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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

Vypracovani reSerSe zamétené na:

zakladni popis vojtésky a vyznam vojtésky pro zemédelstvi

reakce rostlin na vnéjsi abiotické stresové faktory

podil signalnich proteinii na regulaci vyvojovych procest rostlin a jejich reakci
na vnéjsi stresové podminky

metody hodnoceni fenotypu rostlin po aplikaci abiotickych stresovych faktort

Prakticka ¢éast

cilena kultivace kontrolnich a transgennich rostlin vojtésky v podminkach
in vitro a in vivo

aplikace vybranych stresti a vyhodnocovani miry rezistence mezi liniemi

pomoci kvalitativnich a kvantitativnich metod vyhodnocovani stanovit, do jaké
miry potlaceni exprese MAPKK u vojtésky ovlivni reakci rostlin na stres.
vyhodnocovani fenotypovych zmén, vyvolanych abiotickym stresem, na

rostlinach vojtésky



1. UVOD

Tato bakalafska prace se zabyva vlivem vybranych abiotickych stresovych faktord na
transgenni linie (SIMKK RNAI) tolice vojtésky (Medicago sativa L.)jak v in vitro, tak v
ex vitro podminkach, a testovanim moznych zmén rostlin vojtésky v reakcich na
abiotické stresové faktory pii symbidze s pudni bakterii Sinorhizobium meliloti. Tolice
vojtéska je vytrvala dvoudélozna rostlina z ¢eledi bobovitych (Fabaceae). Vyznacuje se
fialové zbarvenymi kvéty. Rostlina se vyuziva piedevsim jako krmivo pro dobytek a
diky symbiodze s pidnimi bakteriemi pomaha obohacovat ptidu v okoli kotenii o dusik,
ktery mohou rostliny vyuzit. Je také Casto vyuzivana jako modelovy organismus a
uplatituje se i v modernich biotechnologiich (Bouton, 2012). U rostlin se vyvinuly
mechanismy aktivace receptorli a signalnich drah, citlivych k riznym biotickym a
abiotickym vliviim. Jelikoz rostliny jsou véazany na konkrétni misto svého rustu,
aktivace signdlnich drah pomadahaji rostlinam v adaptaci a vhodné odpovédi na rizné
podnéty (Colcombet and Hirt, 2008; Rodriguez et al., 2010; Smékalova, 2014). V této
praci jsem se zaméfil na vliv abiotického stresu, zplisobeného zasolenim, na expresi
proteini SIMK (stress-induced mitogen-activated protein kinase) a SIMKK (stress-
induced mitogen-activated protein kinasekinase). SIMKK je enzym, protein Kinasa,
ktery se Gcastni mnoha bunéénych procesti jako je regulace exprese gentll, bunééného
déleni a diferenciace bunék. Je soucasti nékolikastupniové signalni fosforylacni kaskady,
pii které dochazi k postupné aktivaci jednotlivych ¢lenti prostfednictvim fosforylace, a
tedy k pfenosu signalu. U transgennich linii M. sativa byla exprese SIMKK potlacena
metodou RNA interference (RNAi). Jde o proces regulace transkripce i exprese genli
vzajemnym ovliviiovanim (vyrusenim) fragmentd dvousroubovicové RNA (dsRNA) a
exprimovanych genil. Zajimalo mé, jak se bude liSit obsah proteinu SIMK =za
soucasného pusobeni soli u ex vitro péstovanych transgennich linii SIMKK RNA, které
byly zéaroven inokulovany bakterii Sinorhizobium meliloti. Tato prace sleduje obsah
protein kinas SIMK a MMK3, které jsou zahrnuty v signalnich drahach, regulovanych
SIMKK. Pro potvrzeni fosforylace, a tedy aktivace studovanych protein kinas, pfi

prenosu signalu v dané kaskadé byla pouzita fosfo-specificka protilatka, reaktivni jen s
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fosforylovanymi kinasami. Cilem této prace bylo porovnat miru rezistence na stres
zpusobeny zasolenim u ex vitro kontrolnich rostlin a transgennich linii SIMKK RNAI, v

porovnani s kontrolnimi rostlinami vojtésky rostoucich v in vitro podminkach.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Tolice vojtéska (Medicago sativa)

2.1.1 Charakteristika

Tolice vojtéska (Medicago sativa L.) je vzpiimena, téméf lysa rostlina vysoka
30 - 80 cm, ktera kvete od kvétna do fijna (Randuska, 1986; Schauer, 2007). Nejcastéji
roste na chudém, suchém travniku, kamenné zdi, okraji cesty, naspu, poli, rumisti,
Stérkovém mist¢ a jinych sussich ruderalizovanych loukach a mezich. Vojtéska se hojné
péstuje jako picnina a jeji piivod je nejspis§ né€kde z oblasti Malé Asie a Kasmiru (Kubat,
2002). Z mediteranni az subkontinentalni Asie se tolice vojtéska rozsifila do Evropy.

Diploidni stav vojtésky je 2n = 32 (Kubat, 2002).

2.1.2 Listy a stonek

Tolice vojtéska (Medicago sativa) vytvaii lodyhy vyrustajici z kotfenového kréku.
Lodyhy dorGstaji vysky 0,9 az 1 m. Jedna rostlina vytvari 12 az 15 internodii.
V uzlinach (nodech) se lodyha zna¢né€ vétvi a vytvaii kolem 4-8 vétvi. Rostlinu vojtésky
pak tvofi trs, ktery miize mit pfiblizné 20 lodyh. Hmotnostni podil lodyh kolisa podle
hustoty porostu, a tedy predev$im podle ristové faze od 40 do 60 % (Velich, 1991).
Podil lodyh rostliny se s postupujicim vyvinem a starnutim rostliny zvySuje a zaroven
dochazi k jejich ligniﬁkacil, ktera snizuje jeji stravitelnost, a tedy jeji krmnou hodnotu.
Proces lignifikace je zna¢n¢ urychlen pii nastupu kveteni vojtésky (Klesnil et al., 1978).
V pficném fezu stonku maji lodyhy kruhovity nebo &tythranny tvar zelené barvy.
Ve spodni casti nékdy nafialovélé v disledku pfitomnosti antokyanii (Hrabé et
al., 2004). Listy tolice vojtésky jsou tii Cetné obvejCité az obkopinaté, uspotradané
stiidave. Jejich velikost se pohybuje v rozmezi 10-30 X 4-10 mm. V horni tfetin¢ jsou
nepravidelné zubaté a Spicaté s ostnem (Schauer, 2007). Prostfedni list ma delsi fapik
mezi 2-3 mm, na rozdil od dvou vedlejSich vice prisedlych listt s fapikem dlouhym 0,5-
1,5 mm (Randuska, 1986; Kubat, 2002). Barva listd se pohybuje v odstinech svétle az

tmave zelené. Na fapicich u baze se vytvareji palisty (Hrabé et al., 2004). Pii suchu,
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zpiisobném nedostatkem vlahy se snizuje v listech turgor?, tyto listy se za&inaji sklapét,
a tak se rostlina chrani proti ztraté vody (Velich, 1991). Tolice vojtéska (Medicago
sativa) je typicka pravé velkolepou soustavou listové plochy, které se nejvice vytvareji
v prvnim uzitkovém roce a nejvétsi listovou plochu v prvni seéi. Podle mnoha rtiznych
autortl tvori za viechny sede v rozsahu 10 az 50 m® 1m?® pokryti listd (Lichner et al.,
1983).

2.1.3 Kofen

Diulezitym vegetativnim organem, ze kterého je vojtéska schopna obrtistat je kofenovy
krcek, ten je vytvoren po zaseti vojtésky a riistem hlavni lodyhy, jejiz spodni uzlina
postupn¢ sili a postupem cCasu dochéazi k produkeci odnozovacich pupent, tedy zony
odnozovani. Tyto pupeny jsou vét§inou vytvoreny ve vertikalnim sméru, coz zptisobuje
rozvétveni a se zvySujicim Se ve€kem rostliny protahly a prohloubeny kréek (Velich,
1991). Pro kofenovou soustavu vojtésky jsou charakteristické 4 - 6 ktlovych kofent
dosahujici v roce vysevu pfi jarni setbé¢ na podzim hloubky 1,5 m nebo az 5 metra v
propustnych pidach. Pii letnim vysevu se nevytvari kilové koteny, ale dochazi k
vétSimu vétveni, a to az 0,8 metrd od hlavniho kofene. AvSak celkova intenzita
zakofenéni a mohutnost kofenll vojtésky je zavisla na vice faktorech, jako jsou plidni
podminky, agrotechnika a hlavné zpracovani pudy a dobé vysevu (Regal a Krajcovic,
1963; Klesnil et al., 1978; Velich, 1991; Santricek et al., 2007). Postupem cCasu se u
tolice vojtésky (Medicago sativa) projevuje tzv. kofenova kontrakce, coz je jev, kdy se
kotenovy kréek zacne zatahovat do pldy a spodni pupeny jsou uz v prvnim roce
zatahnuty az 15 mm do pidy. Toto pokracuje s ptibyvajicimi lety. Vytvateji se pupeny 1
na téch nejspodnéjsich uzlinach lodyh, coz vede k vétSimu vétveni kofenového kréku,
ktery se prodluzuje a zatahuje jesté vice do hloubky pidy (Velich, 1991). Vyhodou
zatahovani kofenového kréku pod povrch pidy spocivd predevSim v ochrané pred
abiotickym (chlad) a biotickym (hlodavci, hmyz) stresem (Velich, 1991). Bohuzel v§ak
byva relativné ¢asto napaden houbovymi a bakteridlnimi chorobami, coz omezuje vynos
a zivotnost rostliny (Santra¢ek et al., 2001). Po zaseti a vyristani rostlin se nejdiive 4

krat rychleji tvofi kofenova soustava nez nadzemnti, a tak se nejvice kotenové hmoty (30
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- 60 % z celkového mnozstvi) nachazi ptiblizné€ v hloubce 0,4 - 0,6 metrii pod povrchem
pudy, coz je pro rostlinu velmi prospésné pii shromazd’ovani vody (Velich, 1991;
Santrigek et al., 2001). Podle Klesnila (1978) vytvaii vojtéska nejvétsi mnozstvi
kotenové hmoty ze vSech plodin a picnin. To piipada na 7,5 - 12 t/ha suché hmoty u
vyvinutého porostu. Samotné kofeny obsahuji velké mnozstvi ligninu, a tak jsou velmi
pomalu rozkladany, coz z nich déla velmi dobry materidl pro zvySeni urodnosti pidy
(Klesnil et al., 1978; Santricek et al., 2001). Dale kofeny tolice vojtésky (Medicago
sativa) obsahuji velké mnozstvi prvki, jako jsou dusik (2 %), draslik (0,9 %), vapnik
(1,3 %) a fosfor (0,3 %, Velich, 1991). Kofenova soustava vojtésky ma velmi kladny
vliv na vyvoj mikroorganismil ptitomnych v ptid¢ tim, ze je schopna do ptidy vylucovat
relativné velké mnoZzstvi oxidu uhli¢itého a okyselovat pudu, a to mé za nasledek
uvolnovani prvkii z jejich méné vhodnych slou€enin, coz zabezpecuje markantni

zpomaleni ztraty zivin z pudy v pribéhu let (Lichner et al., 1983).

2.1.4 Kvét

Stejné jako je tomu u vétSiny bobovitych (motylokvétych) rostlin, i u tolice vojtésky
(Medicago sativa) je kvét velmi charakteristicky stavény. Kalich je pétizuby s chloupky
na zilkdch. Koruna se skladd z 5 listkl, pfi¢emz dva spodni sristaji v clunek, ktery
uzavird generativni organy. Dva postranni listky tvofi volnd kiidla a horni list je
pavézou, neboli Stitkem (Randuska, 1986; Graman, 1991). Kvéty, které jsou 8-12 mm
dlouhé, vyrustaji v poétu 12-25 na dlouhych stopkach v protdhlém az kulovitém
hlavkovitém hroznu, 10-60 mm dlouhém, v GZlabi podplrnych listenti (Randuska, 1986;
Velich, 1991; Schauer, 2007). Podle poctu odnozi, rozvétveni porostu a jeho hustoty
vytvaii jedna rostlina tolice vojtésky (Medicago sativa) kolem 25-250 hroznt
(Velich, 1991). Barva vSech kvéta v kvétenstvi se pohybuje v odstinech modré a
fialové, zfidka bledé¢ modré, s tmavou kresbou na pavéze (Randuska, 1986; Kubat,
2002; Schauer, 2007). Kvétenstvi vojtésky kvete priblizné 2-5 dnt, pokud nedojde k
opyleni tak 6-7 dnli. Po 8-9 dnech kvét vadne a opadava. Samotné kvétenstvi pak kvete
10-20 dnu (Graman, 1991). Podle zpisobu opylovani je tolice vojtéska (Medicago

sativa) z 89 % cizospra§na entomogamicka® rostlina. Samospragna byvé jen z 10 % a to

¥ hmyzosnubna (hmyzospra$na)



jen tehdy, jsou-li nevhodné podminky pro opylujici hmyz. To zplisobi nasazeni malého
poc¢tu semen, ptficemz rostliny z nich vzeslé jsou jen malo Zivotaschopné (Graman,
1991; Chloupek, 2000). K opyleni je tedy dulezity vysoky pocet opylovaéu, jako jsou
¢meldaci a vcely. Stejné€ jako u vSech bobovitych rostlin s typicky ¢lenénym kvétem se i
u vojtésky objevuje v ramci rostlinné fiSe velmi netradiéni zplisob opyleni, tzv.
explozivni zptisob. V zavislosti na morfologickém uspofadani kvétnich casti, t&zsi
hmyz, ktery useda na kvét, uvede do pohybu pruzinovy mechanismus pro prekondni
"kvétniho zdmku", a tim i uvolnéni prasnikti a blizny (Graman, 1991). Avsak v
semendistvi zapfiCiluje tento mechanismus fadu problémil, které se projevuji v

nevyrovnané az nizké produkcei semen (Velich, 1991).

