do fytotronu a po tfech, ptipadné

¢tyfech dnech od transformace, byly listy pozorovany pomoci konfokalniho mikroskopu
ZEISS LSM 710.

3.2.4 Mikroskopovani transformovanych ¢asti listu

Pro pozorovani na mikroskopu bylo potieba zhotovit preparat z listu N. benthamiana,
ktery byl inokulovan. Nuzkami byl z inokulovaného listu odstfihnut kousek ve tvaru
trojuhelniku tak, aby byla odebrana cast listu, kde inokulace stiikackou zacinala.
Nasledné byla ¢ast listu pfenesena na podlozni skli¢ko do kapky vody abaxialni stranou
nahoru a pirekryta krycim sklickem. Pro fixaci sklicek byla pouZzita oboustranna lepici

paska a parafilm.

3.2.5 Stabilni transformace Medicago sativa

Priprava bakterialni kultury pro stabilni transformaci

Pro ptipravu bakterialni kultury byly pouzity den pfedem naockované bakterie. Pomoci
spektrofotometru byla zmétfena optickd denzita pii ODeoo, pficemz byl do kyvety
napipetovan 1 ml LB média s agrobakteriemi a jako blank byl pouZit 1 ml LB média s
ptislusnymi antibiotiky. Zbytek agrobakterii v LB médiu bylo centrifugovano pii 3000
g po dobu 10 minut pii 4 °C. Po centrifugaci byl supernatant odlit do odpadni lahve
v digestofi a k peletu byly pfidany 3 ml SH média. Poté byl pelet rozsuspendovan na

vortexu. Nasledné bylo ve flowboxu ze smési odpipetovano 50 pl a napipetovano do

39



kyvety, ve které bylo jiz napipetovano 450 pl ¢istého SH média (10x fedéno). Dale byla
zmé&fena absorbance na spektrofotometru pii ODeoo, kde jako blank bylo pouzito 500 ul
¢isttho SH média. Vysledna hodnota byla vynasobena 10x. Bakteridlni suspenze byly
nafedény tak, aby findlni OD bylo 0,7 v 1 ml. Ke kazdé bakterialni suspenzi bylo
pfidano 12 ml SH média tak, aby vysledny objem byl 15 ml, ve kterém OD ¢ini 10,5.
Prubéh transformace

Byly pfipraveny a sterilizovany listky M. sativa stejnym zptsobem jako u somatické
embryogeneze. Piipravené listky byly pfidany k 15 ml bakteridlni suspenze a cely obsah
byl kultivovan 30 minut na tfepacce (20 RPM). Ve flowboxu byly nafezané listky
z bakterialni suspenze vysuSeny na filtranim papiru a pomoci pinzety pfeneseny na
Petriho misku s BSH médiem bez antibiotik pro indukci tvorby kalusti a kokultivaci
s bakteriemi. Petriho misky byly ptekryty filtracnim papirem a kultivovany ve fytotronu
po dobu jednoho tydne.

Po tydnu kultivace byly na miskach narostlé bakterialni kolonie A. tumefaciens.
Ve flowboxu byly misky otevieny, pinzetou byly listky protazeny médiem, a tak
oc¢istény od nadbytku bakterii. Nasledné byly listky ptfesunuty do sterilni Falkonové
zkumavky se sterilni dH20 a alesponl pétkrat promyty. OcCisténé listky byly vysuSeny na
filtranim papiru a pfelozeny na BSH médium s danymi antibiotiky. Nasledné¢ prob¢hl
proces somatické embryogeneze, piic¢emz do piislusnych médii byly pfidany antibiotika
podle potieby.

Kultivace Petriho misek probihala v kultiva¢ni mistnosti pfi teploté¢ 21 °C a 71%
vlhkosti s fotoperiodou 16 hodin svétlo a 8 hodin tma. Pro zjiSténi transformovanych

rostlin byly pouzity metody PCR, Western blot a fluorescen¢ni mikroskopie.

3.2.6 Fenotypova analyza mpk13 mutanti Arabidopsis thaliana

Sterilizace semen

Cely proces sterilizace semen byl proveden v laminarnim boxu. VSechny pouzité
nastroje pfi praci byly vzdy pfedem sterilizovany 96% etanolem a tepelnym
sterilizatorem.

Semena byly piesypany do mikrozkumavek o objemu 1,5 ml tak, aby dosahovaly po
rysku 0,1 ml. Nejprve byl k sementim napipetovan 1 ml 70% etanolu, ve kterém byla
semena promichavana po dobu 5 minut. Poté byl etanol odpipetovan a k semeniim byl
napipetovan 1 ml 96% etanolu, ve kterém byla semena promichavana po dobu 1 minuty.

Po vysterilizovani etanolem byla semena 3x promyta ve sterilni dH2O, 2x 5 minut a pii
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tretim pridani dH20 byla semena napipetovana na sterilni filtracni papir v Petriho
misce. Takto tam byla ponechana, dokud neuschla. Poté bylo mozné semena rovnou
pouzit k vysadzeni na Petrtho misku s 1/2 MS médiem, poptipadé¢ byla uzaviena
v Petriho miskach s filtracnim papirem pomoci parafilmu a uskladnéna v lednici.

Vysazeni semen na Petriho misku
Semena A. thaliana byla v laminarnim boxu vysazena na 1/2 MS médium pomoci

paratka. Na jednu Petriho misku bylo vysazeno 10 semen v fadé, vzdy tii opakovani pro
kazdou linii. Poté byly Petriho misky s vysazenymi semeny uzavieny pomoci parafilmu
ana 4 dny vloZeny do lednice, kde probihala jejich stratifikace.

Nasledné byly Petriho misky se semeny odneseny do fytotronu, kde se ponechaly
ve vertikalni poloze pti 21 °C a svételnych podminkach 16 h svétlo a 8 h tma a intenzita
osvétleni 80 pmol.m2s? a 71% vlhkost vzduchu. Kazdé tii dny od vykliceni byly
Petriho misky se semeny snimany pomoci skeneru.

Vyhodnoceni fenotypu mpk13 mutanta

Z potizenych snimki na skeneru byl spocitan pocet vedlejSich kotfenti u rostlin a pomoci
pocitacového programu ImageJ byla méfena délka hlavnich kotfent u rostlin vzdy osmy
den po vykliceni.

Nasledn¢ se k vyhodnocovani vysledkii pouzil software Microsoft Excel.

K porovnani mpk13 mutantiim byly pouzity rostliny A. thaliana ekotyp Col-0.

3.2.7 Genotypova analyza rostlin metodou PCR

Izolace DNA
Pro izolaci DNA byl odstiihnut kousek listku z rostliny M. sativa nesouci dany

konstrukt a vlozen do 1 ml mikrozkumavky s 20 ul dilu¢niho pufru, kde byl listek ihned
rozdrcen pomoci Spicky. Poté byly mikrozkumavky s izolovanou DNA ponechany na
ledu po dobu 30 — 60 minut. Aby vzorek neobsahoval ¢asti listu, byla mikrozkumavka
stoCena a vznikly supernatant byl odpipetovan do nové 1 ml mikrozkumavky. Takto

izolovana DNA byla pouzita jako templat pro PCR reakci.

Piiprava reakénich smési

Celkem bylo ptipraveno nékolik reakénich smési pro celkovy objem na jeden vzorek
10 wl (Tab. 3). Lisily se v pouziti primert pro dané konstrukty (Tab. 4). Pro listy
M. sativa nesouci konstrukt 35S::MMK3:GFP byly pouzity primery 35S CaMV a SS

129. Na rostliny M. sativa nesouci konstrukty Cas9:MMK3-gRNA-T2A a Cas9:MMK3-
gRNA-T6 byly pouzity primery SS42 a SS43. Pro kontrolu ptitomnosti genomické DNA byly
vzdy pouzity primery MMK3 I3. Jako negativni kontrola byla pouzita PCR H20 a jako
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pozitivni kontrola byl pouzit plazmid nesouci dany konstrukt. Podle poctu vzorkii byl
objem vynasoben, poté¢ byl namichan master mix, ktery byl po 9,5 ul napipetovan
do malych Eppendorfovych zkumavek, do kterych byl nasledné napipetovan templat po
0,5 pl. Pripravené vzorky byly vlozeny do termocykleru, na kterém byly nastaveny

podminky pro PCR reakci (Tab. 5).

