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CiLE PRACE

Teoreticka Cast

Vypracovani literarni reSerSe zamétené na téma:

aktivace signalnich drah ve vyvojovych procesech a pfi odpovédi na stresové
faktory u rostlin

vyznam MAPK signalnich modul@i pfi kompartmentalizaci pfenosu signali
v burice

vyznam druhu Medicago sativa L., a dosud znamych funkci MAPK A MAPKK
u vojtésky

aktinovy a mikrotubulovy cytoskelet rostlin

metody stabilni transformace u rostlin se specialnim zaméfenim na vojtésku,
metody vnaseni nebo umlCovani gent a selekce pozitivnich transgenti pomoci

genotypovani transformovanych rostlin

Prakticka Cast

Realizovat experimenty zaméfené na transformaci listovych explantati vojtésky

s cilem indukce somatické embryogeneze a regenerace stabilnich transgennich linii se

snizenou expresi vybranych mitogenem-aktivovanych protein kinaz, a s expresi markerti

aktinového cytoskeletu a mikrotubult. Nasledna biochemicka a strukturni charakterizace

aktinového cytoskeletu a mikrotubull ve stabilné transformovanych liniich. Konkrétni

cile jsou:

kultivace a mnozeni rostlin vojtésky in vitro prostiednictvim somatické
embryogeneze

kultivace a selekce bakterialnich kultur

prakticka transformace rostlin scilem indukce a regenerace stabilnich
transgennich linii

biochemické a strukturni analyzy experimentalnich rostlin



1. UVOD

Medicago sativa L., je fialové kvetouci luskovina patfici do celedi bobovitych
(Fabaceae). Diky svym vlastnostem se fadi mezi jednu z celosvétove nejvyznamnéjSich
a nejrozsifengjsich picnin, hrajici dilezitou roli v udrzitelném hospodarstvi a ekologické
produkci. Rostliny jsou ve svém vné€jSim prostiedi neustale vystavovany okolnim vliviim,
v podobé abiotickych i biotickych strest, které maji drasticky vliv na jejich preziti a
vynos. Proto, Zze se jednd o prisedlé organismy, vyvinuly si specifické mechanismy
obrany v podobé¢ aktivace receptorti a signalnich drah, zahrnujici, mimo jiné, kaskady
mitogenem-aktivovanych protein kinaz (MAPK), vedouci ke zménam na fyziologické,
biochemické a molekularni urovni a nasledné vhodné odpovédi ¢i adaptaci. ZlepSovani
agronomickych vlastnosti a odolnosti prostfednictvim tradi¢nich §lechtitelskych metod je
u M. sativa pomérmé omezené a Casoveé narocné. Proto predstavuji moderni metody
transformace a genového inzenyrstvi atraktivnéj$i a rychlejsi alternativu zejména pfi
vylepSovani nutri¢nich vlastnosti a zvySovani odolnosti vii¢i chorobam, biotickym ¢i
abiotickym stresim. Modifikované plodiny by v§ak mohly byt vyuzivany také k produkci
rekombinantnich proteinti, enzymt a 1é¢iv (Radovié et al., 2003; Samajova et al., 2013a;
Liuetal, 2018; Razaetal., 2019). Mezi nejvyznamnéj§t MAPK uM. sativa se fadi SIMK
neboli stresem indukovana MAPK k jejiz aktivaci dochéazi pfenosem signalu z nadiazené
SIMKK. Jeji role se projevuje zejména pii ovliviiovani stavu a dynamiky aktinového
cytoskeletu, prostiednictvim fosforylace a regulace nékterych aktin-vazajicich proteint a
pii ristu a vyvoji kofenovych vlaski (Samaj er al., 2002; Ovecka et al., 2014; Hrbackova
etal., 2021).

Predkladana diplomova prace se vénuje produkci dvojitych transgennich rostlin M.
sativa se snizenou expresi SIMKK (SIMKK-RNAi) v expresni linii GFP-FABD2
k vizualizaci aktinového cytoskeletu a v expresni linii tagRFP-TUAG6 k vizualizaci
mikrotubulového cytoskeletu. Soucasti diplomové prace byl samotny proces
transformace a nasledna dokumentace prub&hu regenerace transgennich rostlin procesem
somatické embryogeneze. Poté byla provedena kvalitativni a semikvantitativni
determinace zmén v urovni produkce proteinu SIMK, ¢imz byly vyselektovany rostliny
s nejniz8§i hladinou produkce SIMK. Nakonec byla zdokumentovana struktura a
usporadani aktinového cytoskeletu u transgennich rostlin SIMKK-RNAi CFFFABD2 5

mikrotubulového cytoskeletu u transgennich rostlin SIMKK-RNAi @ERFP-TUAS,



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1. Tolice vojtéska (Medicago sativa L.)

2.1.1 Charakteristika

Tolice vojtéska (latinsky Medicago sativa L., mezinarodné alfalfa) je fialové kvetouci
luskovina pattici do Celedi bobovitych (Fabaceae). Vyuziva se jako kvalitni a levné
krmivo s vysokou nutriéni hodnotou a stravitelnosti. Je schopna vytvaret symbioticky
vztah s pidnimi bakteriemi rodu Rhizobium, fixujicimi vzdusny dusik, a obohacovat tak
pudu v okoli kofent o dusikaté latky. Pé€stovani vojtésky na polich tak zvysuje tirodnost
pudy a vynosy nasledujicich plodin. Jeji variabilni geneticky ptvod ji navic umoziuje
adaptovat se na riazné podminky prostiedi. Diky témto svym vlastnostem piedstavuje
jednu znejrozsitenéjSich picnin svelkym vyznamem pro ekosystém, udrzitelné
hospodafstvi a ekologickou produkci po celém svété (Radovi¢ er al., 2003; Torricelli,

2006; Radovi¢ et al., 2009; Jiang et al., 2019).

2.1.2. Genom

Vojtéska je autotetraploid, ma tedy 4 sady chromozomd, se zakladnim chromozomovym
¢islem (x) 8 (2n = 4x = 32). Velikost jejiho genomu je 800—1000 Mb (Blondon ez al.,
1994; Hawkins a Yu, 2018). Autotetraploidni genom a cizosprasny zpisob rozmnozovani
(alogamie) zapficinuji, ze je vyzkum vojtésky pomérné narocny. Jako model pro studium
jinych druht lusténin, véetné vojtésky, lze vyuzit diploidni druh Medicago truncatula
s kratkym zivotnim cyklem a malym genomem. Tento druh mé& vSak omezeny

agronomicky vyznam (Blondon et al., 1994; Jiang et al., 2019; Ticha et al., 2020).

2.2 Signalizace u rostlin

Rostliny jsou prisedlé organismy, neschopné pohybu, které jsou ve svém vnéjSim
prostiedi neustale vystavovany okolnim vliviim v podobé biotickych a abiotickych stresa.
Aby byly schopny témto vlivim odolavat, vyvinuly si mechanismy pro rychlé rozpoznani
signali z méniciho se prostiedi, pro jejich prenos a zpracovani ve specifickych

adaptivnich a obrannych reakcich (Samajova et al., 2013a).



2.2.1 Mitogenem — aktivované protein kinazy (MAPK)
Proteinkinazy a fosfatazy hraji Gstfedni roli v pfenosu signala prostiednictvim fosforylace
a defosforylace proteini. To muze nasledné vést nejen k aktivaci obrannych reakci vici
biotickému a abiotickému stresu, ale také k aktivaci vyvojovych procest, mezi které
fadime naptiklad bunéCny rust a diferenciaci. Jednim z nejCastéji studovanych
mechanismu je kaskada mitogenem-aktivovanych protein kinaz (MAPK), prevadéjici
zachycené a vnimané extracelulari signaly na bunécnou odpovéd’. Ta mize byt ¢asna,
v podobé zmén v bunécné organizaci, nebo pozdni v podobé transaktivace genové
exprese, trvajici nékolik minut az hodin (Taj e al., 2010; Samajova et al., 2013a).
Signaly z okolniho prostfedi jsou nejCastéji vnimany receptory na plazmatické

membrané (napt. RLKSs, ,receptor like-kinases™) a nasledné mohou byt na moduly

MAPK pieneseny bud’ pfimou cestou, pomoci interakci, anebo cestou neptfimou, pomoci
sekundarnich poslu (napf. heterotrimernich GTPas). Prenos signalu pfes MAP kinazovou
kaskadu pak probih4 prostiednictvim reverzibilni fosforylace (Taj et al., 2010; Samajova
et al., 2013b; Komis et al., 2018). MAPK kaskady jsou v signalnich drahéach sestaveny
do tfistupiiového modulu zahrnujici MAPK kindzu kindzu (MAP3K, MAPKKK ¢i
MEKK), MAPK kinazu (MAP2K, MAPKK & MEK) a MAPK. Kinazy navzajem, nebo
1 kindzy se substraty mohou byt drzeny pohromadé prostiednictvim tzv. ,scaffold™
proteint, postupné tak dochazi k jejich aktivaci a transdukci signalu (Taj ef al., 2010;
Samajova et al., 2013b). Ve srovnani s MAPK a MAPKK maji MAPKKK slozitéjsi
a variabilngj$i primarni struktury a slozeni domén. Priméma molekulova hmotnost
MAPK se pohybuje mezi 42-52 kDa (Taj et al., 2010).

Z pohledu proteinové struktury, MAPKKK jsou serin/threonin kindzy aktivujici
MAPKK fosforylaci dvou serin/threoninovych zbytkt v konzervovaném motivu S/T-Xs.
5-S/T.  Naproti tomu MAPKK jsou kinazy sdualni specifitou aktivujici MAPK
fosforylaci threoninovych a tyrosinovych zbytkti v konzervovaném motivu T-X-Y.
Aktivované MAPK se uvolfiuji zmodulli, dochazi k jejich relokalizaci (pfemisténi)
v ramci bunky a nasledné fosforyluji a tim reguluji Sirokou §kalu rozli¢nych jadernych,
cytosolickych ¢i cytoskeletalnich substrati, jako jsou enzymy, proteiny, jiné proteinove
kinazy ¢i transkripéni faktory (Obr. 1; Jonak er al., 2002; Rodriguez et al., 2010;
Samajova et al, 2013b). MAPK kaskady obecné vykazuji vysokou substratovou
specifitu. Rozpoznani a navazani vhodného cilového substratu zavisi na rozdilné interakci

dvou mist, tj. mista katalytického a dokovaciho (Taj ef al., 2010).

W
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Obrazek 1. Schéma zobrazujici subcelulami organizaci moduli mitogenem-aktivovanych protein
kinaz (MAPK) a jejich cilu. PM = plazmaticka membrana; S = serin; T = threonin; Y= Tyrosin.
Upraveno podle Samajova er al., (2013b).

2.2.1.1. Klasifikace MAPKSs

Rostlinné MAPK jsou klasifikovany do Ctyt fylogenetickych skupin (oznadovanych A—
D) na zakladé¢ struktury kinazové domény a sekvence aktivaéniho aminokyselinového
motivu TXY. Motiv TEY (E = kyselina glutamova) se nachazi u skupin A-C, a motiv
TDY (D = kyselina asparagova) u vzdalengjsi skupiny D. Vyjimku ze standardniho
motivu TXY tvoii MAPK4 z Nicotiana tabacum, ktera nese motiv MEY (Ichimura et al.,
2002; Yanagava ef al., 2016). Nedavna in silico studie (Mohanta et al., 2016) ukazala
u ruznych rostlinnych druhti vyskyt dalSich jedine¢nych TXY nebo XXY motiva, ¢imz
se potvrzuje divergence a rozmanitost rostlinnych MAPK aktiva¢nich moduld. Zda se
v§ak, Ze proteinové motivy jako jsou TGY (G = Glycin) u savct a kvasinek nebo TPY (P
= Prolin) u zivocicht se v rostlinnych MAPK nevyskytuji (Komis ef al., 2018). MAPKK
1ze rozdélit opét do Ctyt skupin (oznaCovanych A—D) na zékladé porovnani proteinovych
sekvenci. Odlisné MAPKK fadici se do stejné skupiny mohou byt aktivovany rozdilnymi
podnéty (Xu et al., 2008; Zhou et al., 2009, Taj et al., 2010). MAPKKK, ve srovnani
s MAPK a MAPKK, tvoii nejvétsi a nejkomplexnéj$i rodinu kinaz. Tu lze déale rozdélit



do tii menSich skupin, tj. skupina MEKK, skupina ,,ZIK-like* (podobna ZIK) a ,Raf-
like* (podobna Raf;, Shun-Wu a Ke-Xuan, 2004; Taj et al., 2010).

2.2.2 Aktivace signalnich drah MAPK ve vyvojovych procesech rostlin

Béhem rdstu a vyvoje muze byt anatomie, morfologie a fyziologie rostlin, v reakci na
vnéjsi podnéty, modifikovana, tak, aby se ptizpusobily podminkam okolniho prostiedi.
Jak samotnd embryogeneze, tak 1 nasledny postembryonalni vyvoj rostlin jsou do urcité
miry fizeny signalizaci MAPK. Ty jsou zapojeny do regulace bunétného déleni
a diferenciace, dale se podili také na vyvoji gametofytt a s tim spojené produkci gamet,
specifikaci vyvojového vzoru v pribéhu embryogeneze a kontrole ristu vegetativnich

organt (Komis et al., 2018).

2.2.2.1 Regulace bunécného déleni prostirednictvim MAPK

Specificka aktivace rostlinnych MAPK je koordinovana s konkrétnimi stadii béhem
bunécného déleni. Nejlépe charakterizovanou drahou zapojenou predevsim do regulace
cytokineze je kaskdda ANPs — MKK6 — MPK4 u Arabidopsis thaliana a jeji homolog
NPK1 (,,NUCLEUS AND PHRAGMOPLAST LOCALIZED KINASE1*“) — NQK1 —
NRKI1 u Nicotiana tabacum, k jejiz aktivaci dochazi béhem pozdni M-faze bunééného
cyklu. Kindza MPK4/NRK1 fosforyluje protein asociovany s mikrotubuly AtMAP65-
I/NtMAP65-1a, ktery pozitivné reguluje expanzi fragmoplastu, ¢imz umoziuje vznik
bunécné desticky. Tato kaskada je aktivovana KLP proteiny (proteiny podobné kinesinu)
a jeji nespravna regulace vede k zpozdéni ¢i preruSeni cytokineze a tvorbé velkych
mnohojadernych bun¢k (Calderini e al., 2001; Nishihama e al., 2001; Ishikawa et al.,
2002; Sasabe et al., 2006; Beck et al., 2011; Komis et al., 2018).

Mezi dalsi regulatory mitozy a cytokineze fadime napt. MPKG6, jejiz role spociva
v fizeni orientace roviny bunééného deleni. MPKO fosforyluje a aktivuje proteiny
asociované s mikrotubuly MAP65-1 a EBlc (,,END BINDING PROTEIN 1c¢). In vivo
lokalizacni studie, pomoci , light-sheet* fluorescencni mikroskopie, potvrdila v dé€licich
se buiikach kolokalizaci MPK6 s mikrotubularnimi strukturami, jako jsou preprofazni
svazek, mitotické vieténko a expandujici fragmoplast. Zapojeni MPK6 do regulace
orientace roviny bunééného deéleni se v§ak muze uplatiiovat i na jinych urovnich, napf.
prostfednictvim regulace transkripénich faktord, jako jsou POK1 (,PHRAGMOPLAST
ORIENTING KINESIN 1¢) a GCP4 (, GAMMA TUBULIN COMPLEX PROTEIN 4;
Miiller et al., 2010; Smékalova et al., 2014; Kohoutova et al., 2015; Komis et al., 2018).