2.1.5 Plody a semena

Plodem tolice vojtésky (Medicago sativa) je vicesemenny spiralovity lusk. Lusk ma 1,5
az 4 nepravidelné zavity a je sitnaté zilkovany a pfitiskle chlupaty (Randuska, 1986;
Velich, 1991; Kubat, 2002; Schauer, 2007; Pelikan, 2012). Rostlina ma mala semena,
kterych je v lusku 5-7 v zavislosti na opyleni (Velich, 1991). Barva semen se pohybuje
od Zluté, zlutohnédé az k olivoveé zelené (Hood a Howard, 2002; Pelikan, 2012). Tvar
semena je nepravidelny ledvinovity (Hood a Howard, 2002; Pelikan, 2012). Zarodek je
chranén pomérné tvrdym obalem, ktery zplsobuje nerovnomérné bobtnani semen, a
tedy i jejich kliceni. Tato tvrdosemenost vSak zajiStuje sementim vojtésky schopnost
prezivat dlouhotrvajici obdobi neptiznivych podminek. Tvrdost semen je zplsobena
prostoupenim osemeni kutinem a suberinem (Strafelda, 1962). Vznik tvrdosemenosti je
palisadové buniky osemeni, az dojde k jejich natlaceni na sebe, a tedy k inhibici pfistupu
vody a kysliku skrz obal semena (Svecovd, 2007). Tvrdost semen je piirozené
zpiisobena Casem sklizng, ale je také ovlivnéna lokalizaci semen v lusku. Podle
Strafeldy (1962) se zvysuje jejich tvrdost se vzristajici vzdalenosti od kalichu. Dale
tvrdi, Ze se tvrdosemenost pfendsi do dalSich generaci v daleko vétsi mife nez z rostlin,
které bobtnaji rychleji. Mnozstvi takovychto tvrdych semen se pohybuje kolem 60-70 %
(Hrabg et al., 2004). Hmotnost tisice semen (HTS) je v rozmezi od 1,5-2,4 g (Velich,
1991; Pelikan, 2012).



2.1.6 Vyuziti

Tolice vojtéska (Medicago sativa) ma mnoho rtiznych zpiisobt vyuziti. V prvni fadé je
tieba zminit jeji uziti jako picniny, tedy ke krmivu, zejména jako pastvu pro dobytek.
Na zaklad¢ ptevazujicich chemickych latek, v tomto pfipad¢é dusikatych, lze vojtésku
zatadit mezi bilkovinné picniny. Kromé obsahu proteinti, aminokyselin a dusi¢nant
obsahuje rostlina vlakninu, cukry a prvky jako fosfor, hoi¢ik, draslik a vépnik
(Rimovsky, 1989). K dalsim moZnostem jejiho vyuZiti je vyroba sena a silaze. Dale je
vojtéska jako kazda rostlina uzite¢nd pro svou schopnost produkovat mnoho hluboko
rostoucich gravitropnich kofenii a zabranovat tak erozi pady, a také v
biotechnologickych aplikacich, jako je fytoremediace (Fulkerson, 1981). Mén¢ znamé
zpusoby pouziti tolice vojtésky (Medicago sativa) je vyroba bilkovinnych extraktl a
koncentratli, které je mozné podavat jak zvifatim, tak lidem. Semena vojtésky se jiz
dnes prodavaji v obchodech se zdravou vyzivou. V neposledni tad¢ jeji vyznam
spociva, diky symbidze s pidnimi hlizkovymi bakteriemi fixujicimi dusik, v akumulaci

a obohacovani dusiku ve form¢ dusi¢nanti a amoniaku v pudé.



2.2 Reakce rostlin na solny stres

2.2.1 Stres u rostlin zptisobeny NaCl

VétSina solnych stresi v piirodé je zpusobena solemi sodiku, ptredev§im chloridu
sodného. NaCl muze mit silné nepfiznivé u€inky na rist a vyvoj rostlin a ma obzvlasté
zavazné duasledky pro vynosy plodin (Yadav et al., 2011; Smékalova et al., 2014).
ZvySeni slanosti pudy muze byt zpusobeno nékolika faktory: odpafovanim vody,
srazkami a zvétravanim pad (Mahajan a Tuteja, 2005; Smékalova et al., 2014). Stres ze
zasoleni je primarné zpiisoben toxicitou sodiku. Rtzné rostliny vykazuji rizné hranice
tolerance vici soli. Velmi odolné rostliny vii¢i zasoleni se nazyvaji halofyty, jejich
opakem jsou glykofyty, tedy rostliny velmi citlivé k zasoleni. Vé&tSina pudnich rostlin
jsou glykofyty a nemohou tolerovat koncentrace Na* nad 50 mM (Munns a Tester,
2008; Smékalova et al., 2014). Nizké limity pro toleranci k zasoleni maji piedevsim
lusténiny (hrach, fazole), stiedni odolnost plati pro obilniny (zito, oves, pSenice,
jeCmen) a velmi vysoka rezistence je U nékterych picnin a "technickych" plodin (travy,
vojtéska, slunecnice, fepa, Maianu a kol., 1965; Levitt, 1980). Reakce rostlin na solny
stres muze byt indikovana zastavenim rustu, nekrotickym odumiranim pletiv (Ehlig a
Bernstein, 1958; Strogonov, 1964; Levitt, 1980), nasleduje ztrata turgoru, opadani listd,
a nakonec smrt celé rostliny (Kovalskaia, 1958; Levitt, 1980). Kdyz je rostlina
vystavena solnému stresu, znamend to, ze hodnoty chemického potencialu, aktivity, a
tedy i koncentrace soli se mnohem zvysi. Jak stl difuzi prochazi pomoci gradientu a
pronika rostlinou, nastavaji v rostlinach dvé zmény: zména iontové rovnovahy a snizeni
potencidlu vody. Pokud stl nevstoupi do buiiky, dojde pouze k zméné vodniho
potencialu. Inhibice ristu indukovana soli je jen Caste¢né reverzibilni. Kofeny pod
vlivem solného stresu napiiklad dodavaji do nadzemni ¢asti méné hormont, ¢imz
narusuji jejich rovnovahu v listech a zvySuji tuhost bunééné stény (O'Leary, 1970;
Levitt, 1980). Proto i kdyz je do listi dodavano dostate¢né mnozstvi vody, dojde ke
snizeni ristu a bunééného déleni. Narist tuhosti bunééné stény zpiisobené zasolenim, je
pravdépodobné ireverzibilni. Nicméné, jako v pfipadé 1 jinych stresu, pokud je
zivotaschopnost meristému zachovana, rlst se znovu zahdji po odstranéni stresu, avSak

ne se stejnou rychlosti, jak tomu bylo pied stresem. Pokud stl snizuje vngjs$i vodni
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potencidl pod hladinu uvnitf buiiky, vystavuje buiku sekundarnimu duasledku z
nedostatku vody - osmotickému stresu. Koncentrace soli uvnitf buriky je pfirozené nizsi
nez vné, kvuli pfitomnosti organickych latek (Marré a Servettaz, 1959; Levitt, 1980).
Jak se zvySuje koncentrace organickych latek v cytoplazmé, postupné se obnovuje
hodnota turgoru. Hlavni pfi¢inou inhibice ristu indukované NaCl je obtizna absorpce
minerdlnich Zivin kvili konkurenci s Na'. Rostliny se vsak mohou, v piipadé
sekundarniho poskozeni, chranit pfed osmotickou dehydrataci akumulaci soli, dokud
celkova osmoticka koncentrace neni vyssi nez koncentrace v kofenovém médiu. Aktivni
ochranu rostlin proti soli predstavuje odstrafiovani Na* z bun&k pomoci Na'/H*
antiportéru, dale je to udrzovani vysokych vnitrobunéénych hodnot poméru K*/Na”
pomoci HKT transportéri a posléze i vakuolarni sekvestrace Na* pies NHX1 antiportér,
ktery je lokalizovan v tonoplastu (Munns a Tester, 2008; Smékalova et al., 2014).
Inhibice rastu rostlin je doprovazena vice metabolickymi poruchami, pfedevSim pii
respiraci, fotosyntéze, syntéze bilkovin a syntéze nukleovych kyselin. Enzymova
aktivita je v nékterych ptipadech snizena, ale Casto se naopak zvySuje. Dale byl
zaznamenan zasah do metabolismu sacharidd (Bhardwaj, 1959; Levitt, 1980) a syntézy
chlorofylu a karotenu (Kim, 1958; Levitt, 1980). Z uveden¢ho vyplyva, Ze poskozeni
bun€k vysokymi koncentracemi Soli nemusi byt zpisobeno jenom jejim piimym
u¢inkem, ale téZ nepfimym ucinkem, prostfednictvim jedné nebo vice téchto

metabolickych poruch.

2.2.2 Reakce na solny stres u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana)

V reakci na podminky prostfedi, jako je i zvySena koncentrace soli v pudé, bylo u
husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) prokazano, Zze dochazi k akumulaci mMRNA
pro MEKK1 (MAPKKK; Mizoguchi et al., 1996; Sinha et al., 2011). Mutantni rostliny
Arabidopsis mekkl vykazuji zlepseny rtst za podminek vysoké salinity, coz naznacuje,
ze MEKK1 muze byt negativnim regulatorem reakce na zasoleni u Arabidopsis (Su et
al., 2007; Smékalova et al., 2014). Signaly pochazejici ze stresovych podminek z
prostiedi jsou pienaSeny piedev§im dvéma MAPK kaskadami. Jedna z nich je signalni
kaskada se zapojenim MPK4 (MEKK1-MEK1/MKK2-MPK4) a druha kaskada
zahrnuje MPK6 a MAPKS3 (Ichimura et al., 2000; Sinha et al., 2011). MAPK signalni

draha indukovana solnym stresem obsahuje MEKK1 jako nadiazeny ("upstream")
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aktivator kinasy MKK2 a podrazené ("downstream”) MAPK MPK4 a MPKG6 (Teige et
al., 2004; Sinha et al., 2011). Dikazem funkénosti této drahy jsou mutantni rostliny
Arabidopsis mkk2, které jsou piecitlivélé na sil (Teige et al., 2004; Smékalova et al.,
2014). Z pozdéjsich studii vyplyva, ze piedevsim aktivace MPK6 hraje zasadni roli v
pocate¢nich stadiich detoxikace Na’, protoze tato kinasa rychle fosforyluje SOS1
Na'/H" antiportér a tim jej indukuje na tukor celkového okyseleni cytosolu (Yu et al.
2010; Smékalova et al., 2014). Solnym stresem sekundarné zpisobeny Osmoticky stres
u Arabidopsis thaliana aktivuje expresi MPK3, MPK4 a MPKG6 (Droillard et al., 2002;
Droillard et al., 2004; Sinha et al., 2011), avsak hyperosmoticky stres zptisobeny soli
vede Kk jejich rizné aktivaci (Droillard et al., 2004; Kim et al., 2011; Persak a Pitzschke,
2013; Smékalova et al., 2014).

2.2.3 Reakce na solny stres u tolice vojtésky (Medicago sativa)

Kvuli snizenému vynosu tolice vojtésky (Medicago sativa) zpisobeného stresem ze
zasoleni (50 - 200mM koncentrace NaCl; Bekki et al., 1987; Jin et al., 2010), je tato
problematika Casto studovana. Za ucelem zvySeni tolerance vojtésky vuci soli bylo
nékolik gent klonovano, charakterizovano a u nékterych genii byla vyuzita metoda
zvySené exprese (Yang et al., 2005; Jin et al., 2010). Se znamych MAPK vojtésky byla
identifikovana jako solnym stresem indukovana SIMK (stress-induced mitogen-
activated protein kinase) o velikosti 46,6 kDa (Munnik et al., 1999; Sinha et al., 2011).
Metodou yeast-two hybrid ke zjistovani interakci mezi proteiny byla identifikovana
kinasa SIMKK jako nadiazeny ("upstream") aktivator SIMK. SIMKK interaguje
specificky se SIMK a zprostfedkovava jeji aktivaci zptsobenou soli v in vivo i in vitro
podminkach (Kiegerl et al., 2000; Sinha et al., 2011). V ptipad¢ semen tolice vojtésky
stres ze zasoleni snizuje jejich kli¢ivost mnohem vic nez mannitol, ktery se pouziva pro
simulaci osmotického stresu ze sucha. Kofeny vojtésky po kliceni vykazovaly pétkrat

vys§i rust v piitomnosti mannitolu nez v piitomnosti NaCl (Strogonov, 1964).
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2.3 Mitogenem aktivované protein kinasy

2.3.1 Vseobecna charakteristika MAP kinas

Mitogenem aktivované protein kinasy (MAPK, MAP kinasy) jsou velmi dilezitou
soucasti bunécné signalizace, nebot’ svym typickym uspofddanim v signalizacni
kaskady jsou schopny fosforylaci pfenaset signal. Divodem pro tuto komplexitu je
neschopnost rostlin aktivné opustit dané stanovisté, coz vede k nutnosti adekvatn¢ a
efektivné reagovat na vSechny podnéty, jak biotické, tak abiotické. MAPK kaskada je
evoluén¢ konzervovany signalni transdukéni modul, vyvinuty pro pfenos
extracelularnich signdlti na zdklad¢ urcitych podnéti. MAPK kaskdda obsahuje tfi
komponenty: MAP kinasa kinasa kinasa (MAP3K/MAPKKK/MEKK), MAP kinasa
kinasa (MAP2K/MAPKK/MEK) a MAP kinasa (MAPK/MPK; Mishra et al., 2006;
Rodriguez et al., 2010; Sinha et al., 2011), vzajemn¢ interagujici prostfednictvim
fosforylace. MAP3Ks jsou serin/threoninové kinasy, fosforylujici dvé aminokyseliny v
S/T-X-S/T motivu aktivaéni smycky MAP2K (Tena et al., 2001; Jonak et al., 2002;
Mishra et al., 2006; Sinha et al., 2011). MAP2Ks fosforyluji MAPKs na reziduich
threoninu a tyrozinu v neménném motivu T-X-Y (Chang et al., 2001; Sinha et al.,
2011). MAPKSs jsou serin/threoninové kinasy schopné fosforylovat Sirokou skalu
substratil, zahrnujici jiné kinasy, transkripcni faktory nebo cytoskeletalni proteiny. Tyto
Kinasy hraji rizné role v intra i extra celularni signalizaci rostlin, pfenosem informaci ze
senzorickych a receptorovych komplexti na plasmatické membrané az K substratiim,
které se podileji na nalezité bunééné odpoveédi. Formace, integrita a subcelularni
lokalizace specifické MAPK kaskady muze byt zprosttedkovana pomoci integracnich
("scaffold™) proteinti a adaptorovych nebo kotvicich proteint (Whitmarsh et al., 1998;
Bardwell et al., 2001; Takekawa et al., 2005; Sinha et al., 2011). Signalizace skrz MAP
kinasové kaskady muze vést k bunéénym odpovédim zahrnujicim bunécéné déleni,
genovou expresi, diferenciaci i odpovédi na rtizné stresy (Samajova et al., 2013) a
aktivace transkrip¢nich faktora (Ishihama a Yoshioka, 2012). Signaliza¢ni MAPK jsou
aktivovany po aktivaci primarnich faktorG vnimani extracelularnich signali, coZ jsou
receptorové proteiny, sekundarni poslové a hormony. Pro deaktivaci (defosforylaci)

MAP Kkinas po pfenosu signalu jsou dulezité specifické MKPs (MAPK fosfatasy; Ulm et

11



al., 2002; Sinha et al., 2011). U rostlin jsou MAPK aktivovany pfi pienosu specifickych
signali pochazejicich z abiotickych strest jako je chlad, zasoleni, mechanicky stres,
stres z poranéni, vysoka ¢i nizka teplota, UV zafeni, osmoticky Sok, t€zké kovy aj.