Tab. 3 Reakéni smés pro amplifikaci genu.

Slozka Objem (ul)
PCR H,O 6,1
5xBuffer (pufr) 2

10 mM dNTPs 0,2

10 pl Forward primer 0,5
10 pl Reverse primer 0,5

Phire polymeraza 0,2

templat 0,5

Celkovy objem 10
Tab. 4 Pouzité primery
Primer Sekvence
SS42 (forward) 5-TCCCAGGATTAGAATGATTAGG-3’
SS43 (reverse) 5-CGACTAAGGGTTTCTTATATGC-3’
35 S (forward) 5-CTCCTCGGATTCCATTG-3’
SS 129 (reverse) 5-CACAGGAAACAGCTATGAC-3’
MMKS3 I3 (intron3 forward) 5-TGGGGAGCTTACTGATATAG-3"
MMK3 I3 (intron3 reverse) 5-AGATCTCGGTGCAAAAC-3’

Tab. 5 Nastaveni PCR reakce

Krok Faze Teplota (°C)  Cas (min) Pocet opakovani
1. Iniciacni denaturace 98 0,5 1

2. Denaturace 98 0,5

3. Annealing 57 0,5 35

4. Elongace 72 3

5. Finalni elongace 72 10 1
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Elektroforéza v agarosovém gelu
Pomoci agarosové elektroforézy v 1% gelu byla ovétena amplifikace daného genu.

Do 100 ml agarosového gelu byl pfidan 1 pl barviva Midori Green DNA Staining
Solution, které zde slouZzilo pro vizualizaci DNA. Poté byl gel nalit do aparatury.
Do kazdého vzorku byly napipetovany 2 ul vzorkovaciho pufru 6x DNA loading dye,
poté se jednotlivé vzorky pipetovaly do jamek v gelu po 5 pl, pfi¢emz jako vzor byl do
prvni jamky napipetovan 1,5 ul Gene Ruller. Elektroforéza probihala v 1x TAE pufru
pti konstantnim napéti 90 V po dobu 30 minut. Vysledek elektroforézy byl vyhodnocen

pomoci zatizeni Gel Doc™ EZ systému a softwaru ImageLab™.

3.2.8 Western blot

Priprava vzorku

Trojlistky M. sativa byly pomoci nlizek odstfihnuty z dospélé rostliny a vlozeny do
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml. Do kazdé mikrozkumavky byly pomoci pinzety
vloZeny 3 odstfizené trojlistky. Poté byly mikrozkumavky se vzorky dany do krabice
s tekutym dusikem.

Pro ptipravu vzorkt N. benhamiana byly ustfizeny transformované listy, ze kterych
byla pfesné odstfihnuta ¢ast z infiltrovanym inokulacnim médiem. Tyto ustfizené Casti
byly vlozeny na maly kousek alobalu, do kterého se nasledn¢ zabalily a takto byly
vhozeny do tekutého dusiku.

Homogenizace vzorkd probiha za neustdlého chlazeni tekutym dusikem. V ptipadé
M. sativa byly vzorky homogenizovany piimo v mikrozkumavce pomoci malého
plastového tloucku, pticemz jako podklad slouzila tfeci miska, do které byl soustavné
ptidavan tekuty dusik. Vzorky N. benhamiana byly drceny pfimo ve tfeci misce pomoci
tlouCku za stalého chlazeni tekutym dusikem. Po rozdrceni byly vzorky piesunuty
pomoci podchlazené laboratorni 1zice do podchlazené mikrozkumavky o objemu 1,5 ml.
Vzorky byly drceny, dokud z nich nevznikl drobny, do zeleno-bila zabarveny prasek.

Spravnd homogenizace byla dilezita, aby vytézek proteinii ze vzorki byl co nejvyssi.

Extrakce proteini ze vzorki

Pro extrakci proteinti ze vzorkti vzniklych homogenizaci se pouziva extrakéni pufr a vSe
je chlazené na led€. Pied pouzitim extrakéniho pufru bylo nutné do ného ptidat redukéni
¢inidlo DTT, které zde slouZzilo pro rozruSeni disulfidickych miistkti. Dale bylo nutné
pfidat proteazovy inhibitor cOmplete™, aby nedochazelo k degradaci proteinti

a PhosSTOP™, ktery slouzi jako ochrana pred fosfatasami, aby nedochézelo
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k odstranovani fosfatovych skupin. Néasledné¢ byl extrakéni pufr ptidén
k homogenizovanym vzorkim, mnozstvi extrak¢niho pufru bylo pifidavano podle
mnozstvi homogenizatu. Poté se vzorky promichaly na vortexu a vznikla smés byla
ponechana na ledu pfiblizné po dobu 1 hodiny. Nasledné byly vzorky centrifugovany
pii 13 000 g pii 4°C po dobu 10 minut. Po centrifugaci byl supernatant odpipetovan do
¢isté na led¢ chlazené mikozkumavky o objemu 1,5 ml a opét centrifugovan za stejnych
podminek jako pfedtim, aby byly vzorky pro nasledné pouZivani co nejéistsi. Cisty

supernatant se ponechal na ledu.

Méieni koncentrace proteinit

Absorbance byla méfena pomoci mikrodestickového spektrofotometru. Do kazdé
jamky, ktera byla pouzitd na méfeni absorbance v mikrotitracni desti¢ce, bylo
napipetovano 239 ul MiliQ H2O a k tomu 60 pl Protein Assay Reagent Concentrate 5x.
Nasledné se k této smési pridavaly vzorky vzdy po 1 pl do dané jamky, pticemz byla
tato smés pomoci pipety promichdna. Poté se nechaly vzorky 10 minut inkubovat pfi
laboratorni teploté. Vzorky byly méfeny pomoci spektrofotometru pii vinové délce 595
nm, pfiemz pro zaznamenavani vysledkli danych vzorkdi byl pouzit pocita¢ se
softwarem i-control™ a nasledné bylo v Excelu vypo&itdno mnozstvi proteinti z rovnice

linearni regrese kalibracni kiivky. Byla pouzita pfedem pfipravena kalibra¢ni kiivka.

Piiprava geli do aparatury

Pro separaci jednotlivych proteinli byly pouzity bud® 10% dé€lici a zaostfovaci
polyakrylamidovy gel nebo 10% Resolver a Stacker Stain-Free gel. Nejprve byla
sestavena aparatura. Dale se v digestofi do sestavené aparatury napipetovalo 5 ml
déliciho, poptipadé Resolver, gelu. V ptipadé 10% déliciho polyakrylamidového gelu
byl na gel pfidan isopropanol, aby se hladina gelu vyrovnala. Gel byl v obou ptipadech
ponechan necelou hodinu v digestofi, dokud plné neztuhnul, pak byl u déliciho gelu
pomoci filtracnitho papiru isopropanol odsdn. V nasledujicim kroku se
na délici/Resolver gel napipetoval gel zaostiovaci/Stacker po vrch skla, ktery ma
za nasledek sjednoceni a zaZeni proteint do fady, poté byl do gelu vloZen hiecben a gel
se nechal ztuhnout v digestofi. Po ztuhnuti byl gel pfipraven k pouziti, popfipadé se

mohl nechat v lednici, pficemz byl zabalen ve folii a lehce pokropen dHO.

Zpracovani vzorki pro naneseni na gel
Ke vzorkiim byl pfidan 4x Laemmli pufr a  -merkaptoethanol (1:4), tzv. 4x Laemli

Sample buffer, tak aby ve vysledk vznikl pomér mezi vzorkem a 4x Laemli Sample
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buffer 3:1. Vznikla smés byla denaturovana v digestoii v termobloku pti 95°C po dobu
5 minut. Dale bylo mozné zpracované vzorky rovnou pouzit pro gelovou elektroforézu,

popiipad¢ je ponechat v mrazaku pii -80°C.