2.2.2.2 Regulace vyvoje gametofytu a embryogeneze prostrednictvim
MAPK

Signalizace prostfednictvim MAPK kaskad ma znaény vyznam pii vyvoji samcich
a samicich gamet, jejich splynuti béhem oplozeni a nasledného vyvoje rostlinného
embrya a semene. Lokaliza¢ni, proteomické a fosfoproteomické studie potvrdily
ptitomnost nékterych aktivovanych MAPK v reprodukcnich pletivech rostlin, a tim
i jejich zapojeni do vyvoje samcich gametofyti. Konkrétnéji, MPK3 a MPK6 u rostlin
A. thaliana zodpovidaji za spravny vyvoj prasniku a rist pylové lacky, MPK4 je pak
zapojena do signalizace béhem vyvoje pylovych zrn (Hord ef al., 2008; Zeng et al.,
2011a; Guan et al., 2014). Po oplodnéni, pro prvni asymetrické déleni zygoty a nasledny
vyvoj samotného embrya a suspenzoru, je nezbytna signalizace prostfednictvim kaskady
zahrnujici MKKK4 (téZ znamé jako YODA), MPK3 a MPK6 u rostlin A. thaliana
a MAPKS5 a MAPKG6 u Oryza sativa. Cilem této drahy béhem regulace vyvoje embrya je
transkripcni faktor WRKY2 (Lukowitz ez al., 2004; Bayer et al., 2009; Yi et al., 2016,
Ueda et al., 2017).

2.2.2.3 Regulace vegetativniho rustu prostirednictvim MAPK

Vyvoj, velikost a tvar vegetativnich organd (tj. primarni, bo¢ni a adventivni kofeny,
hypokotyl, d€lozni a pravé listy) jsou ovlivnény aktivitou signalnich drah MAPK, a to jak
pii optimalnich podminkach rastu, tak i pfi pusobeni environmentalnich stresu. Mezi
nejdulezitéjsi kinazy, zapojené do spravného vyvoje kotene, patii YODA. Ztrata jeji
funkce vede k defektim suspenzoru béhem embryonalniho vyvoje, porucham orientace
bunééného déleni v kofenovém meristému a naslednym deformacim kotfene. Za vytvareni
a rast bo¢nich kofenti zodpovidaji napiiklad kinazy MKK6, MKK7, MPK6, MPK 13,
anebo také MAP3K MEKKI, jejiz mutanti se vyznacuji celkovym malym vzristem
(nanismem), men§im poctem boc¢nich kofenil a krat§imi kofenovymi vlasky (Lukowitz
et al., 2004; Miller et al., 2010; Beck et al., 2011; Zeng et al., 2011b; Lopez-Bucio et al.,
2014).

Kompletni MAPK kaskady zapojené do vyvoje listi jsou méné znamé. Mezi
jednotlivé kinazy zapojené do fizeni morfologie listi a vyhonkd, lze zarfadit MKK?7,
MPK3 a MPKGO, fosforylujici auxinovy transportér PIN1. Dale MKK2 a MPK 10 jejichz
exprese souvisi se vzory zilnatosti listd, ¢i MAP3 kinazu ILA1 (,,INCREASED LEAF
ANGLE 1%) podilejici se na tvorbé vaskularnich svazk (Ning ez al., 2011; Stanko et al.,
2014; Jiaet al., 2016). Mezi dalsi aspekty vyvoje listt regulované prostirednictvim MAPK



signalnich drah patfi jejich senescence. Ta muze byt vyvolana pfirozenym procesem
starnuti, nebo v reakci na podminky okolniho prostfedi. U rostlin A. thaliana je ptirozeny
proces senescence fizen aktivitou MKK9 a MPK6. V piipadé, ze je vyvolana v reakci na
stres z nedostatku vody, dochézi k expresi a aktivaci MKK4 a MKKS (Zhou et al., 2009;
Patharkar a Walker, 2016; Komis ef al., 2018).

2.2.3 Aktivace signalnich drah MAPK pri odpovédi na biotické stresové
faktory rostlin

2.2.3.1 Vrozeny imunitni systém rostlin

Vrozeny imunitni systém rostlin vic¢i mikrobialnim patogenim funguje na dvou
obrannych urovnich. Prvni troven je zaloZena na principu detekce konzervovanych
molekularnich vzora asociovanych s patogeny (PAMP; , pathogen-associated molecular
patterns™) prostfednictvim transmembranovych PRR receptori (,,pattern recognition
receptors™). Oznacuje se tedy jako PTI imunita (,,PAMP-triggered immunity*) a iniciuje
obranné¢ reakce v podob& preprogramovani exprese hostitelského genu, zmeén
enzymatické aktivity a produkce antimikrobialnich latek, které vedou k zamezeni uplné
kolonizace rostliny patogenem. Receptory pro rozpoznavani PAMPs jsou bud’
receptorové kinazy (RLK) nebo receptorové proteiny (RLP) s extracelularni doménou.
Mezi nejznaméjsi piiklady PAMP tfadime bakterialni elicitory, jako je flagellin (flg22) ¢i
harpin, nebo také houbové elicitory, jako napf. chitin a ergosterol. Patogeny jsou vSak
schopny dodavat do hostitelskych bunék tzv. efektorové molekuly (faktory virulence)
zvySujici mikrobidlni , fitness” a potlacujici aktivitu signalnich slozek PTI. Diky této
vlastnosti, jsou patogeny schopny prvni obrannou uroven rostlin uspésné piekonat. Proto
se u rostlin vyvinula druha obrannd troven oznafovand jako ETI imunita (,,effector-
triggered immunity*). Ta zahrnuje mechanismy detekce efektorovych molekul pomoci
imunitnich NLR receptort zvanych proteiny rezistence (R-proteiny). Tyto proteiny jsou
kédovany R-geny a obsahuji NB (,,nucleotide-binding*) doménu a oblasti bohaté na
leucin (LRR; ,leucine-rich repeat). ETI je rychlejsi a siln€jsi forma obrany, ktera
iniciuje hypersenzitivni reakce (HR) v podobé lokalizované bunécéné smrti v misté
infekce, vede k zabranéni Sifeni patogenu hostitelskym pletivem a k rezistenci vici
onemocnéni. Na celkové odolnosti vici patogenim se podili rozsahla sit MAPK kaskad
a jejich signalni drahy predstavuji, na obou urovnich vrozené imunity rostlin, zasadni
mechanismus obrany (Dangl a Jones, 2001; Jones a Dangl, 2006, Boller a Felix, 2009;
Rodriguez et al., 2010; Ramirez-Zavaleta ef al., 2022).



2.2.3.2 Regulace obrany prostiednictvim MAPK

Jednou znejlépe charakterizovanych receptorovych kindz (RLK) je FLS2
(,FLAGELLIN SENSING 2%) rozpoznavajici bakterialni flagellinovy peptid flg22. FLS2
vytvaii receptorovy komplex s BAK1 (,,BRI1-ASSOCIATED KINASE®) a iniciuje
fosforylaci/defosforylaci interagujicich partneri a spousti signalni kaskady MAPK
(Chinchilla et al., 2007; Ramirez-Zavaleta et al., 2022).

Prvni takovou kaskddou je MEKK1 — MKK1/2 — MPK4. MPK4 interaguje
a vytvari komplex se svym jadernym substratem MKS1 ([, MAP KINASE SUBSTRATE
1) a transkripénim faktorem WRKY33. Po aktivaci MPK4 dochazi k fosforylaci MKS1,
uvolnéni  komplexu MKS1/WRKY33 a regulaci exprese enzymu PAD3
(,,PHYTOALEXIN DEFICIENT 3%), ktery kdduje biosyntézu kamalexinu. Kamalexin je
charakteristicky fytoalexin A. thaliana vykazujici cytotoxicitu proti eukaryotickym
patogenim. MPK4 se v reakci na bioticky stres podili také na regulaci oxidativniho
vzplanuti a ukladani kal6zy, jez slouzi k posileni stén hostitelskych bun¢k (Rogers ef al.,
1996; Ostergaard ef al., 2002; Ichimura et al., 2006; Qiu et al., 2008; Bottcher et al.,
2009; Hématy ef al., 2009; Rodriguez et al., 2010).

Druhou signalni kaskadou je draha MEKK1 — MKK4, MKKS5 — MPK3, MPK6.
Jednou zfunkci kinazy MPK3 je aktivace transkripéniho faktoru VIP1 (,,VirEl-
interacting protein 1°), ktery po premisténi do jadra indukuje expresi obranych PR
(,,pathogenesis related”) gend. Kinaza MPK6 se tucastni fosforylace a stabilizace enzymu
ACS6 (ACC syntaza 6) podilejiciho se na syntéze fytohormonu ethylenu. Obé aktivované
kinazy, MPK3 1 MPK6, fosforyluji a aktivuji také kindzu FRK1 (,,flg22-INDUCED
RECEPTOR-LIKE KINASE 1) a transkrip¢ni faktory WRKY22 a WRKY29. Rostliny
exprimujici geny FRKI a WRKY29 se vyznacuji zvySenou rezistenci vuci bakterialnim
i houbovym patogenim. U rostlin A. thaliana infikovanych houbovym patogenem
Botrytis cinerea aktivuji tyto kinazy navic také WRKY33, nezbytny pro indukci
biosyntézy kamalexinu. Proteinkinazy MPK3 i MPK6 vSak mohou byt defosforylovany
a deaktivovany jedine¢nou fosfothreonin lyazovou aktivitou patogenniho efektoru
HopAll, ¢imz dochazi k potlaeni obrannych reakci rostlin na trovni PTI. Ur¢ita souhra
v regulaci obrannych reakci prostrednictvim MPK3, MPK6 a MPK4 umoziiuje rostliné
ptisn¢ kontrolovat typ obranné reakce (Asai et al., 2002; Liu a Zhang, 2004b; Djamei et
al., 2007; Li et al., 2007; Joo et al., 2007; Mao et al., 2011, Samajové etal, 2013D).

Zapojeni MAPK kaskad do signalizace a obrany pfi pusobeni biotickych strest je

prokazano i u jinych rostlinnych druha. Napf. v tabaku dochazi pii inokulaci virem
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tabakové mozaiky (TMV) k aktivaci dvou drah. Signalizace prostfednictvim kaskady
MEK2 - SIPK (,,SALICYLIC ACID-INDUCED PROTEIN KINASE®) a WIPK
(,WOUND INDUCED PROTEIN KINASE®) vede k hypersenzitivni reakci, v ptipadé
drahy NPK1 — MEK1 — NTF6 dochazi ke snizené rezistenci rostlin vii¢i TMV. Ortology
kinaz SIPK a WIPK se nachazi také u rajcete (MPK1/2 a MPK3), u vojtésky (SIMK
a SAMK), u petrzele (MPKO6) a u ryze (MAPKS; Zhang a Klessig, 1998; Jonak et al.,
2002; Liu et al., 2004a; Ren et al., 2006).

2.2.4 Aktivace signalnich drah MAPK pri odpovédi na abiotické
stresové faktory rostlin

Zmeény zivotniho prostfedi, v podobé snizené dostupnosti vody a udrodnosti pudy
v dusledku salinity a tézkych kovt, zvysujici se teploty a urovné znec€isténi ovzdusi, maji
drasticky vliv na preziti a vynosnost rostlin. Tyto abiotické faktory prostiedi pisobi na
rostliny Casto simultanné a vedou k podobnému fyziologickému efektu, napt. deficient
vody piichazi s vysokymi teplotami a spole¢né zhorsuji ucinky solného a osmotického
stresu. Rostliny jsou pfisedlé organismy a pokud maji environmentalni stresy vyvolané
zménou klimatu ptezit, musi byt schopny se jim pfizptsobit. Pokud je rostlina vystavena
nékterému z abiotickych stresovych faktori, dochazi u ni ke zménam na fyziologicke,
biochemické a molekularni urovni. Koordinace vSech téchto reakci je dosazeno
prostifednictvim vicearoviiovych regulacnich procest, mezi které fadime modifikaci
chromatinu, transkripéni regulaci, alternativni sestiih, fosforylaci, ubikvitnaci ¢i
sumoylaci proteinii. Fosforylace je dualezita posttranslacni modifikace katalyzovana
enzymy proteinkindzami. Vede ke zmené aktivity a stability proteinu, jeho lokalizaci
v burtice a hraje zasadni roli v pfenosu signalu v rostlinach (Danquah ez al., 2013; Friso a

van Wijk, 2015; Haak ez al., 2017; Raza et al., 2019).

2.2.4.1 Regulace odpovédi na solny stres

Solny stres je u rostlin zodpovédny za naruseni jejich spravného ristu, vyvoje a iontové
homeostazy. To nasledné¢ vede k iontové toxicite, posSkozeni membran, vodnimu deficitu
a osmotickému stresu, coz v kone¢ném disledku ovliviiuje uzavirani pruducht, snizenou
asimilaci uhliku a zvySenou akumulaci Skodlivych reaktivnich forem kysliku (ROS;
Kumar et al., 2013; Kumar ef al., 2020). Mezi hlavni MAPK u rostlin 4. thalina, jejichz
aktivita je indukovéana nejen solnym stresem, ale také v reakci na sniZzenou teplotou,
sucho ¢i poranéni, muzeme zaradit MPK3, MPK4 a MPK6. V reakci na solny stres vSak

dochazi k indukci péti dalsich MAPK (MPK9, MPK10, MPK11, MPK17 a MPK18),



dvou MAP2K (MKK7 a MKKD9) a ¢tyt MAP3K (MEKK3, MEKKS5, MEKK6 a MEKK7,
Ichimura ef al., 2000, Moustafa ef al., 2008). Komplexni studie, zabyvajici se transdukci
signalu pii reakci na solny stres, pomohly odhalit kompletni signalni drahu MEKK1 —
MKK?2 - MPK4/MPK6, kde MPK4 aktivuje neznamy transkripcni faktor, zatimco MPK6
aktivuje transkripéni regulatory ZAT6 a MYB41. Dale prokazaly, ze kindza MPK3
fysforyluje a vytvaii komplex s proteinem AZI1 (hybridni protein bohaty na prolin;
HyPRP) a slouzi jako jeho pozitivni regulator. Nadmérna exprese MKK2 a AZI1 vede
u rostlin 4. thaliana k zvysené toleranci az rezistenci vuci soli (Teige et al., 2004;
Pitzschke et al., 2014; Kumar et al., 2020). Mezi dals§i vyznamné signalni molekuly
radime kyselinu fosfatidovou (PA), ktera specificky interaguje s MKK7 a MKK9
a spousti signaliza¢ni kaskddu MKK7/MKK9 — MPK6. MPK6 nasledné fosforyluje
Na'/H" antiportér SOS1 (,,salt overlay sensitivel®) a dalsi substraty, coz u rostlin opét

vede ke zvySené toleranci vuci zasoleni (Yu et al., 2010; Shen et al., 2019).

2.2.4.2. Regulace odpovédi na stres vyvolany deficientem vody

Stres zpusobeny nedostatkem vody vyvolava u rostlin rizné fyziologické a biochemické
reakce, zahrnujici uzavieni pruduchd, potlaceni fotosyntézy, snizeni bunécného rustu
a zvySeni miry respirace. Rostliny reaguji a pfizpusobuji se deficitu vody jak na bunécné,
tak na molekularni urovni (Shinozaki a Yamaguch-Shinozaki, 2007). Béhem signalizace
dochazi k indukei péti MAPK (MPK2, MPK3, MPK4, MPKS5 a MPK12) tfi MAP2K
(MKK1, MKK3 a MKK4) a tii MAP3K (MEKK18, Raf43 a MEKK20). Nadprodukce
téchto kinaz, konktrétné MKK1, MKK4, MEKK18 a Raf 43 u rostlin A. thaliana
vyznamné zvySuje jejich toleranci vici suchu. Signalni drahy jsou vzajemné propojeny,
k fosforylaci a aktivaci MPK4 dochazi prostfednictvim MKK1, MEKK18 pak slouzi jako
pozitivni regulator MPK3. Velka cast jednotlivych komponenti signalnich drah, vCetné
konkrétnich cild MAPK vsak stale neni presné znama (Matsuoka et al., 2002; Moustafa

etal., 2008; Kim et al., 2011; Kim et al., 2012; Virk et al., 2015, Li et al., 2017).