(Sinha, 2011).
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Obr. 1 Model pienosu signilu prostiednictvim subcelularné organizované kaskady
mitogenem-aktivovanych proteinkinas (MAPKSs). Ty jsou organizovany v proteinovych
komplexech, tzv. MAPK modulech, které jsou drzeny spoleéné tzv. "leSenim" (scaffold). Tyto
proteiny "leSeni" maji vazebna mista pro MAP3K, MAP2K a MAPK a obvykle maji specifické
domény, které se mohou véazat v endomembréanach na fosfolipidy. MAPK signalizace mize byt
vyvolana riznymi podnéty, jako je stres a vyvojové signaly. Béhem pfenosu signalu jsou
MAP3K a MAP2K postupné fosforylovany (P) a aktivovany na zbytcich serinu (S) nebo
threoninu (T), zatimco MAPK musi byt dvojité fosforylovany na reziduich treoninu (T) a
tyrosinu (). Fosforylace jednotlivych komponent je zajisténa hydrolyzou ATP. Aktivované
MAPK se uvoliuji z modulu, pfemist'uji se v buiice a reguluji dalsi substraty (napft. transkripcni
faktory, proteinové kinasy, enzymy a cytoskeletalni proteiny) lokalizované v rdznych

subcelularnich kompartmentech (jadro, cytosol, cytoskelet, Samajova et al., 2013).
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2.3.2 Stresem indukovana mitogen aktivovana protein kinasa SIMK u Medicago
sativa

V Medicago sativa byla MsSIMK (stresem indukovanda MAPK) identifikovana jako
MAPK podilejici se na signalizaci abiotickych stresi nebo pii pusobeni elicitort.
Metodami jako yeast two-hybrid analyza a meziproteinové interakéni studie in vitro a in
vivo byla identifikovana SIMK kinasa (MsSIMKK, MAPKK) jako nejsilngjsi aktivator
SIMK (Cardinale et al., 2002). SIMK vykazuje vysokou strukturni a sekvenc¢ni
homologii k jiz dobfe prostudované AtMPK6 (BekeSova et al., 2015) z Arabidopsis
thaliana. Molekulova hmotnost SIMK je 46,6 kDa a vykazuje absolutn¢ identickou
sekvenci ve své C terminalni oblasti s AtMPKG6. Naproti tomu SIMKK vykazuje
vysokou sekvenéni homologii s AtMKK4 a AtMKKS5 z Arabidopsis thaliana (Ichimura
et al., 1998). Dale bylo prokazano, ze SIMKK aktivuje SIMK v reakci na stres ze soli
(Kiergerl et al., 2000). Bylo zjisténo, ze zna¢na ¢ast jaderného obsahu SIMKK i SIMK
se po jejich aktivaci stresem ze soli pfesouva do cytoplazmy, kde spolu kolokalizuji v
specifickych cytoplazmatickych kompartmentech (Ovecka et al. 2014). Nadmérna
exprese SIMKK v rostlinach Arabidopsis vede k vyssi aktivaci endogennich MPK6 a
MPK3 i po kratkodobém ptisobeni soli, a tedy k zvysSené citlivosti téchto rostlin na stres
zpusobeny soli. (Ovecka, 2014). Kromé¢ aktivace biotickym a abiotickym stresem, miize
byt SIMK také zapojena, spole¢né s dynamickym aktinovym cytoskeletem, do vyvoje a

formovani kofenovych vlaski (Samaj et al., 2002).
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Obr. 2. Model MAPK modulu zprostiredkovavajiciho signalizaci v rostliné tolice vojtésky
(Medicago sativa). CTR1 je negativni regulator MAPKK SIMKK a MAPK SIMK/MMK3.
CTR1 reguluje MAPKK v reakci na etylén. SIMKK mutze byt aktivovana stresem ze soli,
patogennimi elicitory a tézkymi kovy. Aktivace MMK3 spociva v piisobeni mechanického
stresu, stresu z poranéni, sucha, chladu a tézkych kovi. SIMK je aktivovana piedevSim

osmotickym stresem a stresem, zptisobenym tézkymi kovy a soli (Sinha et al., 2011).
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2.5 Tvorba hlizek

2.5.1 Symbioticka interakce rostlin s piidnimi bakteriemi

Kotenové hlizky se nachéazeji u rostlin, které si vytvareji symbioticky (mutualisticky)
vztah s bakteriemi rodu Rhizobium, které jsou schopné fixovat vzdusny dusik. Mezi tyto
legumindzni rostliny patii i Medicago sativa, ktera je hostitelem Sinorhizobium meliloti
(Barker et al. 1990; Rose, 2008; Amor et al. 2003; Choi et al., 2004; Kouchi et al.,
2010; Sulieman a Schulze, 2010). Symbioticky vztah je indukovan pomoci chemickych
latek. Hostitelské rostliny produkuji flavonoidni latky a betainy, které pii nizSich
koncentracich lakaji rhizobakterie a pfi vysSich koncentracich zpisobuji u bakterii
expresi plazmidovych nod gent k vytvofeni tzv. Nod faktort (Catoira, 2000). Rostliny
produkuji flavonoidy specificky pro dany druh rhizobakterii. Rostlina je schopna vnimat
bakterialni Nod faktory pomoci extracelularnich receptorovych LysM kinasovych
domén (Bateman a Bycroft, 2000) a intracelularnich serin/treoninovych kinas, které
spusténim signdlni receptorové kaskady ovlivituji dal$i déje v bunce. Tyto receptory
jsou ulozeny v plasmatické membrané¢ bunék rhizodermis (Madsen et al., 2003;
Radutoiu et al., 2003). Tato kaskada také zahrnuje LRR-like kinasu (Leucine rich
receptor-like kinase, SYMRK; Ivanov et al., 2010), vapnikem aktivované draslikové
kanaly, umisténé v jaderném obalu (Medicago DMI1, Ivanov et al., 2010) a protein
kinasu zavislou na vapniku/kalmodulinu (Calcium/calmodulin-dependent protein
kinase, CCaMK, Ivanov et al., 2010).

2.5.2 Bakterialni Nod faktory

Pfed a béhem kontaktu rhizodermalnich bunék s rhizobakteriemi se uplatiuji
lipochitooligosacharidy ze skupiny Nod faktort. Tyto stimula¢ni slouceniny jsou
schopny iniciovat meristematickou aktivitu v buiikach rostlinnych pletiv, ktera vede k
tvorbé hlizek (Dénarie et al., 1996; Fernandez-Pascual et al., 2006). Piechazeji z
rhizobakterie do rostliny a vyznacuji se vysokou hostitelskou specifitou. Naptiklad u
Medicago truncatula byly identifikovany Nod faktory LYK3 a NFP (Ardourel et al.
1994; Limpens et al. 2003; Arrighi et al. 2006; Smit et al. 2007; Kouchi et al., 2010).
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2.5.3 Interakce rhizobakterii s koFenovymi vlasky

Vlivem Nod faktorti dochazi k deformaci kotfenového vlasku, kdy zvysend propustnost
Ca®* a H' ionti zpiisobi depolarizaci plasmatické membrany (Felle et al., 1999; Wais et
al., 2002; Fernandez-Pascual et al., 2006). Kofenovy vlasek se postupné stac¢i kolem

rhizobakterie, ¢imz ji uzavie do spiralou vzniklého prostoru uvnitf.

2.5.4 Tvorba infekéniho vlikna

Jakmile dojde ke kontaktu rhizobakterie a bunécné stény zato¢eného kotenového vlasku
hostitelské rostliny, dojde k indukci tvorby infekéniho vlakna (“infection thread”, Jones
et al. 2007). Toto vlakno je obaleno jak vnofenou plazmatickou membranou, tak
bunécnou sténou hostitelské bunky (Endre et al., 2002). Infekéni vlakno s mnozicimi se
rhizobakteriemi postupné prorista k primarni kiife kofene, membrana kolem vlakna se
rozpusti a bakterie se endocytézou dostavaji do buné€k rostliny a vytvoii se primordium

(zaklad hlizky; Van Spronsen et al., 1994; Foucher et al., 2000; Jones et al., 2007).

2.5.5 Vznik kofenové hlizky

Poté¢ dojde k vytvofeni tzv. cytoplasmatického mostu, spojujiciho infekéni vldkno a
primordium. Most je vytvofen z rostlinnych bunck, u kterych dochazi ke zméné
cytoplasmy buiiky. Béhem tohoto procesu dochazi k iniciaci tvorby hlizky (Timmers et
al., 1999; Foucher et al., 2000; Jones et al., 2007). Vlivem Nod faktort dojde u rostliny
k nadmémé expresi proteinu cyklinu CycA2, ktery umoZiluje opé&tovnou aktivaci
bunééného cyklu, a tedy déleni diferencovanych bunék (Roudier et al., 2000; Mergaert
et al., 2006; Jones et al., 2007).
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Obr. 3. Jednotliva stadia tvorby koienovych hlizek na kofeni rostliny (Upravené z

https://is.muni.cz/el/1431/jaro2015/Bi7240/um/2015_Symbioticka_fixace_dusiku_Text.pdf)
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2.5.6 Vznik symbiozomu

Bunky rhizobakterii, které vstoupily do hlizkového primordia, se méni a vytvaieji
bakteroid, ve kterém probihd syntéza nitrogenasy, a tedy dochazi k fixaci dusiku
(Brewin, 1991; Perret et al., 2000; Jones et al., 2007). Bakterioidy jsou obalené
rostlinnou peribakteroidni plasmatickou membranou v symbiozémy. Vymeéna latek
mezi bakterioidy a rostlinnou bufikou probiha pravé skrz tuto membranu (Day et al.,
2001; Prell et al., 2006; Jones et al., 2007). Z hlizky do cytoplasmy rostlinné buriky je
transportovan NH;". V opa¢ném sméru dochazi k transportu organickych latek a vody.
Kyslik vstupuje do hlizky pomoci hemoproteinu leghemoglobinu, ktery je produkovéan
rostlinnou bunkou, a ktery je nezbytny pro fixaci dusiku (Ott et al., 2005; Jones et al.,
2007).
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2.4 Detekce specifickych proteinii metodou Western blot (imunoblot)

2.4.1 Charakteristika imunoblotingu

Western blotting (imunobloting) je dilezita technika pouzivana v biochemii, bunééné a
molekularni biologii. Metoda slouzi k ovéfeni pfitomnosti a obsahu proteini, kinasové
aktivity, bunécné lokalizace, interakci mezi proteiny nebo k monitorovani post-
transkripcnich modifikaci (Nairn et al., 1982; Bass et al., 2017), ubiquitinaci (Paul et
al., 2012; Bass et al., 2017), glykosylaci (Péré-Brissaud et al., 2015; Bass et al., 2017) a
methylaci (Voelkel et al., 2013; Bass et al., 2017). Pii pouziti metody western blotu je
mozné separovat, detekovat a identifikovat specifické proteiny z komplexni smési
proteini extrahovanych z homogenizovanych bunék (De Cecco et al., 2009; Simpson et
al., 2010). Technika sekven¢né vyuziva tii kroky: rozdéleni proteint podle velikosti,
pfenos na pevny nosi¢ (membranu) a oznaceni cilového proteinu pro vizualizaci
pouzitim vhodné primarni a sekundarni protilatky, konjugované s enzymem. Pfi této
technice se smés proteini rozdéli na zékladé¢ molekulové hmotnosti, a tedy podle
velikosti, denaturacni gelovou elektroforézou v piitomnosti detergentu dodecylsiranu
sodného. Tyto rozdélené proteiny ve formé gelu jsou pak pieneseny na PVDF
membranu, ve form¢ proteinového pasu. Po tomto pfenosu se specificky protein
identifikuje tak, ze se membrana s imobilizovanymi proteiny inkubuje v roztoku
obsahujicim protilatku vaci tomuto proteinu. Navazani prvni (primarni) protilatky na
specificky protein se detekuje inkubaci se sekundarni protilatkou konjugovanou s

enzymem ¢i fluoroforem.