SDS gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Nejprve byla pfipravena aparatura. Poté se ptipraveny gel vlozil do elektroforetické
vany, do které¢ byl také nalit running buffer. Nasledné se vybral hieben z gelu a v
ptipadé M. sativa byly do jamek napipetovany vzorky v ur¢itém vypocitaném mnozstvi.
V piipad¢ N. benthamiana se do kazdé jamky napipetovalo 10 pl vzorku. Do prvni
jamky a poté jest¢ do dalsi zvolené jamky bylo napipetovano 5 pl proteinového
standardu. Nasledné se elektroforeticka vana piikryla vikem a celd aparatura byla
zapojena do elektrického zdroje na 70 minut pfi 180 V. Elektroforeticka vana byla po
celou dobu v krabici s ledem. Do této elektroforetické vany byly vzdy vlozeny 4 gely.

Piesun proteinii na membranu
Nejprve byla sestavena aparatura pro western blot, kde se z gelu proteiny piendseji na
PVDF membranu. Z elektroforetické aparatury byl vybran gel a vlozen do transferového
pufru. Membrana byla ustfizena tak, aby jeji velikost Cinila 8,5 cm x 6 cm a poté byla
aktivovana v metanolu po dobu 10 s. Pro pfenos proteind byl sloZzen sendvi¢. K tomu
byla pouzita plastova vanicka, do které byl nalit transfer pufr. Do vanicky byla vloZena
oteviend kazeta, na Cernou stranu byla vloZzena Cernd houbicka pfedem namocend
v transferovém pufru. Na houbic¢ku byl polozen hrubsi filtraéni papir, ktery se také
predem namocil do transferového pufru, poté se na filtracni papir polozila aktivovana
membrana a na ni rozdélovaci gel. Pomoci valecku se z pod membrany odstranily
bubliny. Dale se na gel polozil opét filtraéni papir a na n€ho cerna houbicka, pficemz
ob¢ véci byly pfedtim namoceny v transferovém pufru. Poté byla kazeta uzaviena
a vlozena do vany urené pro prenos proteinu tak, aby ¢erna strana sméfovala k ¢erné.
Do vany byl nalit 1x transferovy pufr, a také se do vany vlozil chladici box. Cela
aparatura byla pfiklopena vikem, pfenesena do lednice a zapojena do zdroje pii 100 V
na 10 minut. Nasledné se aparatura nechala v lednici pii 24 V pies noc. Rano se
aparatura opét nechala pti 100 V po dobu 10 minut.

Po ptenosu byla membrana vymyta v dH20, aby z ni byly odstranény piipadné
vldkna z filtra¢niho papiru. Déle byla zjiSténa UspéSnost prenosu pomoci barvicky
Ponceau S, ve které byla membrana inkubovana po dobu 5 minut ve sklenéné ¢tvercové

misce na tfepacce a nasledné byla 3x promyta v dH20. Poté byla membrana vyfocena
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pres Chemidoc™ MP systém a byl pro to pouZit program ImageLab. V nasledujicim
kroku byla membrana vymyvana v TBS-T pufru 5 X 10 minut ve sklenéné ¢tvercové

misce na tiepacce.

Pouziti protilatek a detekce proteinii

Pfed samotnym pouzitim protilatek bylo nutné membranu blokovat v 4% BSA po dobu
1 hodiny na tfepacce ve sklenéné ctvercové misce. Poté bylo 4% BSA odlito a na
membranu byla nanesena primarni protilatka. V piipadé¢ anti-MMK3 a anti-pERK
protilatek probihala jejich inkubace s membranou ptfes noc. U protilatky anti-GFP
probihala inkubace 1 hodinu. Po odstranéni priméarni protilaitky byla membrana
promyvana v TBS-T 5x 10 minut. Dale byla na membranu nanesena sekundarni
protilatka na dobu 1 hodiny. Po sekundarni protildtce byla membrana opét promyvana
v TBS-T 5x 10 minut.

Detekce specifickych proteini na membrané byla provedena pomoci pfistroje
BioRad ChemiDoc™ MP a programu ImagelLab. Piedtim neZ byla membrana vloZena
do pfistroje, bylo potfeba ji namocit do detekéniho roztoku ECL po dobu 1 minuty.
Nasledné byla membréana vlozena do pfistroje, kde byl detekovan chemiluminiscencni
signal.

Normalizace proteini z Western blotu byla provedena pomoci programu Image
Lab™ Software, piicemz byly detekovany a analyzovany pruhy na PVDF membrané a
polyakrylamidovém gelu. Vysledné hodnoty byly pfevedeny do softwaru Excel, kde byl
vytvofen graf. Normalizaci vzniklé hodnoty proteint byly porovnavany s hodnotou 1,

kterou nesl vzorek slouzici jako kontrola pro M. sativa RSY.
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4 VYSLEDKYA DISKUZE

4.1 Somaticka embryogeneze Medicago sativa

V in vitro podminkach je mozné rozmonozovat rostliny prostfednictvim somatické
embryogeneze. Nejprve byly sterilizovany listy donorové rostliny M. sativa genotyp
RSY, které byly nasledné kultivovany na médiu BSH (Obr. 6 A), které¢ indukuje vznik
kalusu z listu (Obr. 6 B). Po tfech tydnech byly vzniklé kalusy pteneseny z BSH média
na médium B50, na kterém dochdzi k ristu embryi na kalusech (Obr. 6 C). Embrya
béhem vyvoje prochazeji riznymi stadii (Obr. 7), ty ktera dozrala do torpédovité faze
vyvoje (Obr. 7 D, E), byla pifenesena na MMS médium, na kterém dochazi k jejich
dalsimu vyvoji a kde je iniciovan rust kofenu (Obr. 6 D). Mladé rostlinky vzniklé z
embryi na MMS médiu byly pfeneseny na MS médium (Obr. 6 E), na kterém jiz zistaly
rust, poptipadé¢ byly pteneseny do pudy (Obr. 6 F).

Obr. 6: Priibh somatické embryogeneze. A Cést listového explantatu na BSH médiu. B kalus
na BSH médiu, C kalus se somatickymi embryi na B5S0 médiu, D vyvijejici se mlada rostlina z
embrya na MMS médiu. E mlada rostlina kultivovana na MS médiu, F mlada rostlina rostouci v
puadé. Méfitko A—D 2 mm; E, F1 cm. A—D AXIO Zoom.V16, E, F Huawei P9 Lite.
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Obr. 7: A Kalus se somatickymi embryi v riiznych fazich embryogeneze. Sipky ukazuji na
embrya, hvézdicky na embrya v obrazcich (B — D). M¢fitko 2 mm. B pozdni globularni embryo,
C srdcité stadium embrya, D brzka torpédovita faze embrya, E pozdni torpédovita faze embrya.
Meéfitko 1 mm. AXIO Zoom.V16.

4.2 Transientni transformace Nicotiana benthamiana
Transientni transformace pomoci agrofiltrace listd N. benthamiana byla pouzita pro
ovéteni funkEnosti konstrukt 35S::mRFP:MMK3 a 35S::MMK3:GFP.

Po 3 — 4 dnech po transformaci byl pozorovan fluorescen¢ni signal v listovych
epidermalnich bunikach N. benthamiana, ve kterych byl konstrukt exprimovan. S dalSim
narUstajicim poc¢tem dnt se exprese fluorescencné znac¢enych proteind ztraci (Lacroix a
Citovsky, 2013) a listy tabaku zacinaji odumirat, vzhledem ke zptsobenému stresu
transformaci. Aby nedochdzelo k post-transkripénimu umlcovani RFP-MMK3
a MMKS3-GFP proteinu, byl pouzit plazmid, nesouci protein p19, ktery potlacuje post-
transkripéni umlceni geni (Voinnet et al., 1999). V ptipad¢, ze tento podptrny plazmid
nebyl pouzit, nezaznamenavali jsme fluorescencni signal v listovych bunkéach pfi
pozorovani mikroskopem.