2.2.4.3. Regulace odpovédi na stres z vysokych teplot

Pti vystaveni rostlin extrémnim teplotam, pfesahujicim jejich optimalni urovné, dochéazi
ke zménam ve fyziologickych a metabolickych procesech. Teplotni stres vede ke zvySeni
miry respirace a rychlosti fotosyntézy, coz prispiva k vyssi produkci ROS, jez neptiznivé
ovliviiuji produktivitu rostlin. Hlavni strategii obranné reakce, na bunécné urovni,
se stava ochrana proteind proti agregaci a degradaci. Pro udrZeni proteinové homeostazy

jsou produkovany , heat shock® proteiny a faktory (HSP/HSF; HSP100, HSP90, HSP70
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a HSP60), které napomahaji a usnadiiuji renaturaci proteind poskozenych tepelnym
Sokem. Aktivita HSF je regulovana nékolika posttranslacnimi modifikacemi, jako je
fosforylace, acetylace ¢i sumoylace (Li ef al., 2011; Evrard et al., 2013; Moustafa ez al.,
2014; Andrasi et al.,, 2019; Wang et al., 2020). U rostlin 4. thaliana aktivuje stres,
vyvolany vysokou teplotou, MAP kindzy MPK3, MPK4 a MPKG6, které nasledné
fosforyluji HSFA4A. Aktivovany HSFA4A se vaze na promotor cilovych gena (HSP,
WRKY a ZATI12) a indukuje jejich expresi. Tyto geny poskytuji ochranu proti ROS,
ochranu proteinovych enzymi proti denaturaci pii vysokych teplotach a dalsi bunécnou
obranu, coz vede k celkové aklimatizaci rostlin (Sangwan et al., 2002; Andrasi ef al.,

2019; Kumar et al., 2020).

2.2.4.4 Regulace odpovédi na stres z tézkych kovua

Ve stopovych mnozstvich jsou nékteré tézké kovy pro rust a vyvoj rostlin nezbytné,
v nadmémém mnozstvi vSak zpusobuji oxidativni stres, vazné poskozeni bunék a ve
vysledku vedou k inhibici rastu a vyvoje rostlin a k pfiznakim toxicity. Jako odpoveéd’ na
stres z tézkych kovi syntetizuji rostliny peptidy, jako jsou metalothioneiny
a fytochelatiny, které maji schopnost dany kov vazat a ve formé komplexu ukladat do
vakuoly (Hall, 2002; Jonak ef al., 2004). Pti charakterizaci té€chto signalnich drah bylo
zjisténo, ze expozice rostlin vlivu médi (Cu) a kadmia (Cd) vede k aktivaci kaskady
zahrnujici MEKK1 a zatim nezndmou MEK aktivujici MPK3 a MPK6 (Yeh ez al., 2007,
dos Reis et al., 2018; Lopez-Bucio et al., 2019).

2.2.5 MAPK a MAPKK u Medicago sativa

U M. sativa patii mezi nejznamé&jsi MAPK SIMK a jeji specificky aktivator SIMKK,
k jejichz aktivaci dochazi pti plisobeni solného stresu a elicitorii. SIMKK je proteinkinaza
s dualni specifitou, aktivujici SIMK prostfednictvim fosforylace threoninovych
a tyrosinovych zbytkd aktivaéni smycky. SIMK se v epidermalnich burikach kofene
nachazi predevS§im v jadrech. Béhem vytvafeni a vyvoje kofenovych vlaski ovSem
dochazi kjeji aktivaci a presunu zjadra do cytoplazmy a do vrcholu rostoucich
kofenovych vlaski shustou siti aktinovych filament. Depolymerizace aktinu
(latrunkulinem B) ma za nasledek pfemisténi SIMK zpét do jadra, zatimco stabilizace
aktinu (jasplakinolidem) vede ke kolokalizaci SIMK s aktinovymi filamenty
v cytoplazmé (Samaj et al., 2002). Tyto latky ovliviiujici aktinovy cytoskelet maji tedy
pfimy vliv na intracelularni lokalizaci SIMK. SIMK fosforyluje a reguluje nékteré

z proteint vazicich se na aktin, ovliviiuje stav a dynamiku aktinového cytoskeletu a hraje
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kli¢ovou roli v rastu a vyvoji kofenovych vlaski (Baluska ez al., 2000; Bubb ez al., 2000;
Cardinale ef al., 2000, Kiegerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002; Samaj et al., 2002;
Hrbackova et al., 2021). Signalni drahy MAPK se vSak ucastni také dalSich obrannych
reakci. Béhem putisobeni vysokych teplot dochazi k aktivaci kinazy HAMK, a naopak
vystaveni rostlin chladu vede k aktivaci kinazy SAMK. Pokles i zvySeni teploty jsou
vnimany prostfednictvim strukturalnich zmén na plazmatické membrané (PM), postupné
dochazi k piilivu vapenatych iontd (Ca®"), aktivaci CDPKs (,,calcium-dependent protein
kinases) a odliSnych MAPK kaskad (Jonak et al., 1996; Sangwan et al., 2002; Song et
al., 2019). Vystaveni rostlin vojtésky vysokym hladinam tézkych kovi, konkrétn€ vlivu
Cu a Cd, vede k aktivaci ¢tyt odliSnych MAPK (SIMK, MMK2, MMK3 a SAMK). Bylo
zjisténo, ze pii pusobeni CuCl, dochazi nejprve k aktivaci MAPK kinazy SIMKK, ktera
nasledné aktivuje SIMK a SAMK, nezprostfedkovava vsak aktivaci MMK2 ani MMK3.
Rostliny tak pravdépodobné reaguji na stres vyvolany tézkymi kovy, indukci né€kolika
odlisSnych MAPK drah (Jonak ez al., 2004). K aktivaci SIMK, MMK2, MMK3 a SAMK
dochazi také pii pusobeni raznych houbovych elicitord. SIMK a MMK3 jsou v tomto
ptipadé aktivovany dvéma MAPK kindzami, konkrétné SIMKK nebo PRKK. PRKK
navic fosforyluje a aktivuje také SAMK (Cardinale ef al., 2000; Cardinale ef al., 2002;
Jonak et al., 2002).

2.3 Rostlinny cytoskelet

Aby mohly bunky spravné fungovat, musi byt fyzicky robustni, spravné vnitiné
strukturované a musi mechanicky interagovat jak mezi sebou, tak se svym prostredim.
Vsechny buiiky musi byt béhem ristu a déleni schopny preskupit své vnitini komponenty
a prizpusobit se ménicim se okolnostem. Veskeré tyto prostorové a mechanické funkce
bunky jsou zavislé na systému filament (vlaken) zvaném cytoskelet (Bray, 2001; Alberts
et al., 2015). Rostlinny cytoskelet je slozen z aktinovych a mikrotubulovych (MT) siti.
MT wvznikaji polymerizaci heterodimera a-tubulinu a B-tubulinu, aktinova vlakna (F-
aktin) pak polymerizaci globularniho aktinu (G-aktin). MT 1 F-aktin jsou vlaknité
struktury s podobnymi vlastnostmi, jejich organizace, dynamika a role v burikach se vSak
lisi (Wang a Mao, 2019). Aktinova vlakna se podili na vytvafeni a udrzovani bunécné
polarity, ur€uji tvar buiiky, jsou nezbytna pro pohyb bunécnych organel a jeji cytokinezi.
Mikrotubuly fidi tvar bunék, organizaci biosyntézy bunécné stény a tvori mitotické

vieténko, které oddéluje chromozomy béhem bunéného déleni, a fragmoplast

12



k zabezpeceni cytokineze. Cytoskeletalni vlakna interaguji se stovkami dalSich proteina
(napt. motorové proteiny), které je reguluji a spojuji s jinymi bunécnymi slozkami i mezi

sebou navzajem (Drebak ez al., 2004; Alberts et al., 2015).

2.3.1 Aktinovy cytoskelet

Aktin je mimoradné dobfe konzervovany a jeho aminokyselinové sekvence jsou v ramci
raznych eukaryotickych druhti obvykle z 90 % identické. Kazda podjednotka aktinu (tzv.
globularni nebo téz G-aktin) je polypeptid o 375 aminokyselinach (AMK). Jednotlivé
aktinové podjednotky se spojuji formou , hlava-ocas® (,,head-to-tail*) a vytvari strukturu
v podobé tésné pravotocivé Sroubovice o §ifce cca 8 nm. Tato struktura se oznacuje jako
aktinové mikrofilamentum, nebo téz F-aktin, a je pomérné flexibilni. Aktinova filamenta
jsou polarni a maji strukturalné odlisné konce. Na plus (+) konci, oznaCovaném také jako
ostnaty (,,barbed end*), dochazi k rychlejsi polymerizaci. Na minus (—) konci, zvaném
téz Spicaty (,,pointed end*) je rust aktinového vlakna pomalejsi. Proces vytvoreni nového
aktinového vlakna se nazyva nukleace. Regulace tvorby aktinovych filament je dulezity
mechanismus, jehoz prostiednictvim fidi buiika svij tvar a pohyb. Kazda podjednotka ma
uprostted molekuly vazebné misto pro ATP (adenosintrifosfat) ¢i  ADP
(adenosindifosfat). Aktin dokaze katalyzovat hydrolyzu ATP, u volnych podjednotek
aktinu probiha tato hydrolyza velmi pomalu, avSak pfi zaclenéni podjednotek do vlakna
dochazi k jejimu urychleni. Kratce po hydrolyze ATP, se z kazdé podjednotky uvolni
volna fosfatova skupina, ale ADP zastava zachycen ve struktute vlakna. Existuji tedy dva
razné typy vlaknitych struktur, jeden s ,, T formou* navazaného nukleotidu (ATP) a jeden
s navazanou ,,D formou“ (ADP). Prostorova a ¢asova dostupnost monomert, proces
nukleace, prodluzovani ¢i depolymerizace aktinovych filament a jejich nasledna
organizace a dynamika je fizena aktin-vazajicimi proteiny (Drebak ef al., 2004; Hussey

et al., 2000; Alberts et al., 2015).

2.3.1.1 Aktin-vazajici proteiny

Mezi jedny z hlavnich aktin-vazajicich proteini (ABPs; ,,actin-binding proteins®) fadime
thymosin a profilin. Thymosin je maly protein zabranujici polymerizaci. Aktinové
monomery s navazanym thymosinem jsou v tzv. ,uzamcfeném stavu®, coZz znamena, ze
nemohou asociovat s kladnymi ani zapornymi konci aktinovych vldken a nedochazi
u nich k hydrolyze ani vymén¢ navazaného nukleotidu. Profilin je protein plnici opacnou

funkci. Vaze se na povrch aktinového monomeru a zprosttedkovava pripojeni komplexu

profilin-aktin k volnému plus konci vlakna. Po jeho uvolnéni z komplexu zustava
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aktinové vlakno o jednu podjednotku delsi. Mezi profilinem a thymosinem dochazi ke
kompetici o vazbu na jednotlivé aktinové monomery. Dalsi skupinu tvoii dva aktin-
nukleacni proteiny, konkrétné Arp2/3 a formin. Tyto proteiny spojuji nékolik aktinovych
podjednotek dohromady a vytvari tzv. nukleacni jadro. Komplex Arp2/3 se vaze na minus
konec aktinovych podjednotek, tvofi nukleacni jadra podél jinych vlaken F-aktinu
a indukuje jeho vétveni do tzv. siti. Formin je dimerni protein vazici se na plus konec
aktinovych podjednotek a vytvafejici nova nukleacni jadra pro rust paralelnich
nerozvétvenych filament, ktera mohou byt nasledné zesitovana do svazkt (Mullins ez al.,
1998; Drgbak et al., 2004, Zigmond et al., 2004; Hussey et al., 2006; Alberts et al., 2015).
Chovani a vlastnosti aktinovych filament jsou regulovany nékolika tfidami
vazebnych proteing, liSicich se v misté navazani. Tropomyosin je protein vazici se podél
aktinového vlakna, zajistujici tak jeho stabilizaci a zpevnéni. Stabilizaci aktinového
vlakna na plus konci zprostiedkovava tzv. ,,capping™ protein, ktery po navazani ucini plus
konec neaktivnim a vyrazn€ tak snizi rychlost jeho rastu a depolymerizace. Stejnou
funkci vykonava po navazani na minus konec aktinového vlakna protein tropomodulin.
Dalsi dalezity mechanismus regulace aktinovych vlaken zavisi na jejich st€peni na mensi
casti. Jednou tfidou aktin-oddélujicich proteini (ASPs; ,actin-severing proteins™) je
superrodina gelsolinti. Tyto proteiny jsou aktivovany vysokymi hladinami cytosolickych
Ca?*, dochazi kjejich navazani na povrch vldkna a naslednému na$tépeni vlakna.
Po rozdé€leni zistava gelsolin piipojen k novému plus konci aktinového filamentu.
Druhym dualezitym aktin-oddé€lujicim proteinem je kofilin, téZ znamy jako aktin-
depolymerizujici faktor (ADF). U rostlin 4. thaliana tvoti ADF velkou genovou rodinu,
produkujici nejméné devét clent (AtADF1 — AtADF9, Dong et al., 2001a). ADF/kofilin
se prednostné vaze na star$i aktinova vlakna obsahujici ADP, zpuasobuje jejich
destabilizaci a naslednou depolymerizaci. Aktinova vlakna mohou byt pied
ADF/kofilinem chranéna vazbou tropomyosinu. Organizace a dynamika aktinu
v burikach tedy zavisi na rovnovaze mezi aktin-vazebnymi proteiny (Dong ef al., 2001b;
Drebak et al., 2004; Zigmond ef al., 2004; Hussey et al., 2006; Alberts et al., 2015).
Samostatnou skupinu ABPs tvoii aktin-situjici proteiny (,,actin-bundling
proteins®), sestavujici aktinova vlakna do vétSich usporadanych struktur. U rostlin zde
fadime viliny, elongacni faktor-la (EF-la) a fimbriny. Fimbrin je tvofen doménou
vazajici vapnik sestavajici z paru ,,EF hand“ domén a dvéma aktin-vazebnymi doménami
(ABD 1 a 2), slozenymi z ,,calponin homology“ domén. Fuze aktin-vazebné domény 2

(ABD2) se zelenym fluorescenénim proteinem (GFP) se vyuziva jako fluorescencni
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molekularni marker k in vivo vizualizaci a dokumentaci aktinového cytoskeletu (Kovar
et al., 2000; Gungabissoon et al., 2001; Kovar et al., 2001; Sheahan et al., 2004, Huang
et al., 2005; Voigt et al., 2005).