2.4.2 Priprava vzorku

Pro ptipravu vzorkd k jejich nésledné separaci je nutné pouzit extrakéni pufry, které
rozvolni proteiny a oddéli je od zbytku bungk a pletiv (Structural Genomics Consortium
et al., 2008). Rozvolnéni proteini je nezbytné pro pozd&jsi navazani protilatky, nebot’
protilatky jsou schopny se navazat jen na ¢ast proteinu zvanou epitop, ktera velmi casto
byva nedostupna z diivodll prostorové terciarni struktury slozeného proteinu. Extrakéni
pufry tedy umozni rozpleteni proteinu (Cleland, 1964; Lin et al., 1985; Kurien et al.,
2006; Taylor et al., 2013; Bass et al., 2017). Dale je tiecba inhibovat enzymy

rozkladajici proteiny - proteasy a enzymy, schopné defosforylovat jiz fosforylované
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proteiny - fosfatasy, inhibitory téchto enzymu (Gordon, 1991; Scopes, 1994; Sharma a
Carew, 2002; Grabski, 2009; Bass et al., 2017). Po dobu pusobeni extrakénich pufri je
nutné udrzovat vzorky pfi teploté¢ 4°C (Mahmood a Yang, 2012; Bass et al., 2017). Po
pusobeni extrak¢niho pufru je nutné odd¢lit proteiny, rozptylené v pufru, od zbytka
pletiv a bunck centrifugaci. Vznikly extrakt obsahuje proteiny, které je vSak nutné
redukovat a denaturovat. Denaturace se provadi pouzitim nanaseciho Laemmliho pufru
(Laemmli; 1970; Bass et al., 2017), ktery obsahuje neiontovy detergent dodecylsiran
sodny (SDS). Pufr se piida k extraktu a dale se smés zahieje na 95°C po dobu 5 minut.
SDS denaturuje proteiny a svym navazanim na né zpusobi, ze proteiny budou mit
negativni naboj. Tim je docileno pohybu proteinti v gelu na zékladé své molekulové
hmotnosti. V pufru se také nachazi 2-merkaptoethanol pro odstranéni disulfidickych
vazeb v proteinech, glycerol pro zvyseni hustoty nanaSeného vzorku, coZ napomaha

jeho aplikaci a barvivo bromfenolova modt k vizualizaci vzorku pfi jejich aplikaci na

gel.

2.4.3 Separace proteint elektroforézou v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti
SDS

Separace proteinil se provadi pomoci gelové elektroforézy v polyakrylamidovém gelu,
coz je polymer, ktery se skldda z akrylamidovych podjednotek zesitovanych N,N°-
methylenbisakrylamidem (bisakrylamid, Raymond a Weintraub, 1959; Bass et al.,
2017). K polymeraci akrylamidu s bisakrylamidem dochazi pfi laboratorni teploté pouze
v pfitomnosti volnych radikali, pomoci oxida¢niho cinidla peroxosulfaitu amonného
(APS), ktery zptisobuje homolytické §tépeni vazeb O-O. Jako katalyzator polymerace je
standardné vyuzivan tetramethylethylendiamin (TEMED), ktery reaguje s APS.
Velikost port gelu, pro co nejlepsi separaci proteini 0 dané velikosti, zavisi na poméru
akrylamidu a bisakrylamidu, tedy jejich celkové koncentraci (Ornstein, 1964; Bass et
al., 2017). Pii vyssi koncentraci jsou pory v gelu mensi, a jsou tedy vhodnéjsi pro
analyzu malych proteind. Pro denaturované proteiny se do geli piidava také
dodecylsiran sodny, pro udrZeni negativniho naboje proteinli, navdzanim na anionty
SDS, diky ¢emuz se pohybuji od kladného k zdpornému poélu a jejich rychlost pii

migraci je zavisla pouze na jejich molekulové hmotnosti (Laemmli, 1970; Towbin et al.,
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1979). Hotovy gel se sklada ze dvou samostatnych geld o rizném pH. Zaostiujici horni
gel ma niz8i koncentraci akrylamidu a pH 6,8 (Walker, 1994; Bass et al., 2017). Spodni
separovaci gel ma vyssi koncentraci akrylamidu a jeho pH je vyssi (8,8). Zaosttujici gel,
kvali velkym poram, zpiisobi, ze jim mohou projit i velké proteiny, aniz by svou
velikosti znemoznily postup mensSich proteint (Ornstein, 1964; Bass et al., 2017). Pii
nanasSeni vzorkid do jamek gelu se do prvni jamky aplikuje proteinovy marker, ktery se
sklada ze smeési proteini o znamé velikosti. Vytvofeni pdsi, zndzornujicich dané
velikosti proteinti, migrujicich po gelu slouzi pro vyhodnoceni velikosti hledanych

proteind ve vzorcich.

2.4.4 Prenos proteinii z gelu na membranu

Pfeneseni proteinti z polyakrylamidového gelu na membranu se provadi pres
elektroforeticky transfer (elektroblot) pomoci elektrického proudu. Membrany, na které
jsou proteiny pieneseny, jsou bud’ nitrocelulosové (Towbin et al., 1979; Bass et al.,
2017) nebo polyvinylidendifluoridové (PVDF, Kurien a Scofield, 2006; Bass et al.,
2017). Pied samotnym transferem je mozné proteiny vizualizovat pouzitim barviv, které
cilen¢ barvi proteiny. Pomoci barviva Coomassie brilliant blue G-250 je mozné
vizualizovat proteiny ptimo v gelu po separaci. Toto barveni nam slouzi jako kontrola
uspésné separace a celkové piitomnosti proteinti ve formé past. Barveni Coomassie
brilliant blue G-250 je ireverzibilni (Burnette, 1981; Aldridge et al., 2008; Hagiwara et
al., 2010; Romero-Calvo et al., 2010; Welinder et al., 2012; Lanoix et al., 2012; Colella
et al., 2012; Girtler et al., 2013). Pro Gspé$ny pienos proteint je nutné slozit sendvic.
Cela kazeta se sendvicem je vloZena do komory v tanku, pln¢ v kontaktu s elektrodami
(Kyhse-Andersen, 1984; Bjerrum a Schafer-Nielsen 1986; Tovey a Baldo 1987). Po
transferu je mozné zkontrolovat jeho tispéSnost nabarvenim jiz pfenesenych proteind na
membrané barvivem Ponceau S. Toto barveni je reverzibilni, je tedy moZné jej odstranit
postupnym promyvanim membrany (Antharavally et al., 2004; Aldridge et al., 2008;
Alegria-Schaffer et al., 2009; Hagiwara et al., 2010; Romero-Calvo et al., 2010;
Welinder et al., 2012; Lanoix et al., 2012; Colella et al., 2012; Giirtler et al., 2013; Bass
etal., 2017).
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2.4.5 Blokovani nespecifickych vazeb, promyvani a aplikace protilatek

Jelikoz jsou membrany vysoce afinitni k proteinim, je tieba zajistit, aby se protilatky
pii jejich inkubaci s membranou navazaly specificky pouze ke svym antigenim ve
vzorku a ne k celému povrchu membrany. Pro tento ucel slouzi blokace membrany v
blokovacich roztocich, které maji za ukol navézat se na volna mista na membrané
(Jensen, 2012; Bass et al., 2017), ¢imz umozni protilatce specificky Se navazat pouze na
dany antigen. Pro blokovani jsou pouzivany nej¢astéji blokovaci roztoky obsahujici
susené mléko nebo hovézi sérovy albumin (Crossland et al., 2013; Franchi et al., 2014;
Bass et al., 2017). Jejich pouziti vSak zavisi na dané protilatce, nebot’ vyuziti mléka v
blokovacim roztoku interferuje pfi detekci fosforylovanych proteintli, protoze mléko
obsahuje kasein, ktery je sam fosfoproteinem (Mahmood & Yang, 2012; Bass et al.,
2017). Po blokaci, a tedy pted aplikaci protilatek, je nutné membranu promyvat v
promyvacich roztocich z divodu odstranéni nezddouciho pozadi, které vznikd vlivem
nespecifického navazani protilatek, av§ak pfi intenzivnim promyvani mize dochazek ke
sniZzeni Uc¢innosti blokovani. Promyvani se provadi pomoci fosfatovych nebo tris
tlumivych roztokli (pufrii) s pfidavkem detergentu. Aplikace a inkubace primarni
protilatky se odehrava vétsinou v blokovacim roztoku. Doba inkubace s primarni
protilatkou zavisi na jednotlivych protilatkdich a muze byt inkubovana od nékolika
hodin az ptes noc pii 4°C. Primarni protilatka je zvolena podle druhu antigenu na
proteinu, ktery hleddme. Primarni protilatky po specifickém navazani na dany protein,
jsou specificky detekovany konjugovanymi sekundarnimi protilatkami. Po promyti se
aplikuje sekundarni protilatka vhodné nafedéna v promyvacim roztoku po dobu 1-2
hodin. Sekundarni protilatky jsou znaceny bud’ enzymem, fluoroforem nebo jsou
konjugovany s biotinem. Pfi vybéru sekundarni protilatky je tfeba zvolit jiny hostitelsky
organismus, nez ten, ve kterém byla pfipravena primarni protilatka (Lipman et al., 2005;
Bass et al., 2017).

2.4.6 Detekce proteinii

Detekovani proteinti pfi western blottingu je nejcastéji zalozeno na enzymatickych
reakcich (Crossland et al., 2013; Bass et al., 2017). Pro enzymatickou detekci se
nejCastéji vyuzivaji enzymy navazané na sekundarni protilatky jako je alkalicka

fosfatasa (AP, Bronstein et al., 1989; Bass et al., 2017) nebo kienova peroxidasa (HRP,
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Kricka, 1991; Bass et al., 2017). Enzymaticka detekce spoc¢iva v chemiluminiscenci, pii
které enzym reaguje se substratem, ¢imz vznikne nestabilni produkt, ktery je
stabilizovan az vyzafenim urcitého kvanta svétla a vznikne signal (Kricka, 1991;
Alegria-Schaffer et al., 2009; Bass et al., 2017). Podle mnozstvi navazané sekundarni
protilatky s enzymem, je odvozena i intenzita chemiluminiscen¢niho signalu, a tedy i
obsah daného proteinu. Je vSak velmi dulezité si uvédomit, Zze data ziskana detekci jsou
pouze semikvantitativni (Willmann et al., 2014; Bekesova et al., 2015). Detekce nam
poskytuje pfedevsim relativni srovnani hladin proteint, ale ne jejich absolutni namétené

mnozstvi.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

P 0.45 PVDF Blotting Membrane Amersham TM Hybond TM (GE Healthcare Life
science), PVDC folie (Sarogold), Kadinky, odmérné valce, pinzety, Pasteurovy pipety,
filtrani papir, hlinikova folie, sklenéné¢ nadoby na membrany, hrubsi a tenci skla na
gely, centrifugaéni kyvety, mikrozkumavky, celulozové ubrousky, magnetické
michadla, sterilni Spicky, ntzky, sterilni ctverhranné Petriho misky, ¢erné igelitové

obaly, parafilm, chirurgicka paska

3.1.1 Pouzité chemikalie

Chlorid sodny (Sigma-Aldrich)

Dodecylsiran sodny (SDS, Sigma-Aldrich)

Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich)

10% Hypochlorid sodny (Sigma-Aldrich)

D +(-) Sacharosa (Sigma-Aldrich)
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin (TEMED, Sigma-Aldrich)
Peroxosiran amonny (Sigma-Aldrich)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich)

Tween ® 20 (Sigma-Aldrich)

Ledova kyselina octova (Sigma-Aldrich)

37% Kyselina chlorovodikova (Sigma-Aldrich)
Acrylamide/bis-acrylamide 37,5:1, 40% (BioRad)

Protein Assay Dye Reagent Concentrate 5x (BioRad)
DL-Dithiothreitol (DTT, Sigma-Aldrich)

Ethanol denat. 96% (Lihovar Kojetin)

Glycerol (Sigma-Aldrich)

Glycine (Sigma-Aldrich)
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES, Duchefa Biochemie)
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Incidur (Ecolab)

Methanol (Sigma-Aldrich)

2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich)

Chlorid hofec¢naty (Sigma-Aldrich)

Ponceau S (Sigma-Aldrich)

Fluorid sodny (Sigma-Aldrich)

Ethylen glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N,N tetraoctova kyselina (EGTA, Sigma-
Aldrich)

4x Laemli Sample buffer (BioRad)

Precision Plus Protein TM Dual Color Standards (BioRad)

Clarity TM Western ECL Substrate (BioRad): Lumonil/enhancer solution a Peroxide
solution

cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche)

PhosSTOP (Roche)

BSA (hovézi sérovy albumin; Sigma-Aldrich)

Blotting-Grade Blocker (BioRad)

Isopropanol (Sigma-Aldrich)

Sterilni destilovana voda

Vodovodni voda

Murashige and Skoog basal salt mixture (Duchefa Biochemie)

Gellan gum powder (Alfa Aesar)

3.1.2 Pouzité protilatky:

Primarni afinitné ptecisténa krali¢i polyklonalni protilatka anti-MMK3 (GenScript)
Primarni afinitné izolovana krali¢i polyklonalni protilatka anti-AtMPK6 (Sigma-
Aldrich)

Primatni krali¢i Phospo-p44/42 MAP kinase (thr202/tyr204) protilatka (Cell Signaling
Technologies)

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

peroxidase-linked IgG, Invitrogen)
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3.1.3 Roztoky a média:

Sterilizacni roztok na sterilizaci semen M. sativa
e 3,3ml 10% hypochlorid sodny
e 1,7ml 70% etanol

e kapka Tween 20

Pevné MS médium

e 439" Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture (M0221)

e 30g.I" sacharosa

e 45g.I" Gellan gum

e Doplnit MiliQ H,O

e Upravit pH na 5,7 pomoci 1M KOH, sterilizace autoklavem
Tekuté MS médium

e 439" Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture (M0221)

e 30 g.I" sacharosa

e Doplnit MiliQ H,O

e Upravit pH na 5,7 pomoci 1M KOH, sterilizace autoklavem
Tekuté MS médium s 250 uM NaCl

e 439" Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture (M0221)

e 30g.I" sacharosa

e 14.61g.l" NaCl

e Doplnit MiliQ H,O

e Upravit pH na 5,7 pomoci 1M KOH, sterilizace autoklavem
Vodny roztok s 200 uM NaCl

e 11,69 g.I" NaCl

e Doplnit MiliQ H,0 do 1 litru
Transfer pufr 10x (TB)

e Tris30g.l*

e Glycin 144 g.I*

e Doplnit MiliQ H,0O do 1 litru
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Pracovni TB:
e 100ml10x TB
e 100 ml 100% methanolu
e 800 ml MiliQ H,O
Tris buffered saline 10x (TBS) pufr
e Tris 24,2 ¢l
e NaCl878g.l"
e Doplnit MiliQ H,O do 1 litru

e Upravit pH na 7,4 pomoci koncentrované HCL
TBST pufr

e 100mITBS

e 899 ml MiliQ H,O

e 1 ml Tween 20
Running pufr (RB)

e Tris30g.l*

e Glycin 144 g.I*

e SDS10g.l*

e Doplnit MiliQ H,0O do 1 litru

Pracovni RB:
e 100 mlRB
e 900 ml MiliQ H,O

Ponceau S barvici roztok

e 1gPonceau S
e 50ml Kyselina octova
e 950 ml MiliQ H,O
Extrakéni puft E (do 100 ml)
e 1,19 9g50mM HEPES, pH 7,5 (NaOH)
e 0,43 g NaCl
e 38mgEGTA
e 100 u 1M MgCI2
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e 4 mg NaF

e 10 ml 10% glycerolu

e Doplnit MiliQ H,0O do 100 ml

e Sterilizovano pomoci filtru s velikosti pori 22 um
Extrakéni pufr

e Té&sné pied pouzitim pfidany inhibitory proteas a fosfatas (na 1 ml extrakéniho

pufru E)

e 1plIMDTT (1,54 g/10 pl)

e 20 ul CompleteTM

e 100 pl PhoStopTM
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 (100 ml)

e 69 Tris

e 60 ml MiliQ

e Upravit pH na 6,8 s 1M HCI

e Doplnit MiliQ do 100 ml
1,5M Tris HCI pH 8,8

e 54,45g Tris

e 150 ml MiliQ

e Upravit pH na 8,8 s 1M HCI

e Doplnit do 300 ml

3.1.4 Pouzité pristroje

Spektrofotometr Infinite M Nano (Tecan)
Dokumenta&ni systém ChemiDoc™ MP (BioRad)
Aparatura na vyrobu gelt (BioRad)