Pro pozorovani fluorescencniho signalu byl pouZit zZoomovaci fluorescencni
stereomikroskop, konfokalni laserovy mikroskop (CLSM) a spinning disk (SD).
V epidermalnich buikdch N. benthamiana byl pozorovan MMK3 protein znaceny
Cervenym fluorescencnim proteinem MRFP pomoci konstruktu 35S::mRFP:MMK3
(Obr. 8, 9, 10) a MMK3 protein znaceny zelenym fluorescenénim proteinem GFP
pomoci konstruktu 35S::MMK3:GFP (Obr. 11, 12). V transformovanych epidermalnich

bunkach bylo mozné pozorovat jadra bunék (Obr. 8 — 12 B, D), jadérko v buné¢ném
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jadie (Obr. 8 A, C), a také cytoplazmaticky signal (Obr. 8 — 12), pfi¢emz fluorescencni
signal byl pozorovan v jadre, plazmatické membrané a cytoplazmé, z c¢ehoz vyplyva
nejcastéj$i vyskyt MMK3 proteinu. Obrazky z konfokalniho laserového mikroskopu
(Obr. 8, 9) jsou kvalitngjsi nez obrazky pofizené ze zoomovaciho fluorescen¢niho
mikroskopu (Obr. 11), pficemz na CLSM se daji potidit detailn€j$i snimky bunék ve
vétsim zvetSeni. Snimky zhotovené pomoci spinning disku (SD) jsou pomérné

porovnatelné se snimky z CLSM (Obr. 10, 12).

mRFP + GFP

Obr. 8: Lokalizace RFP-MMK3 proteinu v transientn¢ transformovanych bunkach
N. benthamiana. A MMK3 protein vizualizovan pomoci fuze s mRFP, B Kkontrola
autofluorescence — GFP, C slouc¢ené kanaly mRFP a GFP. Sipky ukazuji na jadérko, hlavi¢ky
Sipek na jadra. Hvézdicky ukazuji specificky cytoplazmaticky signal. Metitko 20 pm.
Konfokalni laserovy mikroskop.

Obr. 9: Lokalizace RFP-MMK3 proteinu v transientn¢ transformovanych burnkach
N. benthamiana. A prochazejici svétlo (TL — transmitted light), B MMKS3 protein vizualizovan
pomoci fuze s mRFP, C kontrola autofluorescence — GFP, D slouc¢ené kanaly mRFP a GFP.
Hlavicky Sipek ukazuji na jadra. Hvézdicky ukazuji specificky cytoplazmaticky signal. Métitko
20 um. Konfokalni laserovy mikroskop.
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Obr. 10: Lokalizace RFP-MMK3 proteinu v transientné transformovanych buikach
N. benthamiana. A prochazejici svétlo (TL — transmitted light), B MMK3 protein vizualizovan
pomoci fuzniho proteinu MMK3-mRFP, C kontrola autofluorescence — chlorofyl, D slou¢ené
kanaly mRFP a chlorofyl. Hlavicky Sipek ukazuji na jadra. Hvézdicky ukazuji specificky
cytoplazmaticky signal. Métitko 20 pm. Spining disk.

TL+ MRFP +GFP
an O L . h
Uiy

&

Obr. 11: Lokalizace MMK3-GFP proteinu v transientn¢ transformovanych bunkach
N. benthamiana. A prochazejici svétlo (TL — transmitted light), B kontrola autofluorescence —
MRFP, C MMK3 protein vizualizovan pomoci fuzniho proteinu MMK3-GFP, D sloucené
kanaly. Hlavicky Sipek ukazuji na jadra. Hvézdicky ukazuji specificky cytoplazmaticky signal.
Metitko 100 um. AXIO Zoom.V16.
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Obr. 12: Lokalizace MMK3-GFP proteinu v transientné transformovanych bufikach
N. benthamiana. A prochazejici svétlo (TL — transmitted light), B kontrola autofluorescence —
MRFP, C MMK3 protein vizualizovan pomoci fize s GFP, D slouc¢ené kandly. Hlavicky Sipek
ukazuji na jadro. Hvézdicky ukazuji specificky specificky cytoplazmaticky signal. Métitko 20
um. Spining disk.

4.3 Ovéreni transformovanych rostlin N. benthamiana pomoci Western

blotu

Byla provedena western blotova analyza z listd N. benthamiana, které byly transientné
transformovany a nesly konstrukt 35S::MMK3:GFP. V tomto piipad€ byla zjisStovana
pfitomnost MMK3 proteinu, na ktery je navazan GFP protein, pouZitim anti-GFP
protilatky. Jako negativni kontrola byl pouzit netransformovany list N. benthamiana a
jako pozitivni kontrola byl pouzity vzorek A. thaliana Col-0 pMAT nesouci transgen
35S::GFP. Protein MMK3 s GFP byl detekovan a jejich velikost dohromady C¢ini
ptiblizn¢ 75 kDa (Obr. 13 A). Samotny protein GFP ma velikost 27 kDa (Obr. 13 A) a
MMK3 44 kDa. Uspé&snost pienosu proteint z gelu na PVDF membranu byla zjisténa
prostfednictvim barviva Ponceau S (Obr. 13 B).
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Obr. 13: A Detekce proteinu MMK3 — GFP u transientné transformovanych rostlin
N. benthamiana. Piitomnost pruhti detekovana prostfednictvim anti-GFP protilatky.
M — marker; 1 — 4 35S::MMK3:GFP v listech N. benthamiana; NK — negativni kontrola —
netransformované listy N. benthamiana; PK — pozitivni kontrola — Col-0 35S::GFP. B Kontrola
pfenosu proteini z gelu na PVDF membranu prostfednictvim barviva Ponceau S.

4.4 Stabilni transformace listi Medicago sativa

Ovétené konstrukty v A. tumefaciens se znatenym MMK3 proteinem, byly pouzity pro
stabilni transformaci M. sativa (35S::mRFP:MMK3, 35S::MMK3:GFP). Stabilni
transformace M. sativa byla také pouzita pro pfipravu rostlin s vyfazenym MMK3
proteinem (Cas9:MMK3-gRNA-T1A, Cas9:MMK3-gRNA-T2A a T6 Cas9:MMKS3-
gRNA-T6).

Pro stabilni transformaci rostlin M. sativa byl pouzit proces somatické embryogeneze
podle Samac a Austin-Phillips, 2006. Transformované listy kultivované na kalus
indukujicim B5H médiu po tydnu obrostly bakteriemi A. tumefaciens (Obr. 14 D),
zatimco kontrolni listy bakteriemi obrostlé nebyly (Obr. 14 A). Po procisténi od bakterii
a pienosu na Cerstvé BSH médium s antibiotiky, se jiz na transformovanych listovych
explantatech kolonie bakterii netvofily (Obr. 14 E). Po dvou tydnech od transformace
bylo mozné pozorovat kalusy u listovych explantatu negativni kontroly (Obr. 14 B),
avsak u transformovanych listovych explantatii se kalusy zacaly tvofit az po 3 tydnech
transformace (Obr. 14 F). To bylo zpusobeno tim, ze bunky kalusu rostou pomaleji,
jelikoz jsou v médiu obszena antibiotika a rostou jen ty buiiky, které jsou transgenni,

zatimco u kontrolniho kalusu rostou vSechny buniiky, proto je rist rychlejsi.
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Po 3 — 4 tydnech byly kalusy pfeneseny na B50 médium, které indukovalo vznik embryi
(Obr. 15). Vyvinuta somaticka embrya transformovanych rostlin byla pifenesena na
MMS médium, kde se z nich postupné vyvijely celé rostlinky (Obr. 16 A, C), které byly
poté pireneseny na MS médium (Obr. 16 D). Jakmile byly rostliny dostatecné velké,
byly ptesunuty do vétsich sterilnich nadob s MS médiem (Obr. 16 B) nebo do pudy. Pro
kultivaci transformovanych explantatt a pozdg&ji i celych rostlin v in vitro podminkach,
bylo nutné udrZzovat sterilni prostfedi, aby nedoSlo k thynu vypé&stovanych rostlin.
Nasledné bylo na rostlindich provéfeno, jestli byla transformace spé$nd a zda nesou
dany transgen. Na obrazcich ¢islo 15 a 16 je mozné vidét vznik kalust a rostlin, které
byly transformované bakteriemi A. tumefaciens nesouci konstrukty obsahujici
CRISPR/Cas9 kazetu pro piipravu mutantnich linii. Na obrazcich 17 a 18 je zachycen
prubéh somatické embryogeneze u rostlin, které byly transformované bakteriemi
A. tumefaciens, které nesly konstrukty s fluorescen¢né znacenym MMK3 proteinem.