2.3.2 Mikrotubulovy cytoskelet

Mikrotubuly jsou polymery proteinu tubulinu. Jsou strukturalné slozit&jsi nez aktinova
vlakna, vysoce dynamické a hraji v buiice srovnatelné riznorodé a dulezité role. Tubulin
se nachazi ve vSech eukaryotickych buikach a existuje v mnoha izoformach. Kazda
tubulinova podjednotka je heterodimer tvofeny dvéma piibuznymi globularnimi proteiny,
a-tubulinem a B-tubulinem, z nichz kazdy obsahuje 445-450 aminokyselin pevné
vazanych nekovalentnimi vazbami. Hetrodimery tubulinu se spojuji formou ,,hlava-ocas™
a tvori protofilamentum. 13 paralelnich protofilament nasledné vytvoii dutou valcovitou
strukturu o Sifce cca 25 nm. Tato struktura je pomérné pevna a nazyva se mikrotubul.
Vytvoreni nového mikrotubulu probiha u zivocicht a kvasinek nukleaci ze specifického
MTO (,,microtubule-organizing*) centra, u rostlin jsou v§ak nukleacni mista rozptylena
po celé cytoplazmé, a je zavislé na komplexu obsahujicim y-tubulin (y-TuC). V tomto
komplexu dochazi k navazani pomocnych proteinti na y-tubulin a spolecné pak vytvari
spiralni kruh slouzici jako templat pro nové mikrotubuly. VSechny podjednotky kazdého
protofilamenta v mikrotubulu smeéfuji stejnym smérem, pficemz a-tubuliny jsou
exponovany na minus (=) a B-tubuliny na plus (+) konci mikrotubulu. Dynamika
mikrotubult je, stejné jako u aktinu, silné ovlivnéna vazbou a hydrolyzou nukleotidu.
V piipadé mikrotubull se vSak jedna o GTP (guanosintrifosfat). Kazdy o i f monomer
ma vazebné misto pro jednu molekulu GTP, pficemz na a-tubulinu je GTP zachycen na
rozhrani dimeru a nikdy nedochazi k jeho hydrolyze ¢i vyméné. Naproti tomu nukleotid
navazany na PB-tubulinovou podjednotku muZze byt hydrolyzovan, dochazi k uvolnéni
volné fosfatové skupiny a na B-tubulinu zistava navazan GDP (guanosindifosfat). Stejné
jako v pripadé aktinovych vlaken tedy mohou existovat dvé rizné mikrotubulové
struktury, jedna s , T formou®“ navazaného nukleotidu (GTP) a druha s navazanou
,D formou™ (GDP). Za bé&znych fyziologickych podminek méa GTP-tubulin tendenci
k polymerizaci a GDP-tubulin naopak k depolymerizaci. Mikrotubuly jsou pomérné
nestabilni struktury a muaze u nich dochéazet k velmi rychlému stfidani fazi ristu
a smrstovani. Rychla zména z faze rustu na fazi smrs§tovani se nazyva katastrofa, opacna
zména fazi se pak oznacCuje jako zachrana (,rescue”). Na dynamice a organizaci

mikrotubulG uvniti buiiky se navic podili fada dalSich proteint, vazicich se jak na
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tubulinové dimery, tak na samotné mikrotubuly (Mitchison a Kirschner, 1894; Goddard

et al., 1994; Mayer a Jurgens, 2002; Alberts et al., 2015).

2.3.2.1 Mikrotubuly-vazajici proteiny

Proteiny vazajici se na mikrotubuly ¢i jednotlivé tubulinové heterodimery se souhrnné
oznacuji jako MAPs (,,mikrotubule-associated proteins“) a jsou cilem nékolika
specifickych proteinkinaz, které mohou prostfednictvim fosforylace fidit jejich aktivitu
a lokalizaci uvnitt bunék. Vyznamnym zéastupcem v zivocisnych buikéch je maly protein
stathmin vazajici se na dva tubulinové heterodimery a zabrafiujici tak jejich pfipojeni
k rostoucimu konci mikrotubulu. Stathmin snizuje koncentraci volnych tubulinovych
podjednotek v burikach a zvysuje pravdépodobnost, Ze mikrotubuly ptejdou z faze rastu
do faze smrStovani. Jeho fosforylaci vSak dochézi kinhibici vazby na tubulinové
podjednotky, naruseni jeho funkce, a tedy i1 potlaceni dynamické nestability (Rubin
a Atweh, 2004; Alberts et al., 2015).

Proteiny vazici se na konce mikrotubuli mohou ovliviiovat rychlost a frekvenci
udalosti katastrof a zachrany. Do této skupiny patii proteiny piibuzné kinesinu-13,
oznacované také jako katastrofické faktory, které po navazani indukuji oddélovani
jednotlivych protofilament a nasledny rozpad mikrotubulu. U rostlin vSak tato funkce
nebyla prokazana. Opacnou funkci mé protein MAP215, ktery stabilizuje rostouci konec
mikrotubulu, na kterém dochazi k pfipojovani novych podjednotek tubulinu. Podporuje
tak jeho polymerizaci a souCasné pusobi proti aktivité katastrofickych faktorti. Nekteré
zMAPs se vazi podél povrchu mikrotubul a zajistuji tak jejich stabilizaci ¢i
destabilizaci. Mechanismem destabilizace je v tomto piipad¢ tzv. nastépeni a rozdéleni
mikrotubulu proteinem zvanym katanin, ktery je v soucasnosti jedinym prokdzanym
mikrotubuly-depolymerizujicim proteinem u rostlin. Jiné MAPs pak mohou
zprostredkovavat interakci MT s ostatnimi bunéénymi slozkami, pfipadné sestavovat
mikrotubuly do vétSich usporadanych struktur, tzv. svazka a siti. Do této skupiny fadime
u rostlin rodinu proteini MAPO6S, v zivociSnych buikach plni stejnou funkci napf.
proteiny tau ¢t MAP 1, 2 a 4 (Howard ef al., 1989; Brouhard et al., 2005; Hamada et al.,
2007; Galjart ef al., 2010; Sharp a Ross, 2012; Alberts et al., 2015).
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2.4 Transformace rostlin

Genetickd transformace predstavuje fizeny zadouci pfenos ciziho genu, zjednoho
organismu do druhého, a jeho naslednou stabilni integraci a expresi v genomu. Pfeneseny
gen se oznacCuje jako transgen a organismy, které se po uspesné transformaci z bunek
vyvinou, se oznacuji jako transgenni. Do agronomicky ¢i jinak vyznamnych plodin
mohou byt pfenaseny geny nejen z nepfibuznych druht rostlin, ale i z organismu jako
jsou bakterie, viry, houby ¢i zvifata. Cilem téchto modifikaci je zejména vylepSeni
nutri¢nich vlastnosti plodin, zvySeni jejich odolnosti vii¢i chorobam a biotickym ¢i
abiotickym stresim. Modifikované plodiny by vSak mohly byt také alternativou pro
produkci rekombinantnich proteinti a vakcin (Babaoglu et al., 2000; Fischer ef al., 2004;
Vain, 2007; Barampuram a Zhang, 2011; Keshavareddy ez al., 2018).

Metody genetické transformace, pfesnéji zpusob prenosu cizi DNA do rostlinnych
bunék, lze rozdélit na dveé kategorie: nepfimé (t€Z oznacovany jako biologické) a pfimé
(téz nebiologické). Metoda nepiimé transformace je zalozena na principu zavadéni genu
zajmu do cilovych bun€k prostiednictvim mediatort v podobé bakterii, napf.
Agrobacterium tumefaciens €1 Agrobacterium rhizogenes. Metody pifimé transformace
zahrnuji napt. genové delo (,,gene-gun), mikroinjekci, transformaci zprostfedkovanou
polyethylenglykolem (PEG), liposomy, karbidem kfemiku ¢i chloroplasty. Pfenos gent
zajmu je tedy mechanicky, chemicky ¢i fyzikélni. Transformace zprostfedkovana
bakteriemi rodu Agrobacterium mé oproti metodam piimého prenosu DNA urcité
vyhody, fadime mezi né napf. schopnost pfenaset velké neporusené segmenty DNA,
jednoduchou inzerci transgenu s nizkym poctem kopii, stabilni integraci, dédicnost
a konzistentni expresi genu v nasledujicich generacich. Pravé proto stale zustava
nejbéznéj§i a nejucinngj§i metodou transformace rostlin (Sanford, 1990; Rakoczy-
Trojanowska, 2002; Tzfira a Citovsky, 2006; Barampuram a Zhang, 2011; Keshavareddy
etal., 2018).

2.4.1 Transformace prostrednictvim bakterii Agrobacterium tumefacies
schopna infikovat dvoudé€lozné rostliny a indukovat v rostlinnych pletivech vznik
tumort. Jeji pfirozenou vlastnosti, je schopnost prenosu a integrace Casti velkého tumor-
indukujiciho plazmidu (Ti-plazmidu), T-DNA, do jaderného genomu hostitelské rostliny.
Transferovana DNA (T-DNA) obsahuje dva typy gent, tzv. onkogeny, kodujici enzymy

pro syntézu auxinu a cytokinind, které zpusobuji tvorbu nadort a geny podilejici se na
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produkci opina slouZicich jako energeticky zdroj agrobakterii. Mimo oblast T-DNA se
pak na Ti-plazmidu nachézi geny virulence (vir). Tyto vir geny jsou organizovany do
nékolika operona (vird, virB, virC, virD, virE, virF, virG a virH) a jsou nezbytné pro
prenos T-DNA do genomu hostitelské buriky. Kompletni mechanismus pfenosu T-DNA
z A. tumefaciens do hostitelskych bunek je slozen znékolika krokd, které zahrnuji
bakterialni kolonizaci, indukci bakterialnich gent virulence, vytvoreni komplexu pro
ptenos T-DNA a nasledné samotny transfer a integraci T-DNA do rostlinného genomu
(Zupan et al., 2000; Barampuram a Zhang, 2011; Keshavareddy ef al., 2018).

Kolonizace a proces pienosu T-DNA je zahajen po piijeti specifickych signala,
v podobé fenolickych latek vyluCovanych poranénou hostitelskou rostlinou. Receptorem
pro rozpoznani fenolickych latek je protein VirA, jehoz autofosforylace nasledné vede
k fosforylaci a aktivaci proteinu VirG. Takto aktivovany VirG indukuje expresi vSech Vir
gentl a produkci Vir proteint. Proteiny VirD1 a VirD2 jsou endonukleazy vystépujici
jednovlaknovou T-DNA z plazmidu, pficemz VirD2 zistava navazan na 5’konci
a obsahuje jadro-lokalizujici sekvenci. Vysledna jednovlaknova molekula T-DNA je
spolu s nékolika dalSimi virovymi proteiny exportovana do cytoplazmy hostitelské buiky
sekre¢nim systémem typu 4 (,,SS4-channel) tvofenym proteinovym komplexem VirD4
a VirB. V cytoplazmé hostitelské buriky se T-DNA pokryje proteiny VirE2, ¢imz
se vytvoiti tzv. T-komplex. VirE2 je jednovlaknovy protein, ktery funguje jako ochrana
T-DNA pred degradaci endo- a exo-nukledzami, a obsahuje sekvenci pro jadernou
lokalizaci. T-komplex je nasledné ptenesen do jadra, kde dochazi k odpojeni Vir proteina
od T-DNA a ta se integruje do genomu hostitelské rostlinné buriky (Christie, 1997,
Barampuram a Zhang, 2011).

Vzhledem k tomu, ze Ti-plazmid se vyuziva jakozto biologicky vektor pro
genetickou transformaci rostlin, je charakterizace mechanism fidicich proces prenosu T-
DNA velmi dilezita. Konstrukce transformacniho vektoru je zaloZena na pivodnim Ti-
plazmidu, z kterého jsou vSak odstranény onkogeny a geny pro syntézu opinu. Mezi
hrani¢ni sekvence T-DNA je nasledné vlozena cizi DNA, kterou chceme do rostlinného
genomu integrovat. Pokrok v technikdch molekularni biologie umoznil vyvoj
tzv. binarnich a superbinarnich vektorq, jejichz princip spociva v rozdéleni velkého Ti-
plazmidu na dva mensi. Klonovaci plazmid obsahuje hrani¢ni sekvence T-DNA, mezi
nimi se nachazi gen zajmu a selek¢ni gen. Druhy plazmid, oznacovany jako pomocny,
pak nese vir geny potfebné pro zahajeni infekce a prenos T-DNA. Tyto vektory byly

vyuzivany pii transformaci jednodéloznych rostlin, zejména pak agronomicky
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vyznamnych obilovin. Jako cilovy material pro transformaci zprostfedkovanou
A. tumefaciens lze pouzit rizné explantaty, zahrnujici embryonalni kultury, zrala ¢i
nezrala zygoticka embrya, meristémy, stonkové apexy, dé€lozni i pravé listy, kofeny,
segmenty stonkd i kalusové suspenzni kultury. Po transformaci dochazi k regeneraci celé
rostliny prostfednictvim somatické embryogeneze ¢i organogeneze v in vitro podminkach
(Hoekema ef al., 1983; Komari, 1990; Hiei et al., 1994; Ishida et al., 1996; Cheng et al.,
1997, Cheng et al., 2004; Barampuram a Zhang, 2011).

2.4.2 Transformace metodou ,,gene-gun“
Transformace metodou ,,gene-gun® (genové de¢lo), je nekdy téz oznaCovana jako
biolostickd, metoda bombardovani ¢asticemi €i mikroprojektilovy pfenos DNA. Tato
metoda byla vyvinuta v 80. letech minulého stoleti, jakozto alternativa k transformaci
zejména jednodé€loznych rostlin a rostlinnych druhi odolnych vi¢&i Agrobacterium
(Sanford et al., 1987; 1990). Technika zahrnuje potazeni mikronosicl, v podobé Castic
zlata, wolframu ¢i platiny o praméru priblizn€ 0,6-3,0 um, pozadovanou DNA a jejich
nasledné vystieleni vysokou rychlosti, tak aby pronikly do buiiky v podstaté jakéhokoli
organismu (Breitler ez al., 2002; Barampuram a Zhang, 2011; Rivera ef al., 2012).
Genové delo je slozeno z vysokotlaké a nizkotlaké vakuové komory, na jejichz
rozhrani se nachazi prutrzny disk. Mikronosi¢e pokryté DNA jsou rovnomeérné
rozprostfeny na makronosi¢, v podobé kruhové plastové folie, a cela jednotka je pak
umisténa pod pratrznym diskem. Pod makronosi¢em se nachazi stopovaci sito, navrzené
tak, aby zadrzelo makronosi¢ a zaroven umoznilo mikronosi¢im projit do cilového
pletiva. Postupnym zvySovanim tlaku helia dochazi k jeho hromadéni za pratrznym
diskem, ten vSak pfi specifickém tlaku (od 450 do 2 200 psi) praskne a dojde k uvolnéni
razové viny helia, ktera tla¢i makronosi¢, pokryty mikronosi¢i dolt, smérem
k stopovacimu situ. Narazem dochazi k uvolnéni mikrocastic z plastové folie, jejich
pruniku do cilového pletiva, uvolnéni transgenu a jeho za¢lenéni do chromozomalni DNA
hostitelské buriky. Cely proces musi byt provadén za sterilnich podminek, aby
se zabranilo kontaminaci cilového pletiva béhem nasledné in vifro kultivace a regenerace.
Typ a velikost mikronosi¢i ovliviiuji hloubku praniku a stupen poskozeni cilovych
bunék. Nejcasté)ji vyuzivané jsou komeréné dostupné Castice zlata, které jsou biologicky
inertni. Pozadovany stupeni penetrace pak zavisi na typu transformovaného pletiva,

tloustce bunécné stény a hloubce vrstev cilovych bunék. VSechny tyto parametry jsou

19



kontrolovany a musi byt optimalizovany pro dané cilové pletivo (Taylor a Fauquet, 2002;
Barampuram a Zhang, 2011; Rivera et al., 2012).

Nejcastéji se pro produkci geneticky transformovanych rostlin vyuzivaji
embryogenni bunécné kultury, embryogenni kalusy a meristematicka pletiva. V pfipadé
transformace apikalnich meristému je vSak tfeba vzit v vahu fyziologicky stav a stari
matecné rostliny. Existuji také urcCité strategie pro zvySeni frekvence uUspéSné
transformace v podobé osmotického oSetfeni ¢i Caste¢ného vysuseni cilovych bunek, pred
samotnou transformaci. Metoda ,,gene-gun“ byla vtomto sméru vyuzita k produkci
Sirokého spektra transgennich agronomicky vyznamnych plodin, v€etné lusténin a vSech
hlavnich obilovin (Li ef al., 1993; Christou, 1995; Campbell ez al., 2000; Schmidt ez al.,
2008; Kikkert et al., 2004).

2.4.3 Transformace metodou elektroporace

Technika elektroporace byla pivodné vyvinuta pro transformaci protoplastt, 1ze ji vSak
pouzit 1 pro intaktni rostlinné buiiky a pletiva. Rostlinné buriky i DNA, ktera ma byt do
bunék zaclenéna, jsou soucasti roztoku vodného elektrolytu. Metoda elektroporace
vyuziva silnych pulza elektrického pole, v jejichz dusledku dochazi ke zméné polarity
plazmatické membrany cilovych bunék. Zména polarity vyvolava zvysenou tvorbu pora
a membrana se tak pro volnou DNA stava vysoce permeabilni. Nejcastéji se aplikuje
jeden nebo vice elektrickych impulzi trvajicich 10° az 10 s a napéti mezi 1,6-2,0 kV.
Nasledné dochéazi k obnoveé bunéfnych membran a izolaci transformovanych bunék
(Weaver a Chizmadzhev, 1996, Rakoczy-Trojanowska, 2002; Barampuram a Zhang,
2011; Rivera et al., 2012).