Aparatura na SDS-PAGE a Western blot (BioRad)
pH metr PC 2700 (Eutech Instruments)
Laboratorni S1502 (BEL Engineering)

Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG)
Laboratorni digestoi (M 1200, MERCI)

Box laminarni Biohazard (Merci)
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Termoblok Thermocell Cooling&Heating Block CHB-202 (Bioer)

Vortex Genie - 2 (Scientific Industries)

Chlazena centrifuga Allegra (Beckman Coulter)

Mikrocentrifuga s vortexem FVL-2400N (BioSan)

Ttepacka Rocker Shaker MR - 12 (BioSan)

Nap&tovy a proudovy zdroj BioRad Power Pac™ Basic (BioRad)
Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)

Vyrobnik deionizované vody Simplicity water purification system (Millipore)
Automatické pipety (Eppendorf)

ImageScanner™ III (GE Healthcare)

Mikrovlnna trouba MHE21 (HITACHI)

Elektromagneticka michacka IKA Combimag REO (Drehzahl Electronic)
Laboratorni chladni¢ka LIE LCV 4010 (Schoeller)

Mrazni¢ka LIE G 5216 513L (Comfort)

Hlubokomrazici box (Panasonic)

Centrifuga stolni chlazena ScanSpeed 1730 MR (LaboGene)

Fotoaparat Nikon 7000 (Nikon)

3.1.5 Software pro zpracovani vysledki
ImageLab (BioRad)

i-control™ Microplate Reader Software (Tecan)
EPSON Scan software

Inkscape (0.92.3)

3.1.6 Rostlinny material
Medicago sativa L. divoky typ, kultivar Europe
Medicago sativa L. divoky typ, kultivar Regen SY

Medicago sativa L transgenni linie SIMKK RNAI, pfipravena stabilni transformaci

listovych explantatd z kontrolnich dospélych rostlin kultivaru Regen SY pomoci

Agrobacterium tumefacienes (BekeSova et al., 2015). Transformované rostliny byly

regenerovany procesem somatické embryogeneze. | Kkontrolni rostliny byly

regenerovany procesem somatické embryogeneze s vynechanim kroku transformace. Na
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solny experiment bylo vybrano 6 kontrolnich 6 rostlin (oznacenych arabskymi ¢islicemi
1, 2,3,7,8,9) a6 transgennich rostlin (ozna¢enych arabskymi ¢islicemi 4, 5, 6, 10, 11,
12). Rostliny byly péstovany ve fytotronu pfi teploté 21 °C pies den a 18 °C pies noc.
Pii fotoperiodé 16 hodin svétlo, 8 hodin tma a relativni vihkosti 60 % ve dne, 70 % v

Noci.

3.1.7 Bakterialni material
Kmen Sinorhizobium meliloti Sm2011 obsahujici plazmid pHC60 (tetR), kodujici
mRFP (Boivin et al., 1990; Wang et al., 2016). Kmen byl poskytnuty prof. Dr.

Karstenem Niehausem, Univerzita Bielefeld, Némecko.

3.2 Metody

3.2.1 Priprava MS média pro vysev semen a udrZovani rostlin v in vitro
podminkach

Do 600 ml destilované vody v litrové plastové kadince bylo pfidano navazené mnozstvi
MS basal salt mix, dale sachar6za a nakonec 4,5 g.I"* Gellan gum. Objem byl doplnény
do 1 litru MiliQ vodou a rozmichan pomoci magnetického michadla a nakonec bylo
upraveno pH na 5,7 pomoci 1M KOH. Médium bylo rozdélené do &ty 500 mi
sklenénych lahvi po 250 ml a pfedano k autoklavovani. Po autoklavovani bylo médium
vloZzeno do inkubatoru, ktery jej udrzel v tekutém stavu pii 55,5°C. Popiipadé se
nechalo ztuhnout pro pozdéjsi pouziti. Pro opctovné rozpusSténi bylo nutné zahtat
médium v mikrovinné troubé do jeho Uplného zkapalnéni, poté se nechalo ochladit na
teplotu kolem 50°C. Nakonec bylo médium v jedné lahvi rozlito do péti ¢tverhrannych
Petriho misek.

3.2.2 Povrchova sterilizace semen

Pfed samotnou sterilizaci bylo tfeba si piipravit vSechny potiebné chemikalie,
vysterilizované nastroje v 96% etanolu a cely laminarni box vysvitit 30 minut UV
svétlem, a poté jest¢ vystiikat pracovni plochu 2% Incidurem. Semena byla
sterilizovana v laminarnim boxu v mikrozkumavkach Eppendorf. K semenim byl vzdy

sterilni $pickou ptidany 70% etanol a po dobu 60 sekund v mikrozkumavce
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protiepavan. Poté byl etanol odpipetovany a ptidany Sterilizacni roztok (smés 10%
hypochloridu sodného, 70% etanolu, kapka TWEEN 20). V tomto roztoku byly semena
sterilizované 4 minuty protiepavanim. Po samotné sterilizaci byla semena pétkrat
promyta a protiepavana, vzdy po dobu 2 minut ve sterilni MiliQ vodé. Po poslednim
promyti byla semena ponechana ve sterilni MiliQ vod¢ pfes noc v chladnicce pii 4 °C,

kvuli procesu stratifikace a imbibice.

3.2.3 Vysev a kultivace semenacku tolice vojtésky (Medicago sativa)

Druhy den po sterilizaci byla semena vyseta do pfedem pfipravenych ¢tverhrannych
Petriho misek s MS médiem ve vysterilizovaném laminarnim boxu. Semena byla vyseta
na povrch média do dvou fadkt a Petriho misky byly zaizolovany parafilmem a
chirurgickou lepici paskou. Takto zaviené Petriho misky se ulozily horizontalné do
chladnicky pii 4 °C pro synchronizaci kliceni. Dalsi den byly pfemistény do vertikalni
polohy do fytotronu. Po dvou dnech zacaly semena klicit. Poté byly ve sterilnim
laminarnim boxu rostliny rozdéleny a po ¢tyfech pieneseny na nové Petriho misky s MS
médiem. Rostliny mély ve fytotronu zakrytou kofenovou soustavu pomoci cerné folie.
Po 20 dnech byly semenacky dostatec¢né vyvinuté, a tedy ptipravené na aplikaci solného

stresu.

3.2.4 Aplikace stresu

Na rostliny tolice vojtésky (Medicago sativa) kultivar Regen SY, které rostly ve
kvétinacich ve fytotronu, byl aplikovan solny stres v podobé kazdodenni zalivky 200 ml
200uM roztokem NaCl po dobu 48 hodin. Rostliny byly pfed samotnou aplikaci roztoku
ponechany 3 dny bez zalévani. Kontrolni rostliny byly zalévany 200 ml vody z
vodovodu. Na rostliny M. sativa kultivar Europe, péstované in vitro v ¢tverhrannych
Petriho miskach, byl aplikovan solny stres formou zalévani kofenového systému 30 ml
250uM roztoku NaCl v tekutém MS médiu po dobu 30 minut. Kontrolni in vitro
rostliny byly zalévany pouze 30 ml tekutého MS média. Petriho misky byly v pribéhu

experimentu naklonény pod mirnym uhlem, vzhledem ke kofenové soustavé, na

cv w7
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3.2.5 Odbér vzorki

Vzorky z rostlin z kvétinaca byly odebirany pied aplikaci stresu (0, sucha kontrola), a
poté po 12., 24. a 48. hodindch od zacatku ptisobeni solného roztoku. Z kazdé rostliny
bylo odebirano do dvou oznacenych a v ledu vychlazenych mikrozkumavek 10 - 20
listh v zavislosti na jejich velikosti, nebot’ transgenni rostliny mély zna¢né¢ mensi
velikost listd. Listy a kofeny zvlast ze semenackt M. sativa kultivar Europe,
péstovanych in vitro byly odebirany taktéz pted aplikaci stresu (sucha kontrola), a dale
vzdy po deseti minutach v pribéhu tficeti minut. Mikrozkumavky s odebranymi vzorky

se ihned zmrazily v tekutém dusiku a ulozily do mraznicky na -80 °C.

3.2.6 Homogenizace vzorki

Pomoci pfedem vychlazeného tloucku a tfeci misky se rostlinny material rozdrtil na
prasek, kvili rozbiti pletiv a bun€k pro vyss$i vynos extrakce proteinli. V prubchu
homogenizace bylo tieba udrzovat material zamrazeny pfidavanim tekutého dusiku do
tieci misky po celou dobu drceni, a také vychlazovanim tlou¢ku. Nadrceny vzorek byl
prenesen do popsané mikrozkumavky, ktera byla taktéz napted vychlazena v tekutém

dusiku. Po kazdém vzorku bylo tfeba o¢istit pouzité nastroje v 96% etanolu.

3.2.7 Extrakce proteint

Vzniklé zmrazené homogenizované vzorky jsem vlozil do pfipraveného boxu
naplnéného ledem. Do cerstvé piipraveného extrakéniho pufru E jsem ptidal podle
protokolu redukéni ¢inidlo DTT pro redukei a rozruSeni disulfidickych, které stabilizuji
terciarni a kvartérni strukturu proteint. Dale jsem do extrakéniho pufru piidal dané
mnozstvi inhibitoru proteas cOmplete™, aby v pribéhu extrakce nedochizelo k

rozkladu proteintl, a také inhibitoru fosfatas PhosSTOP™

, pro zabranéni defosforylace
fosforylovanych proteini. Do 2 ml mikrozkumavky s odvdzenym vzorkem na
analytickych vahach jsem napipetoval mnozstvi Cerstvého extrakéniho pufru v poméru,
kdy do 1 g homogenatu byl napipetovan 1 ml extrakéniho pufru. Vzniklou smés jsem
promichal na vortexu a nechal 15 minut extrahovat. V mezicase jsem zapnul centrifugu
a spustil jeji ptedchlazeni na 4°C. Po 15 minutach byly mikrozkumavky vloZeny do
centrifugy na 20 minut pfi 13 000 g a 4°C. Po centrifugovani jsem vznikly supernatant

prenesl pipetou se sterilni Spickou do Cisté a oznacené 2 ml mikrozkumavky.
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Mikrozkumavky se supernatanty byly poté vloZzeny do mikrocentrifugy na 1 minutu pii

laboratorni teploté. Supernatant byl ptepipetovan do popsané 0,6 ml mikrozkumavky a

ulozen do ledu.

3.2.8 Méreni koncentrace proteint

Pro meéfeni absorbance byl pouzit mikrodestiCkovy spektrofotometr. Nejdiive bylo

potieba pfipravit roztok hovéziho sérového albuminu (BSA) pro vytvoifeni kalibra¢ni

kiivky, kdy se do 1 ml extrakéniho pufru ptidalo 10 mg BSA. Do deviti v ledu

ulozenych 0,6 ml mikrozkumavek se napipetoval roztok spole¢né s vodou (Tab. 1)

Tab. 1 Pfiprava roztoku albuminu se zvySujici se koncentraci

Obsah proteinu (ug) Blank (O pg) [ 05ug | lpug | 1,5ug | 2ug | 2,5ug|3ug| 4ug | Sug
Roztok BSA (ul) 0 5 10 15 20 25 30 40 50
Extrakéni pufr (ul) 100 95 90 85 80 75 70 60 50

Vsechny jamky, ve kterych byla méfena absorbanci, a tedy koncentrace proteint,

byly naplnény pipetou smési 239ul MiliQ a 60 pl Protein Assay Reagent Concentrate

5x na jednu jamku. Jamky 1 - 12 A (Cervené) slouzi pro napipetovani vzdy 1 ul z

mikrozkumavek s BSA ve vzristajici koncentraci, jamky 1 A - H (zelené) slouzi jako

pouze blank. Do jamek oznacenych Zluté¢ se pipetuje vzdy 1 upl vzorku ve tfech

opakovanich, viz obr. 5.
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Obr. 5. Mikrotitraéni desticka pro méieni koncentrace proteinti

Pipetou se sterilni $pickou byly postupné vsechny jamky dikladné promichany a

ponechany pfi pokojové teploté¢ 10 minut reagovat. Mezitim byl zapnut na pocitaci
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software i-control™ a spektrofotometr. M&feni vzorki na mikrodestiéce prob&hlo pii

595 nm. Obsah proteini byl vypocitan z rovnice linearni regrese kalibra¢ni kiivky.

3.2.9 Priprava vzorki pro naneseni na gel

Ze zjisténé koncentrace proteinii v extraktech bylo vypocitdno potfebné mnozstvi
proteinu a MiliQ do 75 ul vzorku, pro docileni stejné koncentrace proteini ve vSech
vzorcich. K témto 75 ul vzorku bylo v digestofi napipetovano 20 pl 4x Laemmli pufru a
5 ul 2-merkaptoethanolu. Vznikla smés se zahtala v digestofi na 95°C po dobu 5 minut
a bud’ byla rovnou aplikovéana na gel, nebo ulozena do mraznicky na -20°C, avsak poté

bylo nutné vzorek znovu zahtat.