Z transformovanych explantati A. tumefaciens nesouci konstrukt Cas9:MMK3-
ORNA-T1A nebyla vypéstovana zadna rostlina. V tomto piipadé se povedlo dostat
explantat pouze do stadia embrya (Obr. 15 A). Vznikla embrya pienesena na MMS
médium vzdy odumiela i ptesto, ze byla vzdy v Cas pfenesena na Cerstvé médium. Je
tedy mozné, Ze transformace danym konstruktem vedla k piedéasnému thynu
explantatu. Dal§im moznym vysvétlenim je, Ze podminky ve fytotronu nebyly pro
rostliny transformované timto konstruktem dostate¢né vhodné, avSak nebylo mozné tyto
podminky specialné upravovat. Je také mozné, ze témto explantatim nevyhovovalo
slozeni jednotlivych médii, ale z asovych divodu nedoslo k optimalizaci médii pro

transformované explantaty timto konstruktem (Zhang et al., 2010).
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Obr. 14: Proces stabilni transformace M. sativa, probihajici na BSH médiu. A — C negativni
kontrola — netransformované rostliny, D — F rostliny transformované konstruktem
35S::MMK3:GFP. Métitko 1 cm. Skener Image Scaner I11.

Obr. 15: Kalusy se somatickymi embryi na médiu B50 TIC + PPT. A T1A — Cas9:MMK3-
gRNA-T1A, B T2A — Cas9:MMKS3-gRNA-T2A, C T6 — Cas9:MMK3-gRNA-T6. Hlavicky
Sipek ukazuji na embrya. Métitko 1 mm. AXIO Zoom.V16.

Obr. 16: Vyvijejici se transformované rostliny M. sativa. A T2A — Cas9:MMK3-gRNA-T2A na
MMS médiu, B T2A — Cas9:MMK3-gRNA-T2A na MS médiu, C T6 — Cas9:MMK3-gRNA-T6
na MMS médiu, D T6 — Cas9:MMKS3-gRNA-T6 na MS médiu. M¢ritko 1 mm. AXIO
Zoom.V16.
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Obr. 17: Prubéh somatické embryogeneze u stabiln¢ transformované M. sativa konstrukt
35S::MMK3:GFP. A kalus se somatickymi embryi na médiu B50 + TIC + PPT. B Embrya na
médiu MMS TIC + PPT, C mladé rostliny na médiu MS, D rostlina v pid¢. Hlavicky Sipek
ukazuji na embrya. Métitko 1 cm. Huawei P9 Lite.

Obr. 18: Somaticka embryogeneze u stabilné transformované M. sativa konstrukt
35S::mRFP:MMK3. A, B kalus s embryi na médiu B50 + TIC + KAN, C, D mladé rostliny na
médiu MMS TIC + KAN. Hlavi¢ky Sipek ukazuji na embrya. Méfitko A, B 1 mm, Zoomovaci
fluorescenéni stereomikroskop AXIO Zoom. C, D 1 cm Huawei P9 Lite.
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4.5 Ovéreni transformovanych rostlin pomoci genotypizace

Z transformovanych vypéstovanych rostlin M. sativa pomoci somatické embryogeneze
byla vyizolovana genomova DNA a pouzita jako templat pro PCR reakci. Pro kazdy
konstrukt byly pouzité specifické primery (Tab. 4). Pro konstrukty, které maji za
nasledek vyrazeni MMK3 proteinu z ¢innosti, byly pouzity primery SS42 jako piedni
(forward) a SS43 jako zadni (reverse). U konstrukti, které maji za nasledek
fluorescen¢ni oznaceni proteinu, byly pouzity primery 35 S jako piedni (forward) a SS
129 jako zadni (reverse). Pro zjisténi zda je ve vzorcich pfitomna gDNA, byly vyuzity
primery specialni pro intron 3 z MMK3 genu a to I3 ptedni (forward I3F) a I3 zadni
primer (reverse I3R).

Po provedené PCR reakci byl vysledek amplifikace ovéfen pomoci agarosové
elektroforézy (Obr. 19, 20, 21). Podle vysledka byly rostliny oznac¢eny jako T6 — 1a, 1b,
3, 6a, 6b, 6¢c a T2A — 1, 2 (Obr. 19) vybrany jako transgenni a nadale byly péstovany,
popiipadé podle jejich velikosti pouzity pro dalsi experimenty. V pfipadé genotypizace
transformovanych rostlin M. sativa nesoucich konstrukt 35S::mRFP:MMK3, a také
Cas9:MMK3-gRNA-T2A (Obr. 20 a 21), nebyla jisté zjisténa zadna transgenni rostlina.

Predpokladame, ze vzniklé pasy na obrazku ¢. 20 u vzorki Cas9:MMK3-gRNA-T2A
— la, 6, 7, 10, 1b jsou zpisobeny kontaminaci vzorkti pravdépodobné pozitivni
kontrolou (plazmid nesouci konstrukt Cas9:MMKS3-gRNA-T2A), jelikoz se pas ukézal
i u negativni kontroly (PCR H.0). Je také mozné, ze DNA ze vzorkl byla nespravné
vyizolovana nebo byl Spatné¢ pfipraven master mix, a tudiz reakce PCR neprobéhla
spravné. Avsak pro jisté zjisténi, zda jsou rostliny potencionalné transgenni, byla PCR
reakce provedena vicekrat. U vzorku 35S::mRFP:MMKS3 — F na obrazku ¢. 20 je také
mozné, ze doslo k podobnym problémim jako v predeslém ptipadé€, ackoliv se pas
u negativni kontroly neukazal. Vzorek oznaceny jako D byl vybran jako potencionalné
transgenni. Z obrazku ¢. 21 je patrné, Ze izolace DNA byla spravna, az na rostliny
oznacené jako la a 2a. Zvysledkli nebyla urCena zadna transgenni rostlina, az na
rostliny oznacené jako la a 2a, pro které by bylo potieba genotypizaci opakovat.
V ptipadé rostlin transformovanych bakteriemi nesouci konstrukt 35S::mRFP:MMK3
byla vzdy provadéna i fluorescencni mikroskopie. U Zadné z téchto rostlin nebyl
fluorescencni signal detekovan, coz nam potvrdilo, Ze rostliny nejsou transgenni nebo

byl transgen umlcen.
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U stabilni transformace M. sativa neexistuje zadny pomocny protein, ktery by
potlacoval post-transkripéni modifikaci genti, jako je v pfipad¢ transientni transformace
N. benthamiana protein p19 (Voinnet et al., 1999). Je tedy pravdépodobné, ze doslo
prostiednictvim RNA interference k uml€eni genu (viz vyse). Konkrétné¢ mohlo dojit
K transkripnimu  umléeni genu, kde je exprese genu blokovana nebo
posttranskripénimu uml¢eni genu, kde dochazi k degradaci mRNA (Sijen et al., 2001).
Pro lepsi efektivitu stabilni transformace M. sativa by bylo mozna lepsi, pouzit kmen
bakterii A. tumefaciens LBA4404, jevici se jako jeden z nejucingjsich (Samac a Temple,
2004), namisto kmenu GV3101, ktery jsme pouzili.