Elektroporace byla navrzena jakozto levnéjsi a jednodussi alternativa k metodé
»gene-gun®. Jeji ucinnost je vsak ovlivnéna fadou faktor(, jako je tolerance bunék vuci
membranové permeaci, forma a koncentrace DNA ale také typ, sila, délka a trvani
samotného pulzu. Hlavni nevyhodu pfi stabilni transformaci rostlinnych pletiv
prostfednictvim elektroporace pifedstavuje bunéfna sténa tvorici ufinnou fyzickou
bariéru. Pfi vyuziti protoplastl, tedy bunék zbavenych bunécné stény, je transformace
ucinnéjsi, problémem je vSak nasledna obtizna regenerace transformovanych protoplastt
v celistvou rostlinu. Tato technika tak byla uspéSné pouzita pouze u nékolika rostlinnych
druht (Shimamoto et al., 1989; Kubiniec ef al., 1990; Salmenkallio-Marttila et al., 1995,
Weaver a Chizmadzhev, 1996; Rakoczy-Trojanowska, 2002; Barampuram a Zhang,
2011; Rivera et al., 2012).
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2.4.4. Transformace metodou mikroinjekce

Mikroinjekce je metoda transformace spocCivajici v pfimém mechanickém
zavedeni DNA do jadra nebo cytoplazmy cilovych bunék. Tato technika vyzaduje
relativné drahé technické vybaveni. Nejprve jsou buriky imobilizovany v agaru
prostfednictvim pomocné pridrzovaci pipety a nasledné je do nich sklenénou
mikrokapilarni injekEni pipetou aplikovano malé mnozstvi roztoku DNA. Cely proces je
velmi pfesny, probihd pod mikroskopickou kontrolou a je tedy 1 velmi ¢asové narocny.
Injektované buriky nebo shluky bun¢k jsou nasledné kultivovany a regenerovany in vitro.
Tato metoda je nejucinnéjsi pro genetickou transformaci zivocisSnych bunék, byla vSak
uspésné pouzita také u nékterych druhil rostlin, napt. u tabaku, fepky, soji ¢i jeCmene.
Kone¢na transformacni ucinnost je vSak asi 10x niz§i nez u metody ,gene-gun®
(Crossway et al., 1986; Jones-Villeneuve ef al., 1995; Holm et al., 2000; Barampuram
a Zhang, 2011; Rivera ef al., 2012).

2.4.5 Transformace prostiednictvim PEG/lipozomu

Transformace prostfednictvim polyethylenglykolu (PEG) je metoda vyuzivana
k transformaci protoplastd. Princip je podobny jako u metody elektroporace. Protoplasty
a DNA, ktera ma byt do bun¢k zaclenéna jsou smichany a permeace membrany je
nasledné, namisto elektrickym pulzem, vyvolana pfidavkem PEG. Tato metoda je
jednoducha a nevyzaduje zadné specializované zafizeni. Jeji uCinnost je vSak velice nizka
a u transformovanych rostlin ¢asto dochazi k somaklonalnim variacim. I pfes jeji znacné
nevyhody byla vyuzita pro transformaci napt. kukufice, jemene ¢i bavliny (Sawahel,
2001; Daveya et al., 2005; Barampuram a Zhang, 2011).

S transformaci zprostiedkovanou PEG uzce souvisi technika transformace
zprostiedkovand lipozomy. Lipozomy jsou mikroskopické sférické vezikuly, tvorené
lipidovou dvojvrstvou. Jsou kladné nabité a maji tak pfirozenou tendenci pfitahovat
zaporné nabitou DNA a bunéénou membranu. DNA uzaviend v lipozomu, jakozto
transportnim systému, vstupuje do protoplasti endocytézou. Obecné tento proces
zahrnuje tfi kroky: adhezi (pfilnuti) lipozomu k povrchu protoplastu, fuzi (splynuti)
lipozomu s membranou protoplastu a uvolnéni DNA do cytosolu buiiky. Uvolnéna DNA
se pak muize volné integrovat do hostitelského genomu. Tato metoda je v§ak velmi pracna

a ma velmi nizkou frekvenci uc¢innosti (Gad et al., 1990; Wordragen ef al., 1997).
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2.4.6 Transformace prostiednictvim vlaken karbidu kiremiku
Transformaci pomoci vldken karbidu kfemiku (SCMT; ,silicon carbide-mediated
transformation®) poprvé piedstavili Kaeppler ez al. (1990) a jedna se o jednu z nejméné
komplikovanych metod. Princip této metody spociva ve smichani malych vlaken karbidu
kifemiku s rostlinnymi burikami a pozadovanou DNA. Smés se nasledné vortexuje,
pficemz vlakna propichuji buiky a umoziuji tak vstup DNA. NejCastéji se vyuzivaji
vlakna o priméru 0,6 mm a délce 10-80 mm vykazujici vysokou odolnost vici
rozpinavosti. Tato metoda transformace je jednoducha, casové nenarocna a levna. Jeji
ucinnost je ovlivnéna fadou faktori v podobé velikosti pouzitych vlaken a typu
rostlinného materialu, tvaru vortexovaci nadoby 1 samotného procesu vortexovani.
Technika SCMT je aplikovatelna na razné typy bun€k, u rostlin byla pouzita
k transformaci napt. ryze, pSenice, kukufice ¢i tabaku. Vlakna karbidu kiemiku lze vyuzit
také v kombinaci s transformaci prosttednictvim A. tumefaciens, ke zvySeni jeji
ucinnosti. SCMT mé vSak i1 fadu nevyhod. Mezi hlavni problémy fadime nizkou
efektivitu transformace, poSkozeni buné¢k, a tedy i snizeni jejich néasledné regeneracni
schopnosti. Pokud neni metoda provadéna spravn€, maze dochazet k vdechovani vliaken
ajeji vyuziti tak predstavuje vazné zdravotni riziko (Vaughan ez al., 1991; Kaeppler et al.,
1992; Frame ef al., 1994; Nagatani ef al., 1997, Singh a Chawla, 1999; Barampuram
a Zhang, 2011).

2.4.7 Transformace Medicago sativa
ZlepSeni vynosu vojtésky pouze prostiednictvim tradinich Slechtitelskych metod je
pomeérné omezené. Produkce biomasy je u vojtésky vysoka, je vSak ovliviiovana fadou
faktort, jako je prostredi, vegetacni obdobi ¢i genetika rostlin. I proto maji technologie
transformace rostlin vysoky potencial, jak pfi zlepSovani agronomickych vlastnosti, jako
je vynos a kvalita pice ¢i odolnost vii¢i biotickym a abiotickym stresim, tak 1 pfi mozném
vyuziti vojtésky k produkci rekombinantnich proteint. Pro transformaci M. sativa se
v neékterych piipadech vyuziva technika , gene-gun“ ¢i elektroporace. Nejucinngjsi
metodou pro ziskani stabilnich transgennich rostlin M. sativa vsak ziistava transformace
zprostiedkovana bakteriemi Agrobacterium tumefaciens (Volenec et al., 2002; Lamb et
al., 2006; Stefanova et al., 2013; Liu et al., 2018; Ticha et al., 2020).

Transformaci M. sativa pomoci A. tumefaciens bylo napf. prokazano, ze zvysSena
exprese genu MsmiR156 (MicroRNA156) u M. sativa zpomaluje kveteni, zvySuje

frekvenci vétveni vyhonkt a produkci biomasy a zaroven vede k vyznamnému snizeni
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ligninu a zvySeni obsahu celul6zy. Obdobny vliv na zvySeni biomasy u M. sativa ma také
nadexprese genu IjmiR156 (prekurzor miR156 z Lotus japonicus). Tyto transgenni
rostliny M. sativa pak vykazuji zvySeny obsah Skrobu, flavonoidii a fenoll a jsou tak
agronomicky vyznamnéjsi (Aung et al., 2015a, 2015b, 2017).

Podstatny vliv na spravny vyvoj a zlepSeni nejen agronomickych vlastnosti, maji také
zmény vyvolané regulaci né€kterych vybranych MAPK. Cilenou regulaci trovné exprese
proteinu SIMKK a s nim spojeného SIMK bylo prokazano, ze u rostlin se snizenou
produkci téchto proteinti dochazi k zpomaleni rastu, a tedy i k niz§i produkci biomasy,
transgenni rostliny se vyznacuji také kratSimi kofenovymi vlasky, ¢imz je snizena
kapacita pro vytvafeni infekénich vladken a kotenovych hlizek (proces nodulace) pfi
infekci padnimi bakteriemi Sinorhizobium meliloti. Naproti tomu, nadexprese proteinu
SIMK vede u rostlin k opacnému fenotypovému projevu, tedy k podpofe ristu nadzemni
Casti a zvySeni biomasy, podporfe rastu kofenovych vlaskt, procesu tvorby infekénich
vlaken a nodulace (Hrbackova et al., 2021; Ovecka et al., 2022).

Snaha o vyuziti M. sativa k produkci rekombinantnich proteint, enzymui a 1éCiv je
ovlivnéna fadou faktort, z nichz nejvice limitujicim je jejich nizka tGroven akumulace.
Rekombinantni proteiny jsou ve vojtéSce obvykle exprimovany v organech vykazujicich
vysokou biomasu, jako jsou listy a stonky. Vegetativni organy a pletiva vSak nejsou
pfirozenymi rezervoary pro akumulaci proteini, a nové proteiny tak Casto podléhaji
degradaci rostlinnymi regulacnimi enzymy. Pfirozenym mistem akumulace protein( jsou
semena, avSak koncentrace a obsah proteini v semenech M. sativa je piirozené uz tak
velmi vysoky. Navic, vzhledem k cizosprasnosti, potfebuje vojtéska k produkci semen
specialni opylovace, jako napt. vCely ¢i ¢melédky, jejich vyuziti vSak neni vzdy mozné

(Arcalis et al., 2013; Wang et al., 2016; Liu ef al., 2018).



3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

P 0.45 PVDF Blotting Membrane Amersham™ Hybond™ (GE Healthcare Life science),
bakteriologicky filtr s pory o velikosti 0,22 pm, filtracni papir, chirurgickd paska,
oboustranna lepici paska, Parafilm, kadinky, odmérné valce, magneticka michadla,
mikrotitracni desti¢ky, pinzety, skalpel, nizky, Pasteurovy pipety, automatické pipety,
sterilni Spicky, sterilni paratka, zkumavky typu Falcon, mikrozkumavky typu Eppendorf,
sterilni Petriho misky, plastové boxy, hlinikova folie, PVDC fdlie, skla na ptipravu gelt

3.1.1 Pouzité chemikalie

1000x Gamborg’s vitamin (Duchefa Biochemie)

1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution (Duchefa Biochemie)

100x Schenk and Hildebrant vitamin solution (Duchefa Biochemie)

2,2' 2" 2'"(ethan-1,2-diyldinitrilo)tetraoctova kyselina pH 8 (EDTA, PanReac
AppliChem)

2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin]ethansulfonova kyselina (HEPES, Duchefa Biochemie)
2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (Duchefa Biochemie)

2-Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich)

4x Laemmli vzorkovaci pufr (Bio-Rad)

Adenin (Sigma-Aldrich)

BSA (hovézi sérovy albumin; Sigma-Aldrich)

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

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

Destilovana voda

Dihydrat hydrogenfosforecnanu disodného (Sigma-Aldrich)

Dihydrat molybdenanu sodného (Sigma-Aldrich)

Dihydrogenfosforecnan draselny (Sigma-Aldrich)

Dithiothreitol (DTT, Sigma-Aldrich)

Dodecylsiran sodny (SDS, Sigma-Aldrich)

Dusi¢nan draselny (Sigma-Aldrich)
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Ethanol denaturovany (96%, PENTA)

Ethylenglykol-bis (2-aminoethylether) — N, N, N ', N ' tetraoctova kyselina (EGTA,
Sigma-Aldrich)

Fluorid sodny (Sigma-Aldrich)

Gamborg’s BS basal salt mixture (Duchefa Biochemie)

Gellan gum powder (Alfa Aesar)

Glycerol (Sigma-Aldrich)

Glycin (Sigma-Aldrich)

Heptahydrat siranu hotfecnatého (Sigma-Aldrich)

Hydroxid draselny (Sigma-Aldrich)

Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich)

Chlorid hotfecnaty (Sigma-Aldrich)

Chlornan sodny (Sigma-Aldrich)

Incidur (Ecolab)

Kinetin (Duchefa Biochemie)

Kyselina 2,4-dichlorofenoxyoctova (2,4-D) (Duchefa Biochemie)
Kyselina chlorovodikova (37%, Sigma-Aldrich)

LB broth (MO BIO laboratories)

Ledova kyselina octova (34%, Sigma-Aldrich)

L-Glutamin (Duchefa Biochemie)

L-glutathion (Sigma-Aldrich)

L-Prolin (Sigma-Aldrich)

L-Serin (Sigma-Aldrich)

MES (Duchefa Biochemie)

Methanol (Sigma-Aldrich)

Monosulfat kanamycinu (Duchefa Biochemie)

Murashige and Skoog basal salt mixture (Duchefa Biochemie)
Myoinositol (Duchefa Biochemie)

MilliQ voda

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED, Sigma-Aldrich)
Phyto agar (Duchefa Biochemie)

Pentahydrat dihydrochlorid spectinomycinu (Duchefa Biochemie)
Pentahydrat siranu médnatého (Duchefa Biochemie)

Peroxodisiran amonny (APS, Sigma-Aldrich)
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PhosSTOP (Roche)

Phyto agar (Duchefa Biochemie)

Ponceau S (Sigma-Aldrich)

Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad)
Protein Assay Dye Reagent Concentrate Sx (Bio-Rad)
Rifampicin (Duchefa Biochemie)

Sacharosa (Sigma-Aldrich)

Schenk and Hildebrant basal salt mixture (Duchefa Biochemie)
Susené mléko (Carl-Roth)

TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Solutions (Bio-Rad)
Tikarcilin (Duchefa Biochemie)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich)

Tween ® 20 (Sigma-Aldrich)

Vodovodni voda

3.1.2 Pouzité protilatky

Primarni afinitné izolovana krali¢i polyklonalni protilatka anti-AtMPKO6 (Sigma-Aldrich)
Primarni krali¢i monoklonalni protilatka anti-tagRFP (Evrogen)

Primarni krali¢i monoklonalni protilatka anti-tubulin o (Agrisera)

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

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

Sekundarni kozi anti-mys$i protilatka s navazanou kienovou peroxidasou (Horseradish
peroxidase-linked IgG, Invitrogen)

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

peroxidase-linked IgG, Invitrogen)

3.1.3 Roztoky a média
Sterilizacni roztok na sterilizaci listi M. sativa:

*  70% ethanol

* 10 pul Tween + 10 ml MilliQ H>O

* 5 ul Tween + 1 ml chlornan sodny + 9 ml MilliQ H>O

» Sterilizace bakteriologickym filtrem s pory o velikosti 0,22 um
B5H médium

« 3,1 g 1" Gamborg’s B5 basal salt mixture

« 0,5g1" prolin
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.« 0,5g1"KNO;
« 0,25 g-'1I"" MgS0O4-7H,0
+ 30 g1 sacharosa
« 4,5 g1 Gellan gum/10 g-1"! phyto agar
*  Doplnéni MilliQ H20
«  Uprava pH na 5,7 (IM KOH)
» Sterilizace autoklavem
* Po autoklavovani — vychladnuti na pfiblizné 55 °C a nasledné piidani:
« 30 ml1" smési aminokyselin
« 1ml1'24-D(1,0mg1?
« 1 ml 1" kinetin (0,1 mg-1™")
« 1 ml 1" 1000X Gamborg’s vitamin (0,112 g/1 ml MilliQ H>0)
Smés aminokyselin:
* 6,65 g glutamin
+ 0,83 gserin
* 0,004 g adenin
» 0,083 g L-glutathion
*  Doplnéni MilliQ H>O do 250 ml
» Sterilizace bakteriologickym filtrem s pory o velikosti 0,22 um
»  Uchovani pii 4 °C
Roztok 2,4-D (1,0 mg-ml™):
* Rozpusténi 50 mg 2,4-D v 5 ml 1M NaOH
*  Doplnéni do 50 ml MilliQ H,O
» Sterilizace bakteriologickym filtrem s pory o velikosti 0,22 um
» Uchovani pii -20 °C
Roztok kinetinu (0,1 mg-ml™?):
* Rozpusténi 10 mg kinetinu v 0,1 ml 0,1M NaOH
*  Doplnéni do 10 ml MilliQ H>O
» Sterilizace bakteriologickym filtrem s pory o velikosti 0,22 um
» Uchovani pii -20 °C
B50 médium
« 3,1 g1 Gamborg’s B5 basal salt mixture
« 0,5gI"prolin
.+ 0,5g1"KNO;
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0,25 g1 MgS04-7H,0