3.2.10 Vyroba gelii

Pied samotnou elektroforézou bylo potieba piipravit akrylamidové gely. Ze vseho
nejdiive se musely vycistit spodni 1,0 mm a horni tenké skla destilovanou vodou a 70%
etanolem, aby se na nich nezadrzovaly neCistoty, které by mohly interferovat s
vysledky. Skla byla vysusena pomoci plynného dusiku. Po sestaveni aparatury pro
vyrobu geld byly skla naplnény destilovanou vodou podobu ptiblizné¢ 5 minut, pro
zjisténi tésnéni aparatury. Nejdiive byl (pro 12% gel, Tab. 2) smichan v digestoii v
kyveté 40% akrylamid, 1,5 M Tris pufr, SDS a MiliQ. TEMED a APS byl napipetovan
az nakonec, protoze zahajuji polymeraci gelu. Lehkym vifenim byl obsah kyvety
promichan, aby nedochdzelo inkorporaci vzduchu do roztoku, protoZe polymerace
probiha anaerobné. Pasteurovou pipetou byl nanesen roztok mezi skla asi 1,5 cm pod
horni hranu krat§iho skla. Povrch déliciho gelu byl poté piekryt isopropanolem, pro
izolaci gelu od vzduchu. Gel se nechal polymerizovat 45 minut. Po dokonceni
polymerizace byl pomoci filtraéniho papiru odsat vSechen isopropanol a napipetovan
zaosttovaci gel, do kterého byl vlozen plastovy hieben. Zaostfovaci gel se nechal
polymerizovat 30 minut. Hotovy gel byl bud’ ihned pouzit, nebo bylo mozné jej zabalit

do folie potiisnéné dH,O a ulozit do lednice.
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Tab. 2 Piiprava 12% polyakrylamidového gelu

Separa¢ni gel (5 ml) Zaostiovaci gel (2 ml)

12% objem (ml) 4% objem (ml)
40% Akrylamid 1,000 40% Akrylamid 0,200
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 1,250 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 0,504
10% SDS 0,050 10% SDS 0,020
MiliQ 2,675 MiliQ 1,272
TEMED 0,003 TEMED 0,002
APS 10% (4 mg/ 40 ul) 0,025 APS 10% (4 mg/ 40 ul) 0,010

3.2.11 Gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Nejdtive byly jiz ptipravené vzorky umistény do ledu a piipravena elektroforetickéd vana
a aparatura. Dale byl ptipraven running pufr, gely vlozeny do aparatury, naplnéné
running pufrem. Z gelt byl opatrné vytdhnut hieben a jamky byly naplnény RB. Do
prvni jamky na gelu bylo napipetovano 5 ul proteinového standardu a do zbylych jamek
vzdy 23 pl vzorku. Jakmile byly vSechny vzorky napipetovany, byl cely tank naplnén
RB, ptipojen ke zdroji na 10 mA na jeden gel. Samotna gelova elektroforéza trvala

ptiblizn¢ 4 - 5 hodin, jelikoz jsem hledal proteiny molekulové hmotnosti v rozmezi 36 -

50 kDa.

3.2.12 Prenos proteinii na membranu

Pro preneseni proteinti z gelu na PVDF membranu bylo potieba sestavit aparaturu pro
proteinovy transfer, vyfiznout membranu a oznacit ji odstfizenim rohu a vyrobit transfer
pufr. Nejdiive byl vypojen elektroforeticky tank od zdroje napéti, rozlozena
elektroforeticka aparatura a pomoci plastovych nastroju oddélena skla od sebe. Gel byl
poté opatrné vlozen do transfer pufru bez methanolu, kde se ekvilibroval po dobu 30
minut. Dale byly ptipraveny dvé plastové houby a ¢&tyfi silngjsi filtracni papiry, které
byly ponechany ponoiené v transfer pufru s methanolem po dobu 30 minut. Nastfihanou
membranu bylo nutné aktivovat ponofenim do 100% menthanolu po dobu 30 sekund, a
potom ji nechat 10 minut inkubovat v transfer pufru bez methanolu. Po ekvilibraci byl
sloZen sendvi¢, skladajici se z kazety, poloZené Cernou stranou dolii = negativni pol,
zvlhéené plastové houby, dvou zvlhéenych silnéjSich filtratnich papird. Na né byl
polozen ekvilibrovany gel, otoceny horni stranou dold, a na n¢j inkubovanad membrana,

ktera byla nékolikrat prevalcovana plastovym valeCkem pro odstranéni bublin. Na
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membranu byly polozeny znovu dva zvlh¢ené papiry, a na né¢ byla polozena plastova
houba. Kazeta byla piiklopena druhou prithlednou stranou a zajisténa proti otevieni.
Cela kazeta byla vlozena do komory v tanku, ¢ernou stranou k ¢erné, uréené pro pienos
proteinti. Ke komoie do tanku byl vlozen chladici box, cely tank se naplnil transfer
pufrem s methanolem, vlozil do lednice a zapojil do zdroje napéti na 100 V na 10 minut,
poté pies noc na 16 V a nakonec na 100 V 30 minut pro dokonceni pienosu. Po pfenosu
byla membrana ponechana zcela uschnout, a poté byla ponofena do 100% methanolu
pro zafixovani proteint na ni, kviili pozdéjSimu restripovani membrany. Nakonec byla
membrana obarvena 3% roztokem Ponceau S v 5% kyselin€ octové po dobu 1 minuty a
promyta destilovanou vodou pro zjisténi uspeésnosti prenosu. Odbarveni membrany se
provedlo tfepanim membrany na tiepacce ve sklenéné nadobé 1x10 minut v destilované

vodé a potom 3x10 minut v TBS-T pufru.

3.2.13 Blokovani nespecifickych vazeb a aplikace protilatek

Na zablokovéni nespecifickych vazeb proteinli na membrané byl vétSinou pouzit roztok
5% BSA a 5% mléka v 12 ml TBS-T. Prvni protilatka, kterda byla pouzita, byla
fosfospecificka protilatka, protoze na zablokovani nespecifickych vazeb se vyuziva
pouze roztok 6% BSA v 12 ml TBS-T, nebot’ tato protilatka se vaze i na kasein
obsazeny v mléce. Blokace probihala dvé hodiny na pomalé tfepacce pti laboratorni
teploté. Nasledovalo promyvani 2x5 minut v TBS-T na rychlé tfepacce a aplikace
primarni protilatky a jeji inkubace na pomalé tiepacce. Fosfospecificka protilatka byla
fedéna 1:1000 s 5% BSA v 12 ml TBS-T a inkubovala se v chladniéce pti 4°C ptes noc.
Protilatka proti MMK3 byla fedéna 1:5000 s 3% mlékem v 12 ml TBS-T a inkubovala
se dv€ hodiny pii laboratorni teploté. Protilatka proti MPK6 byla fedéna 1:15000 v 1%
BSA v 12 ml TBS-T a inkubovala se dvé hodiny pfi laboratorni teploté. Primarni
protilatky byly po pouZiti zamrazeny pro dalsi pouziti. Nasledovalo promyvani 6x10
minut v TBS-T na rychlé tiepacce a dale aplikace sekundarni protilatky, konjugované s
kfenovou peroxidasou, pfi pomalém tfepani. Sekundarni protilatka byla fedéna 1:5000 v
1% BSA v 12 ml TBS-T hodinu a pul pii laboratorni teploté. Po odliti sekundarni
protilatky byly membrany promyty 6x10 minut v TBS-T.
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3.2.14 Detekce proteint

Pro detekci proteinli na membrang, bylo pfipraveno ECL ¢inidlo podle pokynt vyrobce.
Detek¢ni roztok vznikne smichanim luminolu s peroxidem. Hned po promichani musi
byt roztok uchovavan zabaleny v alobalu, protoze je velmi citlivy na UV zafeni a musi
se tedy pripravovat vzdy Cerstvy a tésn¢ pied detekci. PVDF membrana byla polozena
na prazdnou Petriho misku a roztok ECL byl napipetovan na cely povrch membrany a
ponechan na ni jednu minutu. PiebyteCny substrat byl poté odpipetovan a membrana

byla vloZena na snimédni do dokumentacniho pfistroje BioRad ChemiDoc™ MP.

3.2.15 Odstranéni navazanych protilaitek z membran

Membrany mohou byt pouzity pro navazani dalSich protilatek nékolikrat, staci, kdyz
jsou z nich predeslé protilatky odstranény a membrana je do dalsi aplikace protilatek
uchovavana v lednici pfi 4°C v TBS-T pufru. Odstranéni protilatek spocivd v
promyvani membran v 0,5M NaOH 2x15 minut, dile promyvani membrany v MiliQ
3x10 minut a nakonec promyvani v TBS-T 3x15 minut, pficemz se v ¢istém TBS-T

ulozi do lednice. Poté je mozné opakovat imunodetekci s dalSimi protilatkami.

3.2.16 Vyhodnocovani

Snimani a dokumentace membran probéhlo v dokumentaénim pfistroji BioRad
ChemiDoc™ MP a programu Image lab. Nejdiive na vysokou citlivost pro vyhodnoceni
western blottingu a poté pro kolorimetrické stanoveni snimani membrany s vyznacenym

markerem.
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4. VYSLEDKY

V experimentalni ¢asti mé bakalarské prace jsem se zaméfil na studium reakcei
experimentalnich rostlin na solny stres. Rostliny tolice vojtésky (Medicago sativa) s
umlcenou expresi SIMKK rostoucich ex vitro reagovaly na stres, zpiisobeny zalévanim
200uM roztokem chloridu sodného po dobu 48 hodin. Abych mohl detekovat
pritomnost a aktivaci MAPK proteinii, byla provedena imunoblotovd analyza. Tato
analyza spoCivala v detekci intenzity exprese proteinu MsSIMK, ktery vykazuje
vysokou homologii k AtMPKG6. SIMKK, jejiz exprese je Vv této linii potlacena, je
nadfazenym aktivatorem SIMK v ramci signadlnich MAPK drah. Dale byla sledovéana
pfitomnost proteinu MMK3, coz je MAPK specificka pro Medicago sativa o velikosti
44 kDa. Pro potvrzeni pribéhu fosforylace proteinii byla pouzita fosfospecificka
protilatka (pERK), ktera slouzi k detekci rostlinnych MAPKs s fosforylovanym TEY
motivem. Rostliny byly vyfoceny pted experimentem, poté byly vyfoceny rostliny celé a s
detaily kofent s hlizkami, a to bezprostfedné po experimentu a nakonec tii mésice po
experimentu. Jako pozadi celého experimentu a pro ucely porovnani byl solny stres
(250uM roztok NaCl) aplikovan i na rostliny Medicago sativa cv. Europe rostouci in vitro

po dobu 30 minut.

4.1 Pozorovani fenotypu in vitro a ex vitro rostlin po aplikaci solného

stresu

4.1.1 Pozorovani fenotypu kontrolnich a trangennich rostlin tolice vojtéSky
(Medicago sativa) kultivaru Regen SY

Pro fotografickou dokumentaci fenotypu nadzemnich casti ex vitro kontrolnich (Obr. 1,
2, 3 a 4) a trangennich rostlin (Obr. 5, 6, 7, 8, 9 a 10) tolice vojtésky (Medicago sativa)
cv. Regen SY spotlacenou expresi SIMKK (SIMKK RNAI), na které byl aplikovan
solny stres ve form¢& 200uM roztoku chloridu sodného (Obr. 3, 4, 7, 8, 9, 10) nebo byly
zalévany vodou z vodovodu po dobu 48 hodin (Obr. 1, 2, 5, 6), byl pouzit fotoaparat
Nikon 7000. Rostliny byly foceny vzdy pied experimentem, poté ihned po experimentu
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a nakonec mésic po experimentu. Mésic po aplikaci stresu byla kontrolovana vitalita
rostlin a pritomnost hlizek na kotenech. Polovina z vybranych rostlin byla cilené
kokultivovana s pudnimi bakteriemi Sinorzhizobium meliloti, jak se vSak pozdé&ji
ukazalo, hlizky se nachazely na kotenech vSech rostlin. Z nejvétsi pravdépodobnosti se
rhizobakterie mezi ostatni rostlinami rozsitily skrz vodu, ktera se drzela v jejich
spole¢né nadob¢ pod kvétinaci po zalévani.

Rostliny se snizenou expresi signalniho proteinu SIMKK (SIMKK RNAI)
vykazovaly v¢étsi nachylnost k solnému stresu (Obr. 7 a 9) a zaroven u nich dochazelo v
mnohem mensi mife k vytvofeni symbiotickych vztahli s pladnimi bakteriemi
Sinorzhizobium meliloti (Obr. 6, 8 a 10). Kontrolni rostliny byly véi stresu
zpusobenému 200uM roztoku NaCl odolngjsi. Dvé rostliny SIMKK RNAi v disledku
stresu uhynuly. Pii kontrole piitomnosti hlizek na kofenech téchto rostlin zadné

nalezené nebyly (Obr. 8 a 10).
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Obr. 1 Fenotyp nadzemni ¢asti kontrolni rostliny €. 1 Medicago sativa kultivar Regen SY,
kokultivované s Sinorhizobium meliloti v pudé, zalévané vodou. Fotografie byly pofizeny
pfed solnym experimentem (A), bezprostiedné po solném experimentu (B) a jeden mésic po

experimentu (C). Fotografie B a C byly potizeny 10 dni po sestiihani rostlin.
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Obr. 2 Fenotyp korenové ¢asti a kontrola piitomnosti hlizek na kontrolni rostliné ¢. 1
Medicago sativa kultivar Regen SY, kokultivované s Sinorhizobium meliloti v pidé,
zalévané vodou. Fotografie byly pofizeny bezprostredné po solném experimentu (vlevo) a

jeden mésic po experimentu (vpravo). Hlizky jsou oznaceny Sipkami.
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Obr. 3 Fenotyp nadzemni ¢asti kontrolni rostliny ¢. 8 Medicago sativa kultivar Regen SY,
kokultivované s Sinorhizobium meliloti v padé, zalévané 200uM roztokem NaCl. Fotografie
byly potizeny pfed solnym experimentem (A), bezprostfedné po solném experimentu (B) a

jeden mésic po experimentu (C). Fotografie B a C byly potfizeny 10 dni po sestiihani rostlin.