T6 T6 T6 T6 T6 T6 T6 T6 T6T2A T2AT2AT2A
M la 1b 2 3 4 5 6a6b 6c 1 2 3 4 NK PK M

5000 bp 5000 bp

1500 bp 1500 bp

1000 bp 1000 bp
500 bp 500 bp
5000 bp —> <— 5000 bp
1500 bp —> <— 1500bp
1500 bp —> <— 1000 bp
500bp — <— 500bp

Obr. 19: Elektroforéza v agarosovém gelu po genotypizaci transformovanych rostlin M. sativa.
M — marker; T6 (1 — 6) — Cas9:MMK3-gRNA-T6; T2A (1 — 4) — Cas9:MMK3-gRNA-T2A,;
NK — negativni kontrola (PCR H20); PK — pozitivni kontrola (plazmid nesouci dany konstrukt).
Nahote primery SS42/SS43 pro ptitomnost MMK3 gRNA — T6 a T2A ve vzorku. Dole primery
I3F/I3R pro ptitomnost gDNA ve vzorku.
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Cas9:MMK3-gRNA-T2A 355::mRFP:MMK3

Mla2 3 4 5 6 7 8 910 1blc NKPK M A B C D E F G A" NKPK M
i 3 : ) )

5000bp —> <— 5000bp
<— 3000 bp
1500bp —> <— 1500 bp
1000bp —>
500bp —> <— 500bp
5000bp —> <— 5000 bp
1500bp —> <— 15000bp
500bp —> <— 500bp

Obr. 20: Elektroforéza v agarosovém gelu po genotypizaci transformovanych rostlin M. sativa.
M — marker; T2A (1 — 10) — Cas9::MMK3-gRNA-T2A; 14 (A — G) — 35S::mRFP:MMK3;
NK — negativni kontrola (PCR H0); PK — pozitivni kontrola (plazmid nesouci dany konstrukt).
Nahote primery SS42/SS43 pro ptitomnost MMK3 gRNA — T2A ve vzorku, primery 35S/SS
129 pro ptitomnost RFP-MMK3. Dole primery I3F/I3R pro pfitomnost gDNA ve vzorku.

M1la 2a 3a 1b 2b 3b NKPK M

<— 5000bp
<— 3000 bp

<— 3000bp

<— 1000bp
<— 780bp

Obr. 21: Elektroforéza v agarosovém gelu po genotypizaci transformovanych rostlin M. sativa.
M — marker; 14 (A — G) — 35S::mRFP:MMK3; NK - negativni kontrola (PCR H,0);
PK — pozitivni kontrola (plazmid nesouci dany konstrukt). Nahote primery 35S/SS 129 pro
pritomnost RFP—MMK3. Dole primery I3F/I3R pro pfitomnost gDNA ve vzorku.
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4.6 Ovéreni transformovanych rostlin M. sativa pomoci Western blotu
Rostlina M. sativa, ktera byla provéiena metodou PCR genotypizace jako transgenni
a byla dostatecné velka tak, aby pifi odbéru materidlu nedoslo k jejimu thynu, byla
podrobena Western blotové analyze. Proteiny byly separovany podle molekulové
hmotnosti pomoci SDS-PAGE elektroforézy a nésledné byly pteneseny na PVDF
mebranu. Pro zjisténi stupné¢ fosforylace MMK3 proteinu byla pouzita protilatka
anti-pERK (Obr. 22 A). Pro detekci MMKS3 proteinu byla pouzita protilatka
anti-MMK3 (Obr. 23 A). Jako kontrola byla pouzita rostlina M. sativa RSY a mutant
A. thaliana mpk13, jako kontrola k nému ekotyp Col-0. Pro velkou rostlinu M. sativa
T62 péstovanou in vitro, byly pouzity tii technické opakovani — T62a, T62b a T62c
(Obr. 22, 23, 24). Molekulova hmotnost MMK3 proteinu ¢ini 44 kDa.

Z western blotové analyzy pfi pouziti anti-pERK protilatky byl detekovan slaby pruh
u vzorku Té6a jakozto pMMK3 protein, avSak nebyl detekovan u zbylych dvou
opakovani T6b a T6c ani u kontrolniho vzorku M. sativa RSY (Obr. 22 A), z ¢ehoz
vyplyva, Ze v téchto vzorcich nebyl tento protein fosforylovan. Byl vSak fosforylovan u
mutanta A. thaliana mpk13 a jeho kontroly Col-0, pficemz jsou u téchto vzorki
detekovany pruhy v oblasti molekulové hmotnosti cca 44 kDa odpovidajici proteinu
MMK3/MPK13. U vSech vzorki byl fosforylovan protein SIMK o molekulové
hmotnosti cca 46,6 kDa, pticemz nejintenzivnéj$i fosforylace byla zaznamenéana
u vzorku T62b (Obr. 22 A). V ptipad¢ pouziti anti-MMK3 protilatky (Obr. 23 A) byl
u kazdého vzorku detekovan protein o hmotnosti cca 44 kDa odpovidajici proteinu
MMK3/MPK13. U vzorkii mutanta A. thaliana mpk13 a jeho kontroly Col-0 byly
detekovany dva neidentifikované proteiny o molekulovych hmotnostech 34 kDa
a 22 kDa, na které se protilatka nespecificky navazala (Obr. 23 A). Kontrola mutant
A. thaliana mpk13 a Col-0 byly pouzity ve snaze validovat protilatku anti-MMKS3,
avSak u mutanta mpkl3 byl pozorovan pruh stejné jako u Col-0. To vSak nemusi
znamenat, Ze to neni mutant, protoze se jedna o AtMPK13 protein a protilatka byla
navrzena na MsMMK3. Je tedy mozné, Ze v M. sativa je protilatka specificka na
MMKS3, ¢ehoz dikazem by mohl byt vzorek T62b, kde zna¢né protein MMK3 chybi,
ale v A. thaliana miize rozpoznavat jiny protein nez ortolog MPK13. Uspésnost pfenosu
proteini z gelu na PVDF membranu byla zkontrolovana prostfednictvim barviva
Ponceau S (Obr. 22 B, 23 B).

Normalizaci proteind z Western blotu byl vytvoteny graf (Obr. 24). Byla pro to
vyuzita membrana, na které byly proteiny lokalizovany pomoci anti-MMK3 protilatky
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(Obr. 23). Z grafu na obrazku 24 lze usoudit, ze nejvyssi abundance proteinu MMK3
byla u vzorku T62a, ktera byla o 1,655-krat vy$si nez u kontroly RSY. V ostatnich dvou
vzorcich byla v pripadé vzorku T62b abundance MMK3 proteinu 5,5-krat nizsi nez u
kontroly RSY a u vzorku T62c ptiblizné 2,5-krat nizsi nez u kontroly RSY. Jelikoz se
jednalo o jedno technické opakovani, nebyla vyhotovena statistika a nebylo tedy mozné
do grafu pfidat smérodatné odchylky. Pro membranu, na které byly detekovany proteiny
pomoci anti-pERK rotilatky, nebyl graf zhotoven. Vzorek RSY pochazel z jinak starych
rostlin, nez byly mutantni rostliny T62 (Obr. 22), coz mohla byt jedna z pfi¢in, pro¢
nebyly detekovan anti-pERK protilatkou. Dals$i moznosti je, Ze byl Spatné napipetovan
do jamky bcéhem pfipravy na SDS-PAGE elektroforézu a tudiZ se nepfenesl na
membranu. Kvili absenci vzorku RSY tedy nemohl byt zhotoven graf, ve kterém by
vzorky T62 byly adekvatné porovnany s kontrolou.