30 g'1"! sacharosa

4,5 g-1"" Gellan gum/10 g-1"! phyto agar

Doplnéni MilliQ HO

Uprava pH na 5,7 (IM KOH)

Sterilizace autoklavem

Po autoklavovani — vychladnuti na pfiblizné€ 55 °C a nasledné piidani:
« 30 ml1" smési aminokyselin

« 1ml 1" 1000X Gamborg’s vitamin

MMS médium

4,3 g-1"! Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture

0,1 g'I"! myoinositol

30 g'1"! sacharosa

4,5 g-1"" Gellan gum/10 g-1"! phyto agar

Doplnéni MilliQ HO

Uprava pH na 5,7 (IM KOH)

Sterilizace autoklavem

Po autoklavovani — vychladnuti na pfiblizné€ 55 °C a nasledné piidani:

« 1 ml-1" 1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution (0,109 g/1 ml MilliQ H,0)

Pevné MS médium

4,3 g-1"! Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture
30 g'1"! sacharosa

4,5 g-1"" Gellan gum/10 g-1"! phyto agar

Doplnéni MilliQ HO

Uprava pH na 5,7 (IM KOH)

Sterilizace autoklavem

Tekuté MS médium

4,3 g-1"! Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture
30 g'1"! sacharosa

Doplnéni MilliQ HO

Uprava pH na 5,7 (IM KOH)

Sterilizace autoklavem
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Pevné 2 MS médium

2,15 g-1"! Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture
1 ¢ MES

10 g1 sacharosa

4.5 g-1"" Gellan gum

Doplnéni MilliQ HO

Uprava pH na 5,7 (IM KOH)

Sterilizace autoklavem

LB médium

25 g'1I"' LB broth
Uprava pH na 7,2 (IM KOH)

Sterilizace autoklavem

SH médium

3,2 g'I"! Schenk and Hildebrant basal salt mixture

0,5 g'I" MES

30 g'1"! sacharosa

Uprava pH na 5,7 (IM KOH)

Sterilizace autoklavem

Po autoklavovani — vychladnuti na pfiblizné€ 55 °C a nasledné piidani:

« 10mlI"! 100X Schenk and Hildebrant vitamin solution (1 g/10 ml MiliQ H,0)

Extrakéni pufr E (100 ml)

1,19 g HEPES, uprava pH na 7,5 (NaOH)

0,43 g NaCl

38 mg EGTA

100 ul 1M MgCl,

4 mg NaF

10 ml 10% glycerol

Doplnéni MiliQ H20

Sterilizace bakteriologickym filtrem s pory o velikosti 0,22 pm
Uchovéni pii -20 °C
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Kompletni extrakcni pufr (EB), tésné pied pouzitim pridani (na 1ml E):

e 1ul IMDTT (0,154 g-ul™)

+ 20 pl Complete™

100 pl PhoStop™
Running pufr (RB)

e 30g1! Tris

« 144 g1 Gylcin

« 10g1'SDS

*  Doplnéni MilliQ H20
Pracovni RB

+ 100 ml RB

* 900 ml MilliQ H,O
Transfer pufr 10x (TB)

e 30g1! Tris

« 144 g1 Glycin

*  Doplnéni MilliQ H20
Pracovni TB

+ 100 ml 10x TB

* 100 ml 100% methanol

+ 800 ml MilliQ H,O
Tris buffered saline 10x (TBS)

o 242g 1" Tris

+ 878 gl'NaCl

*  Doplnéni MilliQ H20

«  Uprava pH na 7,4 (koncentrovana HCI)
Pracovni TBS-T pufr

+ 100 ml TBS

* 1 ml Tween 20

* 900 ml MilliQ H,O
Ponceau S barvici roztok

* 1 gPonceau S

* 50 ml kyselina octova

* 950 ml MilliQ H20



3.1.4 Pouzité pristroje

Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG)

Aparatura na vyrobu gelt (Bio-Rad)

Aparatura na SDS-PAGE (Bio-Rad)

Aparatura na Western blot (Bio-Rad)

Autoklav — parni sterilizator (Stervap, MMM Group)

Box laminarni Biohazard (Merci)

Centrifuga stolni chlazena ScanSpeed 1730 MR (LaboGene)
Dokumentaéni systém ChemiDoc™ MP (Bio-Rad)

Elektromagnetickd michacka IKA Combimag REO (Drehzahl Electronic)
Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)

Chlazena centrifuga Allegra (Beckman Coulter)

Inkubator s nastavitelnou teplotou (Memmert)

Laboratorni digestot (M 1200, MERCI)

Laboratorni chladnicka LIE LCV 4010 (Schoeller)

Laboratorni vahy S1502 (BEL Engineering)

Mikrocentrifuga s vortexem FVL-2400N (BioSan)

Mikrovlnna trouba MHE21 (HITACHI)

Mraznic¢ka LIE G 5216 513L (Comfort)

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

pH metr PC 2700 (Eutech Instruments)

Skener (Image Scanner III)

Spektrofotometer (Smart Spec™ plus, Bio-Rad)

Termoblok ThermoStat C (Eppendorf)

Trepacka s inkubaci ES-20 (Biosan)

Vortex Genie - 2 (Scientific Industries)

Vyrobnik deionizované vody Simplicity water purification system (Millipore)
Fluorescencni stereomikroskop (Axio Zoom.V16, Carl Zeiss)
Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop (CLSM; LSM 710, Axio Imager Z2, Carl

Zeiss Germany)



3.1.5 Software pro zpracovani vysledku
Excel 365 (Microsoft Office)

i-control 2.0™ Microplate Reader Software (Tecan)
ImageJ (NIH)

Imagel.ab (Bio-Rad)

PowerPoint 365 (Microsoft Office)

Zen Blue 2014 ver. 3.2 (Carl Zeiss)

Zen Black 2.3 PS1

3.1.6 Rostlinny material
Medicago sativa L. divoky typ, kultivar Regen SY
Medicago sativa L. transgenni linie:
»  SIMKK-RNAi (Bekesova et al., 2015; Hrbackova et al., 2021)
» GFP-FABD2 (Ovecka et al., 2022)
» tagRFP-TUAG (poskytla Mgr. Michaela Ticha, Ph.D.)
Medicago sativa L. dvojité transgenni linie:
«  SIMKK-RNAi v tagRFP-TUAG (v praci uvadéna jako SIMKK-RNAi #ERFP-TUAS)
«  SIMKK-RNAi v GFP-FABD2 (v praci uvadéna jako SIMKK-RNAi CFP-FABD2)
Arabidopsis thaliana L. transgenni linie pMAT, stabilné produkujici protein GFP
(358::sGFP)

Nové dvojité transgenni linie byly pfipraveny stabilni transformaci listovych explantati
odebranych zrostlin M. sativa transgennich linii tagRFP-TUA6 a GFP-FABD2
prostfednictvim bakterii 4. tumefacies (BekeSova et al., 2015). Rostliny slouzici jako
kontrola (kultivar Regen-SY, transgenni linie tagRFP-TUA6, GFP-FABD2 a SIMKK-
RNAiI) 1 rostliny po transformaci byly regenerovany procesem somatické embryogeneze
a dale kultivovany ve fytotronu pifi teploté 24 °C, intenzité svétla 60-80 uE-m2-s™!,

relativni vlhkosti 70 % a fotoperiodé 16 hodin svétlo, 8 hodin tma.

3.1.7 Bakterialni material

Agrobacterium tumefaciens kmen GV3101 nesouci konstrukt pHellsgate12 SIMKKi



3.2 Metody

3.2.1 Priprava BSH média

B5H médium je kultivatni médium s obsahem piidanych rostlinnych hormont, které
slouzi k vyvolani kalogeneze. Jednotlivé explantaty se na tomto médiu kultivuji po dobu
asi tfi tydna.

V jedné laboratorni kadince s MilliQ vodou byla smichana smés Gamborg’s BS
basal salt mixture spolu s prolinem, nasledné byl pifidan KNO3, MgSQO4-7H>0, sacharosa
a nakonec Gellan gum, jakoZzto ztuzovaci slozka. Smés byla prelita do odmérmého valce
a objem byl MilliQ vodou doplnén na 1 1. Za stalého michani na elektromagnetické
michacce bylo pomoci 1M KOH upraveno pH na 5,7. Médium bylo po 500 ml rozlito do
dvou uzaviratelnych sklenénych lahvi o objemu 1 I a sterilizovano v autoklavu. Po
sterilizaci a vychladnuti média na asi 55 °C byla v sterilnim laminarnim boxu ptfidana do
objemu 500 ml smés aminokyselin, hormony (kinetin a 2,4-D) a vitaminy (1000X
Gamborg’s vitamin). Médium bylo nasledné rovnomérné rozlito do 33 kulatych Petriho
misek a volné ochlazeno na laboratorni teplotu. Veskeré roztoky pfidavané do média po

autoklavovani byly pfedem sterilizovany ptes sterilni membranové filtry.

3.2.2 Priprava B50 média

B50 médium je kultiva¢ni médium bez obsahu pfidanych rostlinnych hormont, které
slouzi k indukci embryogenniho kalusu a nésledné tvorbé somatickych embryi. Ta
nastava po asi 2-3 tydnech kultivace.

Do jedné laboratorni kadinky s MilliQ vodou byla pfidana smés Gamborg’s BS
basal salt mixture spolu s prolinem, dale byl pfidan KNOs; a MgSOs4-7H,0, sacharosa
a nakonec Gellan gum, jakozto ztuzovaci slozka. Pfipravena smeés byla prelita do
odmeérného valce a objem byl doplnén MilliQ vodou na 1 1. Za stalého michani na
elektromagnetické michacce bylo pomoci 1M KOH upraveno pH na 5,7. Médium bylo
po 500 ml rozlito do dvou uzaviratelnych sklenénych lahvi o objemu 11 a sterilizovano
v autoklavu. Po sterilizaci a vychladnuti média na asi 55 °C byla v sterilnim laminarnim
boxu pfidana do objemu 500 ml smés aminokyselin a vitaminy (1000X Gamborg’s
vitamin). Hotové médium bylo rovnomérné rozlito do 33 kulatych Petriho misek a volné
ochlazeno na laboratorni teplotu. Veskeré roztoky pfidavané do média po autoklavovani

byly pfedem sterilizovany pfes sterilni membranové filtry.

(98]
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3.2.3 Priprava MMS média
MMS médium je kultivacni médium potiebné k spravnému vyvoji somatickych embryi,
a k vyvoji kotent a vyhonkl vzniklych rostlin. Somaticka embrya se na MMS médiu
kultivuji opét po dobu asi 3 tydnu.

V jedné laboratorni kéadince s MilliQ vodou byla smichédna smeés MS basal salt
mixture, myoinositol, sacharosa a poté byly piidan Gellan gum, jakozto ztuzovaci slozka.
Nasledné byla smés prelita do odmérného valce a objem byl doplnén MilliQ vodou na
1 1. Za stalého michani na elektromagnetické michacce bylo pomoci 1M KOH upraveno
pH na 5,7. Takto pifipravené médium bylo po 500 ml rozlito do dvou uzaviratelnych
sklenénych lahvi o objemu 1 1 a sterilizovano v autoklavu. Po sterilizaci a vychladnuti
média na asi 55 °C byla v sterilnim laminarnim boxu pifidana do objemu 500 ml smés
vitamina (1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution), pfedem vysterilizovana pfes sterilni
membranovy filtr. Médium bylo nésledné rovnomeérné rozlito do 14 hranatych Petriho

misek a volné ochlazeno na laboratorni teplotu.

3.2.4 Priprava MS média
MS médium je kultivaéni médium, které slouzi k dokonceni spravného vyvoje mladych
rostlin a k jejich udrzovani v in vitro podminkach.

Do jedné kadinky s MilliQ vodou byla postupné pfidana smés MS basal salt
mixture, sacharosa a nakonec Gellan gum. Smés byla prelita do odmérného valce a objem
doplnén MilliQ vodou na 11. Za stalého michéani na elektromagnetické michacce bylo
pomoci 1M KOH upraveno pH na 5,7. Médium bylo po 500 ml rozlito do dvou
uzaviratelnych sklenénych lahvi o objemu 1 | a sterilizovano v autoklavu. Po sterilizaci
a vychladnuti pfipraveného média na asi 55 °C bylo ve sterilnim laminarnim boxu
rovnomeérneé rozlito do 14 hranatych Petriho misek nebo 6 plastovych krabicek a volné

ochlazeno na laboratorni teplotu.

3.2.5 Priprava bakterii Agrobacterium tumefaciens

Bakterie Agrobacterium tumefaciens, kmen GV3101 nesouci konstrukt pHellsgatel2
SIMKKi, byly v objemu 30 pul odebrany ze zmrzlého glycerolového roztoku a preneseny
do 10 ml LB média se selekénimi antibiotiky (spectinomycin — 100 pg-ml™,
rifampicin — 100 pg-ml™?) v 50 ml zkumavce typu Falcon. Suspenze byla ponechana v
inkubatoru ve tmé, priblizné 24 hodin pii 180 otackach za minutu a teploté 28 °C, do
dosazeni optické hustoty (ODeoo) mezi 0,6-0,8. Optickd hustota byla pravidelné

kontrolovana na spektofotometru. Jako kontrolni vzorek (blank) bylo pouzito sterilni LB
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médium se selekénimi antibiotiky. Nasledn€¢ byly buiky od média separovany
centrifugaci po dobu 10 minut, ptfi 3000 g a 21 °C. Supernatant byl odlit do odpadu
a bakterialni buniky byly resuspendovany v ¢istém LB médiu pro dosazeni optické hustoty

ODs00 = 0,7.

3.2.6 Povrchova sterilizace listu

Zdravé zelené a neposkozené listy byly odebrany pfiblizné ze stfedni Casti rostliny
M. sativa, kultivaru Regen-SY a transgennich linii S/IMKK-RNAi, GFP-FABD2
a tagRFP-TUAG. Jednotlivé listy byly vlozeny do S0ml zkumavky typu Falcon naplnéné
vodou z vodovodniho fadu o laboratorni teploté a preneseny do laminarniho boxu. Zde
nasledovala sterilizace listi 70% ethanolem po dobu 10 vtefin, nasledné se listy prenesly
do 0,1% roztoku Tween v MilliQ vod¢ a byly protiepavany po dobu 10 min. V tietim
kroku sterilizace byly listy vlozeny do 50 ml zkumavky typu Falcon obsahujici sterilni
MilliQ vodu, 1% chlornan sodny a 0,05% Tween a protfepavany 1,5 minuty. Nakonec
byly listy 3x promyty sterilni MilliQ vodou, pfeneseny na sterilni filtracni papir
a sterilnim skalpelem v pllce rozfiznuty a lehce poskozeny. Listy transgennich linii
tagRFP-TUA6 a GFP-FABD?2 urcené k transformaci byly ihned vlozeny do 12 ml SH
média. Jednotlivé casti listd rostlin, slouzicich jako kontrola (kultivar Regen-SY
a transgenni linie SIMKK-RNAi, tagRFP-TUA6 a GFP-FABD2) byly pfeneseny na BSH
médium v kulatych Petriho miskach a dale regenerovany procesem somatické

embryogeneze, vzdy na médiich bez ptidavku selekCnich antibiotik.