Obr. 4 Fenotyp kofenové ¢asti a kontrola pritomnosti hlizek na kontrolni rostliné ¢. 8
Medicago sativa kultivar Regen SY, kokultivované s Sinorhizobium meliloti v pidé,
zalévané 200pM roztokem NaCl. Fotografie byly pofizeny bezprostiedné po solném

experimentu (vlevo) a jeden mésic po experimentu (vpravo). Hlizky jsou oznadeny Sipkami.
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Obr. 5 Fenotyp nadzemni ¢asti rostliny & 4 Medicago sativa kultivar Regen SY
SIMKK-RNAI, kokultivované s Sinorhizobium meliloti v padé, zalévané vodou. Fotografie
byly potizeny pted solnym experimentem (A), bezprostiedné po solném experimentu (B) a

jeden mésic po experimentu (C). Fotografie B a C byly potfizeny 10 dni po sestiihani rostlin.

Obr. 6 Fenotyp korenové ¢asti a kontrola pritomnosti hlizek na rostliné ¢. 4 Medicago
sativa kultivar Regen SY SIMKK-RNAI, kokultivované s Sinorhizobium meliloti v puadé,
zalévané vodou. Fotografie byly pofizeny bezprostiedné po solném experimentu (vlevo) a

jeden mésic po experimentu (vpravo). Hlizky jsou oznaceny Sipkami.

43



Obr. 7 Fenotyp nadzemni c¢asti rostliny €. 10 Medicago sativa kultivar Regen SY
SIMKK-RNAI, kokultivované s Sinorhizobium meliloti v pidé, zalévané 200uM roztokem
NaCl. Fotografie byly pofizeny pfed solnym experimentem (A), bezprosttedné po solném
experimentu (B) a jeden mésic po experimentu (C). Fotografie B a C byly pofizeny 10 dni po

sestiihani rostlin.

Obr. 8 Fenotyp kofenové ¢asti a kontrola pritomnosti hlizek na rostliné ¢. 10 Medicago
sativa kultivar Regen SY SIMKK-RNAI, kokultivované s Sinorhizobium meliloti v padé,
zalévané 200pM roztokem NaCl. Fotografie byly pofizeny bezprostiedné po solném

experimentu (vlevo) a jeden mésic po experimentu (vpravo). Hlizky jsou oznaceny Sipkami.
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Obr. 9 Fenotyp nadzemni ¢asti rostliny €. 12 Medicago sativa kultivar Regen SY
SIMKK-RNAI, kokultivovany s Sinorhizobium meliloti v ptadé, zalévané 200uM roztokem
NaCl. Fotografie byly pofizeny pted solnym experimentem (A), bezprostiedné po solném
experimentu (B) a jeden mésic po experimentu (C). Fotografie B a C byly pofizeny 10 dni po

sestithani rostlin.

Obr. 10 Fenotyp kofenové ¢asti a kontrola piitomnosti hlizek na rostliné ¢. 12 Medicago
sativa kultivar Regen SY SIMKK-RNAI, kokultivované s Sinorhizobium meliloti v padé,
zalévané 200pM roztokem NaCl. Fotografie byly pofizeny bezprostiedné po solném

experimentu (vlevo) a jeden mésic po experimentu (vpravo). Hlizky jsou oznaceny Sipkami.
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4.1.2 Pozorovani fenotypu rostlin tolice vojtésky (Medicago sativa) cv. Europe

Jako “kontrolni* srovnavaci pro experiment se solnym stresem pro ex vitro rostliny byly
pouzity rostliny divokého typu Medicago sativa kultivar Europe, které rostly in vitro na
pevném MS médiu po dobu 20 dni. Pro pozorovani fenotypu in vitro semenacku rostlin
tolice vojtésky (Medicago sativa) kultivar Europe, na které byl aplikovan solny stres ve
form¢ 250uM roztoku chloridu sodného v tekutém MS médiu po dobu 30 minut, byl
pouzit fotoaparat Nikon 7000 a ImageScanner™ III. Semenacky byly naskenovany pied
experimentem (Obr. 11), a poté foceny v pribéhu experimentu, vzdy po deseti minutach
pted odbérem vzorkl. Pro kontrolu puisobeni stresu byly kontrolni rostliny zalévany
pouze tekutym MS médiem. Jak se pozd¢ji ukazalo, tekut¢é MS médium vyvolalo u
rostlin mirny osmoticky stres. Rostlindm, které byly zalévany roztokem soli v pribéhu

30 minut, postupné poléhaly a uvadaly listy (Obr. 12).
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Obr. 11 Semenacky Medicago sativa kultivar Europe kultivované na pevném MS médiu,

20 dni po vykli¢eni. Fotografie byly potizeny pted solnym experimentem.

Obr. 12 Semenacky Medicago sativa kultivar Europe kultivované na pevném MS médiu,
na které byl aplikovan solny stres 250uM roztokem NaCl, 20 dni po vykli¢eni. Fotografie
byly pofizovany v prib&hu experimentu po 10 minutach (A), 20 minutach (B) a 30 minutach

©).
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4.2 Detekce proteinii po aplikaci solného stresu

4.2.1 Detekce proteini z rostlin péstovanych in vitro

Jako porovnavaci experiment k solnému stresu u ex vitro kultivovanych rostlin byl
proveden stejny experiment s rostlinami tolice vojtésky (Medicago sativa) kultivaru
Europe, divokého typu, péstovanych in vitro. Pro detekci relativniho mnozstvi proteinu
SIMK, proteinu MMK3 (obé exprimované v Medicago sativa, jako souc¢ast signalizac¢ni
kaskady spolu se SIMKK) a urovné jejich fosforylace pomoci pERK protilatky, ktera
specificky rozpoznava dvojité fosforylovany TEY motiv u MAP kinas, byla provedena
imunoblotova analyza. Jako kontrolni varianta k pisobeni solného stresu byly kontrolni
rostliny zalévany pouze tekutym MS médiem. Ukézalo se, Ze tekut¢ MS médium
vyvolalo u rostlin mirny osmoticky stres, ktery vyvolaval v listech nejvétsi miru
fosforylace MAPK proteinti pii 20 minutach (Obr. 13, 14). K nejvyssi mife exprese
proteinu MMK3 dochazelo pti 10 a 30 minutach (Obr. 13 a 14) a nejvyssi expresi SIMK
pfi 30 minutach (Obr. 13 a 14). Avsak v kofenech dochéazelo k nejvyssi expresi MMK3
i SIMK kolem 20. Minuty (Obr. 15 a 16). Rostliny, na které byl aplikovan solny stres ve
formé¢ 250uM roztoku chloridu sodné¢ho v tekutém MS médiu po dobu 30 minut,
vykazovaly v listech nejvyssi expresi proteint MMK3 i SIMK mezi 10 az 20 minutou
(Obr. 17 a 18). V kotenech téchto rostlin dochazelo k nejvyssi expresi obou proteinu
kolem 10. minuty (Obr. 19 a 20) a ke zvySené fosforylaci dochazelo kolem 10. a 30.

minuty.
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Obr. 13 Detekce fosforylovanych MAPK pomoci fosfospecifické protilatky, a obsahu
proteini MMK3 a SIMK ze vzorkii z listi rostlin M. sativa cv. Europe, které byly zality
tekutym MS médiem po dobu 30 minut. Na hornim snimku jsou vysledky imunodetekce
fosforylovanych MAPK pomoci anti-pTEpY protilatky (pERK). Jsou vidét dva pruhy, z nichz
horni svou velikosti odpovida SIMK a spodni MMK3. Prostfedni snimek vyjadiuje vysledky
detekce MMKS3 proteinu a spodni snimek detekci SIMK proteinu.
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Obr. 14 Zavislost intenzity pasi na c¢ase. Semikvantitativni vyhodnoceni detekce
fosforylované SIMK (modrd) a MMK3 (Cervena) pomoci fosfospecifické protilatky (A),
proteinu MMK3 (B) a proteinu SIMK (C) ze vzorku z lista rostlin M. sativa cv. Europe, které
byly zality tekutym MS médiem po dobu 30 minut.
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Obr. 15 Detekce fosforylovanych MAPK pomoci fosfospecifické protilatky, a obsahu
proteinit MMK3 a SIMK ze vzorki z kofenu rostlin M. sativa cv. Europe, které byly zality
tekutym MS médiem po dobu 30 minut. Na hornim snimku jsou vysledky imunodetekce
fosforylovanych MAPK pomoci anti-pTEpY protilatky (pERK). Jsou vidét dva pruhy, z nichz
horni svou velikosti odpovida SIMK a spodni MMK3. Prostiedni snimek vyjadiuje vysledky
detekce MMKS3 proteinu a spodni snimek detekci SIMK proteinu.
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Obr. 16 Zavislost intenzity pasi na case. Semikvantitativni vyhodnoceni detekce
fosforylované SIMK (modrd) a MMK3 (Cervend) pomoci fosfospecifické protilatky (A),
proteinu MMK3 (B) a proteinu SIMK (C) ze vzorki z kofeni rostlin M. sativa cv. Europe, které
byly zality tekutym MS médiem po dobu 30 minut.
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Obr. 17 Detekce fosforylovanych MAPK pomoci fosfospecifické protilatky, a obsahu
proteinii MMK3 a SIMK ze vzorkiu z listi rostlin M. sativa cv. Europe, které byly zality
250uM roztokem NaCl po dobu 30 minut. Na hornim snimku jsou vysledky imunodetekce
fosforylovanych MAPK pomoci anti-pTEpY protilatky (pERK). Jsou vidét dva pruhy, z nichz
horni svou velikosti odpovida SIMK a spodni MMK3. Prostiedni snimek vyjadiuje vysledky
detekce MMK3 proteinu a spodni snimek detekci SIMK proteinu.
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Obr. 18 Zavislost intenzity pasi na c¢ase. Semikvantitativni vyhodnoceni detekce
fosforylované SIMK (modrd) a MMK3 (Cervend) pomoci fosfospecifické protilatky (A),
proteinu MMK3 (B) a proteinu SIMK (C) ze vzorku z lista rostlin M. sativa cv. Europe, které
byly zality 250 pl roztokem po dobu 30 minut.
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Obr. 19 Detekce fosforylovanych MAPK pomoci fosfospecifické protilatky, a obsahu
proteindi MMK3 a SIMK ze vzorki z kofent rostlin M. sativa cv. Europe, které byly zality
250uM roztokem NaCl po dobu 30 minut. Na hornim snimku jsou vysledky imunodetekce
fosforylovanych MAPK pomoci anti-pTEpY protilatky (pERK). Jsou vidét dva pruhy, z nichz
horni svou velikosti odpovida SIMK a spodni MMK3. Prostfedni snimek vyjadiuje vysledky
detekce MMK3 proteinu a spodni snimek detekci SIMK proteinu.
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Obr. 20 Obr. 18 Zavislost intenzity pasi na ¢ase. Semikvantitativni vyhodnoceni detekce
fosforylované SIMK (modra) a MMK3 (Cervena) pomoci fosfospecifické protilatky (A),
proteinu MMK3 (B) a proteinu SIMK (C) ze vzorki z kofeni rostlin M. sativa cv. Europe, které
byly zality 250 pl roztokem po dobu 30 minut.
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4.2.2 Detekce proteini z rostlin, péstovanych ex vitro
Hlavni casti celé bakalaiské prace byla detekce proteini SIMK a MMK3 (obé
exprimované vV Medicago sativa, jako soucast signaliza¢ni kaskady spolu se SIMKK) u
rostlin tolice vojtésky (Medicago sativa) se snizenou expresi proteinu SIMKK metodou
RNA interference. Jde o posttranskripéni zptisob potlaceni exprese daného proteinu, pii
kterém se v bunice vytvareji malé nekodujicich RNA molekuly (siRNA a miRNA). Tyto
molekuly prochézi riznymi upravami, nez dosdhnou své konecné podoby. Ty se
zaclenuji do ribonukleoproteinti, kde dojde k jejich upravé a rozpleteni, pfiCemz jedno
vldkno zistava v proteinu navazano. Vznikly komplex se navaze na cilovou sekvenci
mRNA, kterd je komplementarni k malé molekule RNA. Dochazi k interferenci, ktera
muze vyustit bud’ v uplnou degradaci cilové mRNA (pokud dojde k dokonalému
navazani na mMRNA - siRNA) nebo k zabranéni translace mRNA (pokud nedojde k
dokonalému navazani na mRNA - miRNA), ¢imz je docileno snizeni exprese daného
proteinu (Svoboda et al., 2002; Carthew a Sontheimer, 2009; Voinnet, 2009; Farnham et
al., 2013). Pro studium reakci téchto rostlin na solny stres byla provedena imunoblotova
analyza pro detekci relativniho mnozstvi proteinu SIMK, proteinu MMK3 pomoci
protein-specifickych protilatek a imunoblotova analyza pro detekci fosforylovanych
(aktivovanych) proteini MAPK proteini pomoci PERK protilatky. Jednotlivé
membrany byly ponechdny ke snimani v dokumentacnim zatizeni po dobu 60 sekund.

Nejvétsi rozdily mezi liniemi byly patrné pii detekovani pfitomnosti proteinu
SIMK. Ten se u SIMKK RNAI linii vyskytoval ve velmi malé mife (Obr. 21, 23, 25 a
27). Z tohoto ditvodu byly membrany ponechany v dokumentaénim pfistroji po dobu 20
minut (Obr. 21, 25, 27 - spodni ¢ast). Dale byla zaznamenana zvySena exprese proteinu
MMK3 u SIMKK RNAI linii, zfejmé& jako reakce rostlin na potlaceni exprese proteinu
SIMK, ktery se normalné ucastni signalni drahy aktivované po solném stresu (Obr. 21,
25a 27).