Z téchto vysledkd vyplyva, ze protilaitka anti-MMK3 miize byt vi¢i proteinim
AtMPK13 nespecificka, ale v pfipadé MsMMK3 a vzorku T62b by mohlo jit o
uspésnou validaci protilatky. U vzorka rostliny M. sativa T62a, T62b a T62c¢ se jedna o
technické kontroly, kde odbér listi byl proveden z velké rostliny in vitro a vzhledem k
tomu, Ze vysledky u kazdého vzorku byly odlisné (Obr. 22, 23, 24) je mozné, Ze se
jednad o chimérickou rostinu. Pfi pfenosu embryi na MMS média se stdva, ze jsou
embrya mnohokrat neoddélené nebo zarostlé v kalusu. Tito jedinci by mohli byt fatalné
poskozeni pii pokusu o oddé€leni, a tedy se pfenaseji spolu. Mnoho z nich nedoroste do
stadia rostliny schopné prennosu do pudy, ale nékdy pteziji viceré a vznikne chimérni
rostlina spojena na bdzi. Ztéto potencionalné¢ chimerické rostliny by bylo mozné
prostfednictvim somatické embryogeneze vypéstovat nové rostliny. Listy kultivované
na médiu by byly vzdy z jednoho stonku. Nové vypéstované rostliny by byly dale
podrobeny PCR genotypizaci a Western blotové analyze. Z vysledkli by bylo mozné
urcit, které ¢asti piivodni rostliny jsou mutantni a které ne, a také bychom ziskali dalsi
mutanty, v ptipadé, ze se opravdu jedna o chimérickou rostlinu.

Jelikoz protein SIMK je nejvice fosforylovan ve vzorku T62b (Obr. 22) a
anti-MMK3 protilatkou byl detekovan velmi slabé (Obr. 23), domnivame se, ze SIMK
protein je v rostlin¢ tak moc fosforylovan jako kompenzace za snizenou expresi MMKS3
proteinu. Pro lepsi zhodnoceni téchto vysledkt by byla potfeba experiment alespon jesté
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je napiiklad kvantitativni polymerazova fetézova reakce. Z ditvodu svétové pandemie
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zpusobené virem SARS-CoV-2 a naslednych karanténnich opatfeni nebylo mozné

provést dalsi experimenty.

M  mpki3 Col-0 RSY T62a Te62b Té62c

A
50 kDa —>

46,6 kDa pSIMK —> - -

44 kDa pMMK3 —>
37 kDa —>

50 kba —>

37 kDa —>

Obr. 22: A Detekce proteinu MMK3 u stabilné transformovanych rostlin M. sativa. P¥itomnost
PMMK3 a pSIMK pruhti detekovana pomoci protilatky anti-pERK, ktera znaéi pouze
aktivované MAPKs. M — marker, T6 — Cas9:MMK3-gRNA-T6, RSY — M. sativa RSY,
Col-0 — A. thaliana Col-0, mpk13 — mutant A. thaliana. B Kontrola pfenosu proteini z gelu na
PVDF membranu prostiednictvim barviva Ponceau S.

M mpk13 Col-0 RSY T62a T62b T62c

50 kDa
44 kDa MMK3

37 kDa
34kDa?

——
22kDa ? ,

Y

50 kDa —>

37 kba —>

Obr. 23: A Detekce proteinu MMK3 u stabilné transformovanych rostlin M. sativa. PFitomnost
MMK3 pruht detekovana pomoci anti-MMK3 protilatky. M — marker, T6 — Cas9:MMK3-
gRNA-T6, RSY — M. sativa RSY, Col-0 — A. thaliana Col-0, mpk1l3 — mutant A. thaliana.
B Kontrola pienosu proteinti z gelu na PVDF membranu prostfednictvim barviva Ponceau S.
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Obr. 24: Graf vyjadtujici abudanci proteinu MMK3 z M. sativa po normalizaci vzhledem na
Stain-Free gel. Detekce proteinti na PVDF membrané pouzitim anti-MMK3 protilatky. Vzorky
transformované rostliny M. sativa T62a, T62b a T62c (technicka opakovani). Kontrola —
kultivar RSY. MMK3 znacici protein MMK3.
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4.7 Mikroskopicka analyza M. sativa MMK3-GFP
Ptitomnost zeleného fluorescenéniho proteinu fazovaného s MMK3 proteinem

v transformovanych rostlinach M. sativa byla zkoumana pomoci zoomovaciho
fluorescen¢niho mikroskopu. Byly pozorovany koifeny rostlin (Obr. 25, 26) v Petriho
miskach na MS médiu. Na obrazcich 25 C a 26 C je mozné vidét kofeny rostlin
v zeleném fluorescencnim kanalu, které se jevi jako exprimujici protein MMK3-GFP.
Avsak jakmile byl kofen odejmut z rostliny a pozorovan na CLSM, nebyl pozorovan
zadny fluorescencni signal. Je tedy mozné, ze na obrazcich 25 C a 26 C se jedna pouze
0 autofluorescenci. Také byl zaznamenan signal v nékterych listovych bunkach
M. sativa (Obr. 27). JelikoZ byl pouzit promotor 35 S, byla ofekavana exprese proteinu
MMKS3-GFP ve vsech bunkach v rostlin€. U obrazku 27, kde jsou vidét listové bunky
pravdépodobné exprimujici protein MMK3-GFP, je otazné, jestli se jedna
o autofluorescenci zptsobenou trichomy. Na téchto rostlinach nebyly provedeny Zadné
dalsi experimenty, které by potvrdily stabiln€ exprimovany protein MMK3-GFP
v rostlinach M. sativa, ackoliv byla planovana jejich genotypizace. Avsak v souvislosti
s karanténnimi opatfenimi z divodu pandemie zptisobené virem SARS-CoV-2 nebyla

jiz provedena.

Obr. 25: Lokalizace MMKS3-GFP proteinu v kotenech M. sativa. A prochazejici svétlo
(TL — transmitted light), B kontrola autofluorescence — mRFP, C MMK3 protein vizualizovan
pomoci fuze s GFP, D sloucené kanaly. Méfitko 500 pm. AXIO Zoom.V16.
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L+ mRFP + GFP

-

Obr. 26: Lokalizace MMK3-GFP proteinu v kofenech M. sativa. A prochazejici svétlo
(TL — transmitted light), B kontrola autofluorescence — mRFP, C MMKS protein vizualizovan
pomoci fuze s GFP, D sloucené kanaly. Méfitko 500 pm. AXIO Zoom.V16.

Obr. 27 Lokalizace MMKS3-GFP proteinu v listech M. sativa. A prochazejici svétlo
(TL - transmitted light), B kontrola autofluorescence — mRFP, C, E MMKS3 protein
vizualizovan pomoci fuze s GFP, D slou¢ené kanaly. Sipka ukazuje na pfiblizenou oblast v E.
Meéfitko 500 um. AXIO Zoom.V16.
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4.8 Fenotypova analyza mutanta mpk13
Byly analyzovany tfi homozygotni linie mutanta A. thaliana mpk13 SALK 1301,

SALK_2041, SALK 0486. Fenotypova analyza byla zamétena na podzemni ¢ast rostlin
a to konkrétné na délku kotene a pocet vedlejSich kotenti. Pro studium byly pouzity
semenacky T2 generace a jako kontrola k nim byly pouzity semenacky Col-0.