3.2.6 Transformace listovych explantata Medicago sativa

K listovym explantatim v 50 ml zkumavce typu Falcon s SH médiem byly pfidany 3 ml
kultury Agrobacterium tumefaciens. Explantaty spolu s bakteridlni kulturou byly
promichany jemnym kyvavym pohybem a ponechany 30 min v klidu ve tmé. Poté byly
inokulované listové explantaty pfeneseny na sterilni filtracni papir, osuseny od zbytku
média a umistény na BSH médium. Kulaté Petriho misky s explantaty a bakteriemi byly
prekryty filtraGnim papirem, pro sniZeni intenzity svétla na cca 30 pE-m2-s? a
kultivovany ve fytotronu pfi teploté 24 °C, relativni vlhkosti 70 % a fotoperiodé 16 hodin
svétlo, 8 hodin tma. Po sedmi dnech od inokulace byly explantaty oddéleny od bakterialni
kultury volnym protazenim skrz médium a nasledné 5x promyty sterilni MilliQ vodou.
Explantaty z kazdé jedné Petriho misky byly promyvany zvlast, aby se zabranilo

rozsiteni ptipadné kontaminace.



3.2.7 Regenerace rostlin procesem somatické embryogeneze

Promyté listové explantaty byly po osuSeni na sterilnim filtraCnim papife pfeneseny na
B5H médium s pridanymi selekénimi antibiotiky (ticarcilin — 500 pg-ml™”,
kanamycin — 50 pg-ml™?). Jednotlivé Petriho misky byly oznadeny a kultivovany ve
fytotronu pii teploté 24 °C, relativni vlhkosti 70 %, intenzité svétla 60-80 uE-m™2-s™
a fotoperiod€ 16 hodin svétlo, 8 hodin tma po dobu tii az Ctyt tydna pro indukci kalusu
(kalogeneze). Jednotlivé spravné vyvinuté kalusy byly nésledné preneseny na BS50
médium se selekcnimi antibiotiky a kultivovany po dobu dalSich tfi tydnt pro indukci
embryogenniho kalusu a tvorbu somatickych embryi. PIné vyvinuta somatickd embrya
byla pfenesena a 3 tydny kultivovana na MMS médiu se selekCnimi antibiotiky
k spravnému formovani a vyvoji vyhonkt a kofend. Nakonec byly jednotlivé mladé
rostlinky vyvinuté ze somatickych embryi Ciselné oznaceny, preneseny a udrzovany na
MS médiu v podminkéch in vitro. Jednotliva stadia procesu transformace a somatické
embryogeneze byla postupné snimana na kulatych Petriho miskach pomoci Zoom
stereomikroskopu a takto ziskané snimky byly dale zpracovany v programu Zen Blue 3.2
a Microsoft Power Point 365. Rostliny na hranatych Petriho miskach byly snimany

pomoci skeneru Image Scanner II1.

3.2.8 Vysev semen Arabidopsis thaliana pMAT

Sterilni semena A. thaliana pMAT byla ve sterilnim laminarnim boxu pfenesena pomoci
sterilniho paratka na povrch 2 MS média v hranatych Petriho miskach. Ptes noc byly
misky ulozeny pfi 4 °C v lednici v horizontalni poloze, pro synchronizaci kli¢eni semen
a prekonani dormace, a na druhy den pfeneseny do fytotronu a ulozeny vertikalng.
Rostliny byly kultivovany pfi teploté 24 °C, intenzité svétla 60-80 uE-m2-s™!, relativni
vlhkosti 70 % a fotoperiod€ 16 hodin svétlo, 8 hodin tma po dobu 2 tydnda.

3.2.9 Odbér a homogenizace vzorki

Z kazdé oznacené rostliny po transformaci a vSech rostlin slouzicich jako kontroly bylo
ve sterilnim laminarnim boxu odebrano 6-9 listi a vloZeno do tfeci misky. Pomoci
tloucku a tekutého dusiku byly listy rozdrceny na jemny prasek, a ten byl nasledné
prenesen do predem vychlazené a oznacené 2ml mikrozkumavky typu Eppendorf.
Z transgennich rostlin 4. thaliana pMAT byly zvlast odebrany kofeny a nadzemni Cast.
Mikrozkumavky s odebranymi vzorky byly ithned zmrazeny v tekutém dusiku a ulozeny
na -80 °C. Po homogenizaci kazdého vzorku byly veskeré pouzité nastroje oCistény 96%

ethanolem.



3.2.10 Extrakce proteinu

Vzorky po homogenizaci byly extrahovany v kompletnim extrakénim pufru (EB). Tésné
pted pouzitim, bylo do pfedem pfipraveného extrakéniho pufru (E), pfidano Cinidlo DTT,
pro redukci a rozruseni disulfidickych vazeb, inhibitor proteas cOmplete™ a inhibitor
fosfatas PhosSTOP™. Homogenizované vzorky v oznaéenych mikrozkumavkach byly
pfedem zvazeny na analytickych vahach a nasledné vlozeny do ledu. Ke kazdému vzorku
bylo pfidano piislusné mnozstvi kompletniho EB, v poméru 200 pl EB na 100 mg vzorku.
Mikrozkumavky obsahujici vzniklou smés byly vortexovany, ulozeny do ledu
a ponechany 30 min extrahovat. Béhem extrakce byla smés vzdy 3x protfepana.
V meziase byla centrifuga predchlazena na 4 °C a nasledné byly vzorky
v mikrozkumavkach centrifugovany pii 13 000 g po dobu 20 minut. Poté byl vznikly
supernatant prenesen pipetou se sterilni Spickou do Cisté a predem oznacené 2ml
mikrozkumavky typu Eppendorf. Mikrozkumavky se supernatanty byly opét vlozeny do
centrifugy na 10 min pfi 13 000 g a 4 °C. Vysledny supernatant byl poté piepipetovan do
pfedem popsanych 0,06ml mikrozkumavek a ulozen do ledu. V pfipad€ pifitomnosti

uvolnénych pevnych Castic byl krok centrifugace zopakovan.

3.2.11 Méreni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinti byla méfena metodou dle Bradforda (Bradford, 1976). Pro méfeni
byla vyuzita Cistd mikrotitraéni desticka s 96 jamkami. Nejprve byl pfipraven roztok
¢inidla Protein Assay Dye Reagent Concentrate 5x, obsahujici Coomassie Brilliant Blue
G-250, a MilliQ vody v poméru 1:4. Do kazdé jamky, ve které bylo provadéno méfeni,
bylo napipetovano 299 ul ptipraveného roztoku a nasledné pridan 1 pl vzorku v podobé
proteinového extraktu. V pripadé blanku byl piidan 1 ul EB. Obsah kazdé jamky byl
dikladné promichan pipetou se sterilni Spickou a inkubovan pii laboratorni teploté
po dobu 10 minut. Absorbance byla méfena spektrofotometricky pfi 595 nm za pomoci
softwaru i-control 2.0™. Kazdy vzorek byl méfen ve 3 technickych opakovanich
a kvantifikace byla provedena pomoci kalibraéni kiivky. Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky
byly pouzity roztoky BSA o znamé koncentraci. Ziskana data byla zpracovana

v programu Microsoft Excel 365.

3.2.12 Priprava vzorku pro naneseni na gel

Nejprve byl v digestofi pfipraven nanaseci pufr smichanim 4x Laemmli pufru s 2-
merkaptoethanolem v poméru 9:1. Do pfedem oznacenych Cistych 1,5ml mikrozkumavek

byl vzdy pipetovan extrakt proteini a nanaseci pufr v pomeéru 3:1. Pfipravena smés byla
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peclivé promichéana na vortexu, vloZzena do termobloku a povatena pii 95 °C po dobu 7

minut.

3.2.13 Priprava Bio-Rad TGX Stain-Free™ FastCast™ gelu

Pted samotnou piipravou TGX Stain-Free™ FastCast™ geld byla skla ocisténa 96%
ethanolem a slozena do aparatury. Pro kontrolu dostateCného té€snéni aparatury, byla
do prostoru mezi skly nalita destilovana voda a jeji hladina byla pozorovana po dobu asi
5 minut. Pokud doslo k vyteCeni vody, byla cela aparatura rozebrana a opétovné
sestavena. Nasledné byla voda odlita a prostor vysusen plynnym dusikem a kouskem
filtracniho papiru. Roztoky pro rozdélovaci i zaostfovaci gel byly pfipraveny pomoci
soupravy TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 10% dle pokyna vyrobce (Tab. 1).
Nejprve byl do prostoru mezi skla, cca 1,5 cm pod horni okraj, nanesen Pasteurovou
pipetou roztok pro délici gel. Thned poté byl zbyvajici prostor vyplnén roztokem gelu
zaostfovaciho a nahoru umistén hiebinek pro vytvoreni jamek. Polymerizace gelu trvala

pfiblizn€ 30-45 minut.

Tab. 1: Pfiprava 1,5mm 10% Bio-Rad TGX Stain-Free™ FastCast™ gelu.

Separacni gel (10 ml) Zaostrovaci gel (3 ml)
Roztok separac¢niho gelu A S5ml Roztok zaostfovaciho gelu A 1,5 ml
Roztok separacniho gelu B S5ml Roztok zaostfovaciho gelu B 1,5 ml
TEMED 5ul TEMED 3l
APS 10% 50 ul APS 10% 15 ul

3.2.14 Gelova elektroforéza v pritomnosti dodecylsiranu sodného

Po zatuhnuti gelu byla poskladana elektroforetickd aparatura a umisténa do pfipravené
vany. Aparatura i vana byly zality running pufrem po znacici risku a z gelu byl odebran
hiebinek, tak aby doslo k zaliti jednotlivych jamek. Do prvni jamky bylo napipetovano
5ul proteinového standardu (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards).
Do zbyvajicich jamek bylo naneseno 30 pg proteinového vzorku. Nasledné byla
aparatura piipojena k elektrickému zdroji a proteiny byly separovany nejprve 15 minut
pii 100 V, a poté piiblizn€ 50 minut pfi 150 V, v zavislosti na molekulové hmotnosti
hledanych proteini. Gel byl zdokumentovan pomoci dokumentacniho pfistroje
ChemiDoc™ MP Imaging System s vyuzitim protokolu pro Stain-Free gely a programu

Image Lab, pro kontrolu naneseni jednotné koncentrace proteind.



3.2.15 Pienos proteini na membranu

Po dokonceni elektroforetické separace byl proveden pienos separovanych proteint
na polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu o velikosti 8,5 x 6 cm. Pfed pfenosem
byla membrana aktivovana ve 100% methanolu (30 sekund), a poté inkubovéna v pfedem
pfipraveném transfer pufru po dobu 10 minut. Do transfer pufru byly vlozeny také dveé
plastové houby, Sest filtranich papird a gel po separaci. Po inkubaci jednotlivych
komponent byla sestavena kazeta urCena pro prenos proteint, v podobé zvlhcené plastové
houby, tfi filtracnich papirt, gelu, membrany a opét tii filtracnich papiri a plastové
houby. Za pomoci plastového valecku byly odstranény vzduchové bublinky a kazeta byla
zajisténa proti otevieni. PecClivé slozena kazeta byla vlozena do aparatury a spolecné
s chladici vlozkou umisténa do elektroforetické vany. Vana byla naplnéna transfer
pufrem po znacici risku a umisténa do lednice. Pfenos probihal ptes noc (17 hodin) pfi
konstantnim napéti 24 V, a poté jesté dalsi hodinu pii 80 V. Nasledné byla membrana
na 10-15 sekund ponotena do barviciho roztoku 0,2% Ponceau S pro kontrolu pfenosu a
naneseni jednotné koncentrace proteind. Nakonec byla membrana promyta a odbarvena

ttepanim v MilliQ vodé po dobu 3x5 min, a nasledné 2x10 min v TBS-T pufru.

3.2.16 Blokace nespecifickych vazeb a aplikace protiliatek

Po promyti a odbarveni byly membrany blokovany pro zabranéni nespecifickému
navazani primarni protilatky. K blokaci byl pouzit roztok 4% BSA a 4% odtucnéného
suSeného mléka v TBS-T. V pripadé aplikace protilatky proti tubulinu a byl k blokaci
pouzit roztok pouze 4% odtucnéného suSeného mléka v TBS-T. Membrany byly
blokovany v lednici po dobu 8 h za mirného pohybu tfepani (SRPM). Nasledné byly 2x
promyty roztokem TBS-T a inkubovany v roztoku s priméarni protilatkou na tfepacce pfi
pomalém pohybu tiepani. Redéni a doba inkubace zavisela na pouzité primarni protilatce.
Protilatka proti MPK6 byla fedéna 1:15000 v 4% roztoku BSA v TBS-T a inkubovana
ptes noc pii 4 °C. Protilatka proti tagRFP byla fedéna 1:2000 v roztoku 1% BSA a 1%
mléka v TBS-T a inkubovana pfes noc pii 4 °C. Protilatka proti tubulinu o byla fedéna
1:1000 v 1% roztoku mléka v TBS-T a inkubovana pies noc pii 4 °C. Protilatka proti
GFP byla fedéna 1:1000 v 1% roztoku BSA v TBS-T a inkubovana 1 h pii laboratorni
teploté. Protilatka proti aktinu byla fedéna 1:5000 v 1% roztoku BSA v TBS-T
a inkubovana po dobu 2 h, opét pii laboratorni teploté. Po inkubaci byl roztok primarni
protilatky odlit a membrany byly promyty 5x10 min v TBS-T na tfepacce pfi rychlém
pohybu tepani (40-50 RPM). Nasledné byl na membrany aplikovan roztok sekundarni



protilatky s konjugovanou kienovou peroxidasou. Sekundarni protilatky byly fedény
1:5000 v 2% roztoku BSA v TBS-T a inkubovany 1,5 h pfi laboratorni teploté a za
mirného pohybu tfepani. Nakonec byly membrany rychlym pohybem tfepani promyty
roztokem TBS-T 3x8 minut.

3.2.17 Detekce proteini

Pro detekci a vizualizaci znaCenych proteint byl pouzit komercni roztok Clarity Western
ECL Substrate ptipraveny dle pokynt vyrobce. Roztok byl pfipravovan vzdy cerstvy
a bezprostredné pred detekci. Membrana byla vlozena do Cisté hranaté plastové misky
a ECL roztok byl pomoci Pasteurovy pipety nanesen na cely jeji povrch. Inkubace
v roztoku probihala 2 minuty a nasledné byla membrana umisténa na povrch sklenéné
desky dokumenta¢niho piistroje Bio-Rad ChemiDoc™ MP. Membrana byla snimana
s vyuzitim protokolu , Chemi high sensitivity” a ,,Colorimetric a ziskany obrazovy
material byl zpracovan a vyhodnocen v programech Image Lab a ImageJ. Veskera data a

z nich vytvorené grafy byla zpracovana a vyhodnocena v programu Microsoft Excel 365.