Ptitomnost navazanych proteinti na PVDF membranu byla potvrzovana po prenosu

proteind z gelu na membranu pomoci barviva Ponceau S v 5% kyseliné octové (Obr. 22,
24, 26 a 28).
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Obr. 21 Detekce fosforylovanych MAPK pomoci fosfospecifické protilatky, a obsahu
proteindi MMK3 a SIMK ze vzorkii z listi kontrolnich (1) a SIMKK RNAi (4) rostlin M.
sativa cv. Regen SY rostoucich v piadé v kvétinacich, které byly zalévany vodou po dobu 48
hodin. Na hornim snimku jsou vysledky imunodetekce fosforylovanych MAPK pomoci anti-
pTEpY protilatky (pERK). Membrany byly snimany po dobu jedné minuty. Spodni snimek je
membrana, kterd byla snimana po dobu 20 minut a ukazuje detekci proteinu SIMK. K nejvyssi
expresi obou proteinu a K jejich fosforylaci u kontrolnich rostlin dochazelo kolem 12. hodiny. U
transgennich rostlin byla nejvyssi exprese MMK3 zaznamenana kolem 48. hodiny, protein

SIMK se podatilo zaznamenat jen slabé pfi 48. hodiné€.
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Obr. 22 PVDF membrany s proteiny obarvenymi roztokem Ponceau S v 5% Kkyseliné

octové.
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Obr. 23 Detekce fosforylovanych MAPK pomoci fosfospecifické protilatky, proteina
MMK3 a MPKG6 ze vzorku z listit kontrolnich (2) a SIMKK RNAI (5) rostlin M. sativa cv.
Regen SY rostoucich v pudé v kvétinacich, které byly zalévany 200uM roztokem NaCl po
dobu 48 hodin. Na hornim snimku jsou vysledky imunodetekce fosforylovanych MAPK
pomoci anti-pTEpY protilatky (pERK). Membrany byly sniminy po dobu jedné minuty. K
nejvyssi expresi MMK3 u kontrolnich rostliny dochazelo od zafatku experimentu po 12.
hodinu, naproti tomu exprese SIMK byla zvysena témét vzdy, s malym poklesem pii 24 hoding.
U transgennich rostlin byla zaznamenana nejvys$si mira fosforylace studovanych proteina kolem

12. hodiny.
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Obr. 24 PVDF membrany s proteiny obarvenymi roztokem Ponceau S v 5% Kkyseliné

octové.
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Obr. 25 Detekce fosforylovanych MAPK pomoci fosfospecifické protilatky, proteina
MMK3 a MPKG6 ze vzorkii z listi kontrolnich (7) a SIMKK RNAI (11) rostlin M. sativa cv.
Regen SY rostoucich v pudé v kvétinacich, které byly zalévany vodou po dobu 48 hodin.
Na hornim snimku jsou vysledky imunodetekce fosforylovanych MAPK pomoci anti-pTEpY
protilatky (pERK). Membrany byly snimany po dobu jedné minuty. Spodni snimek je
membrana, kterd byla snimana po dobu 20 minut a ukazuje detekci proteinu SIMK. K nejvyssi
expresi obou proteini u kontrolnich rostlin dochazelo kolem 12. hodiny, nejvys$si mira
fosforylace proteinii byla zaznamenana v 48. hodiné. U transgennich rostlin byla nejvyssi

exprese obou proteind zaznamenana mezi 0 a 12 hodinou.
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Obr. 26 PVDF membrany s proteiny obarvenymi roztokem Ponceau S v 5% Kkyseliné

octové.



Obr. 27 Detekce fosforylovanych MAPK pomoci fosfospecifické protilatky, proteini
MMK3 a MPKG6 ze vzorkii z listii kontrolnich (8) a SIMKK RNAI (12) rostlin M. sativa cv.
Regen SY rostoucich v piadé v kvétinacich, které byly zalévany 200uM roztokem NaCl po
dobu 48 hodin. Na hornim snimku jsou vysledky imunodetekce fosforylovanych MAPK
pomoci anti-pTEpY protilatky (pERK). Membrany byly snimany po dobu jedné minuty. Spodni
snimek je membrana, ktera byla snimana po dobu 20 minut a ukazuje detekci proteinu SIMK. K
nejvyssi expresi obou proteint u kontrolnich rostlin dochéazelo kolem 12. hodiny, nejvys$si mira
fosforylace proteinti byla zaznamenana mezi 12. a 24. hodinou. U transgennich rostlin byla
nejvyssi exprese obou proteinit zaznamenana kolem 12 a 48. hodiny, k nejvyssi mife exprese

proteinti dochazelo kolem 12. hodiny.
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Obr. 28 PVDF membrany s proteiny obarvenymi roztokem Ponceau S v 5% Kkyseliné

octové.
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5. DISKUZE

V této praci jsem sledoval vliv solného stresu na rostliny Medicago sativa rostouci ex
vitro s potlacenou expresi proteinu SIMKK pomoci RNA interference. V pribéhu
pusobeni solného stresu nedochéazelo u rostlin k viditelnym fenotypovym zménam. Je
tteba ovSem zdtiraznit, ze experiment to byl pouze kratkodoby, tudiz tento zavér neni
mozné zobecnit. Po zdokumentovani dasledku stresu mésic po aplikaci solného roztoku,
dv¢ rostliny SIMKK RNAI v disledku solného stresu uhynuly, z ¢ehoz vyplyva, Ze
potladenim signalni drahy, ve které¢ hraje SIMKK nezbytnou roli v aktivaci SIMK, se
muzou rostliny stat nachylnéjsi a méné citliva k vnéj§im podminkam zivotniho prostredi
(Bekesova et al., 2015). Dale byl pii tomto experimentu sledovan priab&éh procesu
symbidzy se Sinorhizobium meliloti na ex vitro kontrolnich a SIMKK RNAI rostlinach.
Bakterie Sinorhizobium meliloti byly na rostliny aplikovany in vitro pied jejich
presazenim do pidy v kvétinacich, a tedy i pred aplikovanim solného stresu. OvSem i
tak na kofenech transgennich rostlin se nachazelo jen velmi malo hlizek, které rostlina
pfi symbidze vytvati. Z divodu dlouhodobého ristu rostlin v ptid€ v kvétinaéich nebylo
mozné ziskat kvantitativni udaje o celkovém poctu hlizek u kazdé rostliny, ale i tak z
téchto pozorovani vyplyva, ze SIMKK ma dulezitou ulohu pii reakci rostliny na
rhizobakterie v pid¢, a je tedy pravdépodobné zapojena do interakci rostliny
s thizobakteriemi pfi iniciaci a v priibéhu symbiotického procesu. Jelikoz je SIMKK
soucasti kaskady pro signalizaci abiotickych stresovych faktort u Medicago sativa,
snazil jsem se ovéfit, jak bude ovlivnéna vitalita téchto rostlin, které byly zaroven
kokultivovany s rhizobakteriemi, v disledku solného stresu.

V dalsi ¢asti bakalatské prace bylo potvrzeno, ze SIMKK slouzi jako aktivator pro
SIMK v signalni draze pii reakci rostlin Medicago sativa na stres vyvolany zvySenou
koncentraci soli (Kiegerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002). Pro potvrzeni této situace
pii experimentu pro sledovani hladiny proteinii u ex vitro kultivovanych rostlin, byl
proveden experiment se solnym stresem na rostlinach kultivovanych in vitro. K tomuto
ucelu byly pouzity rostliny M. sativa kultivaru Europe, kde byla kontrolovana hladina
exprese proteinu SIMK, jeji fosforylace (aktivace, Willmann et al., 2014) a exprese

66



proteinu MMK3 po dobu 30 minut. Vysledky této ¢asti prace ukazaly, ze k nejvétsSimu
narstu mnozstvi proteintt SIMK a MMK3 dochazelo mezi 10 a 20 minutou od pocatku
pusobeni solného stresu. MsSMMK3 vykazuje podobnost s AtMPK3, ktery je také
aktivovan solnym stresem a jeho aktivace se jevi jako nezbytna pro toleranci rostlin
Arabidopsis thaliana vici soli (Ichimura et al., 2000; Droillard et al., 2002; Teige et al.,
2004; Yu et al., 2010; Ovecka et al., 2014). U ex vitro kultivovanych rostlin M. sativa
dochazelo k velmi proménlivé fosforylaci proteind v pribéhu experimentu, a to jak u
kontrolnich, tak i transgennich rostlin, a projevovalo se vV kontrolnich, ale i ve
stresovych podminkdch. To mohlo byt zplGsobeno genetickym podkladem
experimentalnich rostlin v dusledku somaklonalni variability, protoze rostliny byly
mnozeny somatickou embryogenezi. Kazda rostlina se tedy chova jako samostatna linie.
Druhou moznosti je piisobeni biotického stresu na tyto rostliny, protoze v dob¢ aplikace
solného stresu byly rostliny ve fytotronu napadany hmyzimi skudci, ktefi zptisobovali
rostlinam stres z poranéni. Z tohoto divody bude v budoucnosti vhodné a nutné
optimalizovat a udrzovat podminky kultivace, které tyto sekundarni vlivy omezi, nebo
uplné odstrani. V idealnim pfipadé by bylo dobré, pii mnozeni rostlin, vyhnout se
procesu somatické embryogeneze, a pouzit k experimentim rostlinny material
pochazejici ze semen. K tomu bude nutné optimalizovat cilenou produkci semen
transgennich rostlin tolice vojtésky, se striktni kontrolou procesu opylovani, nebot
semena vznikla ze samoopyleni jsou jen malo zivotaschopna (Graman, 1991; Chloupek,
2000). Nasledujici studie by se zarovenn mohla zabyvat porovnanim rozdili v expresi
proteinu SIMKK u kontrolnich a SIMKK RNAi transgennich rostlin, a to jak

v podminkach sterilnich, tak i v podminkach symbiozy s bakteriemi S. meliloti.
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6. ZAVER

V teoretické Casti této bakalatské prace byla vypracovéna literarni reSerSe, zaméiena na
popis rostliny tolice vojtésky (Medicago sativa) a jeji vyuziti v agrotechnologii. Dalsi
teoreticka Cast prace byla zaméfena na negativni vliv stresu, zptisobeného chloridem
sodnym na rostliny a popis MAP kinasovych signalnich drah a jejich ulohy pfi pusobeni
vné&jSiho abiotického stresu. Jelikoz je Medicago sativa velmi uzite¢na rostlina, ktera
vytvaii symbiotické vztahy s padnimi bakteriemi Sinorhizobium meliloti, byl v
nasledujici kapitole popsan mechanismus pribéhu tohoto procesu. V posledni kapitole
teoretického uvodu byla rozebrana metoda Western blotu, jako nastroje pro kvalitativni
a semikvantitativni detekci proteinti.

V praktické ¢asti byl aplikovan solny stres na rostliny kultivované ex vitro a in vitro
a sledovana mira rezistence mezi liniemi. Pro vyhodnocovani miry rezistence vici
solnému stresu rostlin s potlacenou expresi SIMKK rostoucich ex vitro byla vyuzita
metoda stanoveni obsahu a fosforylace vybranych MAPK pomoci imunoblottingu. Z
vysledkl vyplyva, ze metoda potlaceni exprese pomoci RNA interference je Gspé$na.
SIMKK RNAI linie mély snizenou expresi SIMK. Tyto rostliny tedy mohou byt méné
citlivé (¢i méné odolné) vici vnéjsim abiotickym faktorim, jako je zvySend koncentrace
soli v pudé. Rostliny se snizenou expresi proteinu SIMK vykazovaly zvysenou expresi
proteinu MMK3, ¢imz si ziejmé kompenzuji ¢aste¢nou absenci SIMK. SIMKK RNAI
rostliny m¢ly také vyrazné sniZzenou efektivitu procesu tvorby hlizek, coz znamena, ze
signalni draha se SIMKK-SIMK mtize hrat velmi dulezitou roli v procesu symbidzy

mezi Medicago sativa a Sinorhizobium meliloti.
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8. SEZNAM ZKRATEK

AP

APS
BSA
CCaMK

CTR1
CycA2
dH,0
dsRNA
DTT
ECL
EGTA
HEPES
HKT
HRP
HTS

1gG
LRR
LYKS3
LysM doména
M. sativa
MAP2K
MAP3K
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MEKK
MiRNA

alkalicka fosfatasa

persiran amonny

hovézi sérovy albumin

z angl. Calcium and calcium/calmodulin-dependent protein
kinase

MAP3 kinaza (z angl. Constitutive triple response)

cyklin A2

destilovana voda

dvoufetézcova RNA (z angl. double-stranded RNA)
dithiotreitol

chemiluminiscenéni substrat

kyselina ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)tetraoctova
2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethansulfonova kyselina
z angl. high-affinity potassium transporter

ktenova peroxidéaza (z angl. Horseradish peroxidase)
hmotnost tisice semen

imunoglobulin tfidy G

z angl. leucine rich repeats

z angl. lysin motif receptor-like kinase 3

doména (z angl. lysine motif)

Medicago sativa L ssp.

MAP kinasa kinasa

MAP kinasa kinasa kinasa

mitogenem-aktivované protein kinasa

MAP kinasa kinasa

MAP kinasa kinasa kinasa

mitogenem-aktivovana protein kinasa kinasa kinasa

micro RNA
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MKK

MKP
MMK3
MPK

mRFP
MRNA
MS-médium

MsSIMK

MsSIMKK

NFP
NHX1
Obr.
PAGE
pH

PM
PVDC
PVDF
RB
RLK
RNA
RNAI
SDS
SIMK
SIMKK

SIRNA

SOS1 antiportér

SYMRK

mitogenem-aktivovana protein kinasa Kinasa

MAPK fosfatasa

MAPK z Medicago sativa

mitogen-aktivovana protein kinasa

¢erveny fluorescencni protein

mediatorovd RNA

Murashige and Skoog médium

stresem indukovand mitogenem aktivovand protein Kinasa
v Medicago sativa

stresem indukovana mitogenem aktivovana protein Kinasa
kinasa v Medicago sativa

z angl. nod factor perception

antiportér

obrazek

polyakrylamidové gelova elektroforéza

zéporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych
kationt

cytoplasmatickd membrana

Polyvinylidenchlorid

polyvinylidendifluorid

elektrodovy pufr (z angl. running buffer)

z angl. receptor like kinase

ribolunkleova kyselina

RNA interference

dodecylsulfat sodny

stresem indukovana mitogenem aktivovana protein Kinasa
stresem indukovand mitogenem aktivovana protein Kinasa
kinasa

mala interferujici RNA (z angl. small interfering RNA)

z angl. Salt Overly Sensitive 1

z angl. symbiosis receptor like kinase
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TBS Tris-HCl solny pufr
TBS-T Tris-HCI solny pufr s piidavkem Tween 20
TEMED N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

80