Semena mpk13 mutantd A. thaliana byla vyseta na 1/2 MS médium na Petriho misky
a nasledn¢ byly misky se semeny po dvou, tiech, Sesti, osmi a deviti dnech skenovany.
Poté se na obrazcich vzniklych skenovanim provedla fenotypova analyza, pficemz byl
vybran osmy den po vykli¢eni jako nejoptimalné€jsi pro analyzu. Nejprve byl vypocitan
pocet vedlejsich kofenti a ndsledné se z kazdé linie vCetné té kontrolni vypocital primér.
Poté byla zméfena délka hlavnich kofent, a také byl vypocitan pramér, ze kterého byl
vytvoten graf. Dale byl vypocitan F. test a T. test. Bylo predpokladano, Ze pocet
vedlejsich kofenti bude u mutantnich linii nizs$i nez u Col-0 (Zeng et al., 2011), avsak
mnozstvi vedlejSich kofent bylo porovnatelné u mutantnich linii s Col-0 (Obr. 28, 29).
Déale bylo zjistovéano, zda je rozdil v délce hlavniho kofene u mutantnich linii
v porovnani s Col-0. Ukazalo se, ze v pripad¢ linie SALK 0486 je délka hlavniho
kofene vétsi nez v piipadé semenacki Col-0 (Obr. 28, 29). Tento rozdil mohl byt
zpusobeny samotnou mutaci SALK 486 nebo podminkami dozravani semen. Jelikoz
rostliny A. thaliana linie SALK_0486 T1 generace byly péstovany o par tydnt pozdé&ji
nez ostatni linie a Col-0, mizeme se domnivat, ze v té dobé byly lehce zménény
podminky ve fytotronu pro rist rostlin, jakozto jind teplota, doba svétla, vlhkost
vzduchu, popfipadé i pfitomnost mikroorganismi v pidé a v okolnim prostiedi. Proto
mohla semena T2 generace linie SALK 0486 mit dobu kli¢eni rychlejsi nez ostatni linie

a Col-0, a to by mohlo vysvétlit delsi hlavni kofen oproti Col-0 a dal§im mutantim.
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Obr. 28: Semenacky A. thaliana 8 dni po vykli¢eni na %2 MS médiu.
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Obr. 29 Fenotypova analyza mutantt mpkl3 A. thaliana 8 dni po vykliceni. A graf
vyjadtujici pocet vedlejSich kotentl, B graf vyjadtujici délku hlavniho kofene.

66



5 ZAVER

V teoretické casti se tato bakaldiskd prace zaobird mitogenem aktivovanymi
proteinovymi kinasami v Medicago sativa a jejich ortology v Arabidopsis thaliana
a dale jejich ulohou pii odpovédi na stres. V teoretické Casti prace je dale popséna
metoda somatické embryogeneze a metody stabilni a transientni transformace rostlin.
Také je zminén princip RNA interference a CRISPR/Cas metody.

V experimentalni ¢asti prace byla nejprve provedena transientni transformace
N. benthamiana pomoci A. tumefaciens nesouci konstrukty 35S::mRFP:MMK3
a 35S::MMKBS:GFP, ve kterych byl MMK3 protein znacen Cervenym nebo zelenym
fluorescenénim proteinem. Prostfednictvim somatické embryogeneze byla provedena
stabilni transformace rostlin M. sativa. K transformaci byly vyuZity bakterie
A. tumefaciens, nesouci konstrukty 35S::mRFP:MMK3 a 35S::MMK3:GFP, ptedem
ovéfené u N. benthamiana a dale konstrukty Cas9:MMK3-gRNA-T1A, Cas9:MMK3-
gRNA-T2A a Cas9:MMK3-gRNA-T6, pomoci kterych mélo dojit k vyfazeni MMK3
proteinu z funkce. U rostlin, které se po transformaci regenerovaly a byly dostate¢né
velké byla provedena genotypova analyza pomoci PCR metody. Bylo potvrzeno pét
T-DNA inzerénich mutanti z toho tfi nesouci Cas9:MMK3-gRNA-T6 a dve
Cas9:MMK3-gRNA-T2A. Pro Western blotovou analyzu byla jako vhodna vybrana
pouze jedna rostlina Cas9:MMK3-gRNA-T6. Prostfednictvim Western blotové analyzy
nebyla jednozna¢né urCena, jakozto inzer¢ni mutant, ale jako potencionalni mutant
V podobé& chimérické rostliny. Transformované rostliny, které¢ mély obsahovat cervené
pripadné zelen¢ znaceny MMK3 protein byly podrobeny mikroskopické analyze a v
ptipad€ konstruktu 35S::mRFP:MMKS3 byla provedena i genotypova analyza, avSak
nebyla nalezena rostlina, ktera by znacany MMK3 protein pomoci fluorescenéniho
proteinu nesla. Dale byla provedena fenotypova analyza homozygotnich mutantnich
linii A. thaliana mpk13 SALK_ 1301, SALK 2041, SALK 0486 z divodu planovaného
vyuziti mutanti pro testovani funkcnosti konstruktii. Fenotypova analyza byla
provadéna u druhé generace rostlin a byla zaméfena na pocet vedlejSich kofenli a délku
hlavniho kofene u semenacku A. thaliana. U mutantnich linii rostlin A. thaliana nebyly
pozorovany vyznamné rozdily v porovnani s kontrolnimi rostlinami Col-0. U zadné
mutantni linie nebyl pozorovan rozdil v poétu vedlejSich kotfend oproti kontrole.
V ptipadé¢ délky hlavniho kofene byly u mutantni linie SALK_0486 hlavni koteny

o trochu del$i neZ u jinych mutantnich linii a u kontroly.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACC1
BWMK1
Cas9
CLSM
Col-0
CRISPR

crRNA
CTR1
dH.O
dNTPs
dsRNA
EDR1

FLG 22
GFP

HRP

LB médium

MAP4K

MAPK

MAPKK, MAP2K, MKK
MAPKKK, MAP3K, MEKK
MEKK 1, 2

mMiRNA
MKK1-10

MMK2, MMK3

MPKS, MKP4, MPK6, MPK13
MPK7, MPK8, MPK9, MPK 15
MRNA

MS médium

aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina
ni¢enim a poranénim indukovana kinasa 1
nukleasa 9 asociovana s CRISPR

konfokalni laserova skenovaci mikroskopie
ekotyp ColumbiaA. thaliana

nahromadéné pravidelné rozmisténé kratké
palindromické repetice

CRISPR RNA

MAP3 kinasa

destilovana voda

deoxynukleotidy

dvouretézcova RNA

kinasa pro zvysenou rezistenci na nemoce 1
flagellin 22

zeleny fluorescencni protein

kfenova peroxidaza

lysogen broth médium

mitogen-aktivovana protein kinasa kinasa kinasa
kinasa

mitogenem-aktivovana protein kinasa
mitogen-aktivovana protein kinasa kinasa
mitogen-aktivovana protein kinasa kinasa kinasa
mitogen-aktivovana protein kinasa kinasa kinasa
1,2

microRNA

mitogenem aktivované proteinové kinasy kinasy
1-10

Medicago MAP kinasa 2, 3

mitogen-aktivovana protein kinasa 3, 4, 6, 13
mitogen-aktivovana protein kinasa 7, 8, 9, 15
mediatorova RNA

Murashige & Skoog médium
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NPK1

OMTK1
PM
PPT
PRKK
PVDF
RFP
RISC
RNAI
ROS
RSY
SALK
SAMK
SE
SIMK
SIMKK
SIPK
SIPKK

SIRNA
T-DNA
TDY

TEY

Ti plasmid
TL
tracrRNA
Vir geny

WIPK
WRKY 22, 29
YFP

protein kinasa 1 asociovana s jadrem a
fragmoplastem

oxidativnim stresem aktivovana MAP3K 1
cytoplasmatickd membrana

fosfinotricin

patogenem indukovana proteinova kinasa kinasa
polyvinylidendifluorid

cerveny fluorescencni protein

multiproteinovy RNA komplex

RNA interference

reaktivni formy kysliku

kultivar Regen SY

Institut biologickych studii

stresem aktivovand MAPK

somaticka embryogeneze

stresem indukovana MAPK

solnym stresem MAPKK

protein kinasa indukovana kyselinou salicylovou
protein kinasa kinasa indukovana kyselinou
salicylovou

mald interferujici RNA

inzeréni DNA na Ti-plasmidu

aktiva¢ni aminokyselinovy motiv MAPK genu
aktivacni aminokyselinovy motiv MAPK genu
tumor indukujici plasmid A. tumefaciens
prochazejici svétlo

transaktivacni crRNA

geny podilejici se na virulenci u transformace
pomoci A. tumefaciens

proteinova kinasa indukovana poranénim
transkrip¢ni faktor 22, 29

zluty fluorescencni protein
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