3.2.18 Mikroskopicka analyza struktury cytoskeletu

Doprostied podlozniho skla bylo napipetovano 100 pl tekutého MS média. Do média byla
nasledné polozena odfezana ¢ast kotene, explantat byl pferyt krycim sklem a médium
bylo doplnéno tak, aby doslo k uplnému naplnéni vzniklé komurky. Na pfipravu
a naslednou stabilizaci preparati byla vyuzita oboustranna lepici paska a parafilm. Pro
mikroskopovani byly pouzity kotfeny vzdy ze tii rostlin transgenni linie tagRFP-TUA®G,
s fluorescencné znaCenymi mikrotubuly pomoci transla¢ni fize tagRFP s tubulinem a0,
a transgenni linie GFP-FABD?2 s fluorescenéné znaCenym aktinovym cytoskeletem,
pomoci translacni fuze GFP s aktin-vazebnou doménou 2 proteinu fimbrinu z 4. thaliana,
slouzicich jako kontrola, a dvojitych transgennich linii SIMKK-RNAi @RFP-TUAS (rostlina
& 1) a SIMKK-RNAi CFPFABDZ (rostlina &. 4), rozmnozenych procesem somatické
embryogeneze. Snimky byly pofizeny pomoci konfokalniho laserového skenovaciho
mikroskopu. Pro dokumentaci struktury, a usporadani fluorescenéné znacenych
mikrotubula byl pouzit laser pro detekci mRFP (excitace 561 nm, emisni spektrum 582-
690 nm). Pro dokumentaci struktury a dynamiky fluorescen¢né znaceného aktinu byl
pouzit laser pro detekci GFP (excitace 488 nm, emisni spektrum 495-555 nm). Ziskané
mikroskopické snimky byly déale zpracovany v programu Zen Blue 3.2, Zen Black 2.3
PS1 a Microsoft Power Point 365. Pro vyhodnoceni dynamiky aktinu byl vyuzit program
Imagel.
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4. VYSLEDKY

4.1. Transformace listovych explantata Medicago sativa ko-kultivaci
s Agrobacterium tumefaciens

4.1.1 Kultivace Agrobacterium tumefaciens

Bakterie Agrobacterium tumefaciens, kmen GV3101 nesouci vektor pHellsgatel2
SIMKKi, ur€eny pro cilenou transformaci M. sativa, byly odebrany ze zmrzlého
glycerolového roztoku a preneseny do LB média s obsahem selek¢nich antibiotik
(spectinomycin — 100 pg-ml™, rifampicin — 100 pg-ml™) v 50ml zkumavce typu Falcon.
Bakterialni suspenze byla inkubovana ve tmé, pfi 180 otackach za minutu a teploté 28 °C
pfiblizn€ 24 hodin, do dosazeni optické hustoty (ODeoo) mezi 0,6-0,8. Po nasledné
separaci bakterialnich bunék od média centrifugaci, byl supernatant vylit do odpadu
a buriky byly resuspendovany v ¢istém LB médiu pro dosazeni optické hustoty ODsoo =

0,7.

4.1.2 Transformace listovych explantata Medicago sativa

Sterilni listové explantaty M. sativa transgennich linii GFP-FABD?2 a tagRFP-TUAG byly
inokulovany kulturou Agrobacterium tumefaciens s piisluSnym vektorem, dobie
promichany a ponechany 30 minut v klidu ve tmé. Nasledné byly explantaty osuSeny na
sterilnim filtraCnim papife a pfeneseny na BSH médium (Obr. 2E, F). Petriho misky s
explantaty a bakteriemi byly prekryty filtracnim papirem a ko-kultivovany ve fytotronu
pii teploté 24 °C, relativni vlhkosti 70 %, snizené intenzité svétla cca 30 pE-m™2-s’
a fotoperiod¢ 16 hodin svétlo, 8 hodin tma. Sedm dni po inokulaci (Obr. 3E, F) byly
explantaty oddeleny od bakterialni kultury a opakované promyty sterilni MilliQ vodou.
Proces ko-kultivace byl dokumentovan pomoci Zoom stereomikroskopu. Listové
explantaty rostlin, slouzicich jako kontrola, tedy kultivar Regen-SY (Obr. 2A, 3A) a
transgenni linie SIMKK-RNAi (Obr. 2D, 3D), GFP-FABD2 (Obr. 2B, 3B) a tagRFP-
TUAG6 (Obr. 2C, 3C) byly po sterilizaci ihned pfeneseny na BSH médium a dale

kultivovany za stejnych podminek.
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Regen-SY GFP-FABD2 tagRFP-TUAG6 C
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SIMKK-RNAi D) gpmkk-RNAi & 00 B} SIMKKSRNA

Obrazek 2. Listové explantaty M. sativa (A) kultivar Regen-SY, (B) GFP-FABD?2, (C) tagRFP-
TUAG6, (D) SIMKK-RNAi 1. den kultivace na BSH médiu. Transformované listové explantaty (E)
SIMKK-RNAi CFPFABD2 - (F) SIMKK-RNAi @RFP-TUAC na BSH médiu 1. den ko-kultivace
s Agrobacterium tumefaciens. Métitko 2 mm.

GFP-FABD2 tagRFP-TUA6 ©

SIMKK-RNAi E| sivkk-rNA; "N TUAC F

o

Obrazek 3. Listové explantaty M. sativa (A) kultivar Regen-SY, (B) GFP-FABD2, (C) tagRFP-
TUAG6, (D) SIMKK-RNAi po 7 dnech kultivace na BSH médiu. Transformované listové explantaty
(E) SIMKK-RNAi CFP-FABD2 (F) SIMKK-RNAi @RFP-TUAS ng BSH médiu po 7 dnech ko-kultivace
s Agrobacterium tumefaciens. Mé&titko 2 mm.
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4.1.3 Regenerace rostlin procesem somatické embryogeneze

Promyté listové explantaty byly osusSeny o sterilni filtracni papir a pfeneseny na Cerstvé
sterilni BSH médium se selekénimi antibiotiky (ticarcilin — 500 ug-ml™, kanamycin —
50 ug'ml™!; Obr. 4E, F). Kultivace explantatd na BSH médiu obsahujicim rostlinné
hormony probihala po dobu tfi az Ctyf tydn(i a vedla k aktivaci somatickych bunék
a nasledné kalogenezi (Obr. 5, 6). Jednotlivé kalusy byly nasledné pfeneseny na B50
médium se selekénimi antibiotiky, avSak bez obsahu hormonu a kultivovany po dobu
dalsich tfi tydnd. Béhem kultivace dochazelo na kalusech k indukci a postupnému vyvoji
somatickych embryi (Obr. 7, 8). Somatickd embrya v torpédovitém stadiu vyvoje byla
postupné prenasena a kultivovana na MMS médiu se selekCnimi antibiotiky, které je
bohaté na aminokyseliny a vitaminy. Nakonec byly mladé rostlinky Ciseln€ oznaceny,
pfeneseny a udrzovany na MS médiu v in vitro podminkach (Obr. 9). Rostliny byly
kultivovany ve fytotronu pfi teploté 24 °C, relativni vlhkosti 70 %, intenzité svétla 60—
80 uE-m2s! a fotoperiodé 16 hodin svétlo, 8 hodin tma. Listové explantaty rostlin,
slouzicich jako kontrola (kultivar Regen-SY a transgenni linie SIMKK-RNAi, GFP-
FABD2 a tagRFP-TUAG6) byly po promyti regenerovany procesem somatické
embryogeneze, vzdy na médiich bez pfidavku selekCnich antibiotik a kultivovany
za stejnych podminek. Jako negativni kontrola slouzily explantaty M. sativa kultivar
Regen-SY (Obr 5A-C; 7A-C; 9A) a transgenni linie SIMKK-RNAi (Obr. 5D-F; 7D-F;
9D). Jako pozitivni kontrola pak transgenni linie GFP-FABD2 (Obr. 6A, E; 8A, E; 9B) a
tagRFP-TUA6 (Obr. 6B, F; 8B, F; 9C). Cely proces regenerace rostlin M. sativa
somatickou embryogenezi byl sniman pomoci mikrosnimkti ze Zoom stereomikroskopu,

nebo pomoci skeneru Image Scanner II1.
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Obrazek 4. Listové explantaty M. sativa (A) kultivar Regen-SY, (B) GFP-FABD2, (C) tagRFP-
TUAG®6, (D) SIMKK-RNAi po promyti a pfeneseni na cerstvé BSH médium. Transformované listové
explantaty (E) SIMKK-RNAi SFPFABD2 (F) SIMKK-RNAi @eRFP-TUAS o promyti a pfeneseni na
¢erstvé BSH médium se selekénimi antibiotiky. Méfitko 2 mm.

GFP B

Regen-SY

SIMKK-RNAi

GFP E
Obrazek 5. Indukce kalusu u listovych explantati M. sativa po 14 dnech kultivace na BSH médiu.

Kultivar Regen-SY (nahofe), transgenni linie SIMKK-RNAi (dole). A, D — prochazejici svétlo (BF);
B, E — fluorescencni kanal pro GFP; C, F — fluorescenéni kanal pro tagRFP. M¢ftitko 1 mm.



GFP-FABD2 tagRFP-TUAG

GFP-FABD2 tagRFP-TUAG SIMKK-RNAi SIMKK-RNAi

Obrazek 6. Indukce kalusu u listovych explantati M. sativa transgenni linie GFP-FABD?2 (A, E),
tagRFP-TUAG6 (B, F), SIMKK-RNAi CFfP-FABD2 (C | G), SIMKK-RNAi #eRFP-TUAS (D H) po 14 dnech
kultivace na BSH médiu (A, B, E, F) / BSH médiu se selekénimi antibiotiky (C, D, G, H). A-D —
prochazejici svétlo (BF); E, G — fluorescencni kanal pro GFP; F, H — fluorescenéni kanal pro
tagRFP. M¢ritko 1 mm.

Regen-SY

SIMKK-RNAi

Obrazek 7. Indukce embryogenniho kalusu a somatickych embryi M. sativa po 10 dnech kultivace
na B50 médiu. Kultivar Regen-SY (nahote), transgenni linie SIMKK-RNAi (dole). A, D —
prochazejici svétlo (BF); B, E — fluorescencni kanal pro GFP; C, F — fluorescenéni kanal pro
tagRFP. M¢ritko 1 mm.
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GFP-FABD2 tagRFP-TUAG

GFP-FABD2 tagRFP-TUA6 SIMKK-RNAi SIMKK-RNAi

BF

Obrazek 8. Indukce embryogenniho kalusu a somatickych embryi M. sativa transgenni linie GFP-
FABD?2 (A, E), tagRFP-TUAG6 (B, F), SIMKK-RNAi SFPFABD2 (C | G), SIMKK-RNAi @REP-TUAS (D
H) po 10 dnech kultivace na BS0 médiu (A, B, E, F) / B50 médiu se selekénimi antibiotiky (C, D,
G, H). A-D - prochazejici svétlo (BF); E, G — fluorescencni kanal pro GFP; F, H — fluorescencni
kanal pro tagRFP. M¢fitko 1 mm.

Obrazek 9. In vitro kultivace rostlin M. sativa (A) kultivar Regen-SY, (B) GFP-FABD2, (C)
tagRFP-TUAG6, (D) SIMKK-RNAi, (E) SIMKK-RNAi SFPFABD2 (F) SIMKK-RNAi “eRFP-TUAC na MS
meédiu. Méfitko 2 cm.
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4.2 Kvalitativni a kvantitativni determinace zmén produkce proteinu
SIMK v transgennich rostlinach

Zrostlin M. sativa SIMKK-RNAi @eRFP-TUAS 5 SINMKK-RNAi CFPFABD2 - zigkanych
po transformaci transgennich linii s produkci tagRFP-TUA6 a GFP-FABD2 bakteriemi
A. tumefaciens nesouci konstrukt pHellsgate12 SIMKKI a stejné tak i z rostlin, slouzicich
jako kontroly (rostliny RSY a jednoduchych transgennich linii SIMKK-RNAi, GFP-
FABD2 a tagRFP-TUA6) byl odebran biologicky material v podobé listi.
Ke kontrolnimu stanoveni byly odebrany také vzorky listh a kofent A. thaliana
transgenni linie pMAT, stabiln€é exprimujici GFP. VeSkery biologicky material byl
nasledné zhomogenizovan a vyextrahovan. Proteinovy extrakt byl pouzit k detekci
produkce proteinu SIMK, kjehoz aktivaci dochazi pfenosem signalu z nadfazené

SIMKK.

4.2.1 Imunoblotova analyza transgennich rostlin Medicago sativa
SIMKK-RNA; 12eRFP-TUAG

Kvalitativni a semikvantitativni determinace zmén v urovni produkce proteinu SIMK
byla provedena pomoci imunoblotové analyzy proteinovych vzorkti 17 transgennich
rostlin SIMKK-RNAi @&RFP-TUAS (o7nagovany jako 1,2, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 15, 16, 19,
20, 23, 27, 28). Jako negativni kontrola (tedy bez predpokladané zmeény) slouzily
proteinové vzorky zrostlin M. sativa kultivar Regen-SY (RSY) a transgenni linie
tagRFP-TUAG6. Jako pozitivni kontrola (se znamou snizenou produkci SIMK) pak
proteinové vzorky z transgenni linie SIMKK-RNAi (SIMKKi). SIMK je protein o velikosti
46 kDa vykazujici vysokou homologii k proteinu MPK6 z A. thaliana, k jeho detekci lze
proto vyuzit komercné dostupnou protilatku anti-MPK6. Ze snimk membran specifické
detekce s navazanou primarni a sekundarni protilatkou byl vytvoren graf zavislosti
relativni intenzity past u jednotlivych kontrolnich (RSY, SIMKKi, tagRFP-TUAG)
i testovanych transgennich rostlin (TR) SIMKK-RNAi “@RFF-TUAS (Qbr 11). Z vysledki
vyplyva, ze nejnizsi produkci proteinu SIMK, srovnatelnou s produkci u kontrolnich
rostlin SIMKK-RNAi, vykazovaly transgenni rostliny SIMKK-RNAi @RFP-TUAS & 1 2 5,
7,8,9,10, 11, 15, 16, 19, 20, 23, 27 a 28 (Obr. 10, 11). U transgennich rostlin SIMKK-
RNAi @eRFP-TUAS & 6 3 12 doslo ke snizeni produkce proteinu SIMK jen ¢asteéné (Obr.
10, 11). Pouzita protilatka anti-MPK6 vykazovala uritou mirnou, ovSem znamou
nespecifitu, v jejimz disledku dochazelo také k detekci proteinu RuBisCO s velikosti cca

50 kDa (Obr. 10).
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Obrazek 10. Detekce produkce proteinu SIMK u proteinovych vzorki z listi kontrolnich rostlin
M. sativa kultivar Regen-SY, SIMKK-RNAi a tagRFP-TUAG a dvojitych transgennich rostlin M.
sativa SIMKK-RNAi @RFP-TUAC (1 2 56,7, 8,9, 10, 11, 12, 15, 16, 19, 20, 23, 27, 28) rostoucich
in vitro. Snimek stain-free gelu slouzi pro kontrolu naneseni proteint.
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Obrazek 11. Relativni intenzita pasu u jednotlivych rostlin. Semikvantitativni vyhodnoceni detekce
proteinu SIMK. K nejnizsi urovni produkce SIMK dochazelo u transgennich rostlin SIMKK-RNAi
@gRFP-TUAG & ] 25,7, 8,9, 10, 11, 15, 16, 19, 20, 23, 27 a 28. K ¢asteénému sniZeni produkce
proteinu SIMK doslo u transgennich rostlin SIMKK-RNAi @RP-TUA6 ¢ 6 3 12. TR — transgenni
rostliny M. sativa SIMKK-RNAi 2¢RFP-TUAS
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Nasledné byly stejné proteinové vzorky podrobeny imunoblotové analyze pro
detekci pritomnosti fizniho proteinu tagRFP-TUAG6, o molekulové hmotnosti pfiblizné
76 kDa (Obr. 12) a vysledky byly opét semikvantitativné vyhodnoceny (Obr. 13). Jako
negativni kontrola slouzily proteinové vzorky zrostlin M. sativa kultivar Regen-SY
(RSY) a transgenni linie SIMKK-RNAi (SIMKK?). Jako pozitivni kontrola pak slouzily
proteinové vzorky z transgenni linie tagRFP-TUAG6. Z vysledkd analyzy imunoblotu
s pouzitim protilatky anti-tagRFP vyplyva, ze k expresi fuzniho proteinu tagRFP-TUA6
dochazelo u transgennich (kontrolnich) rostlin M. sativa tagRFP-TUA6 a vSech
testovanych rostlin SIMKK-RNAi “RFP-TUAS (Obr. 12, 13). K nejvyssi expresi fizniho
proteinu dochazelo u transgennich rostlin SIMKK-RNAi @RFP-TUAS ¢ 6.3 12 (Obr. 12, 13),
u nichz zaroven doslo jen k ¢aste€nému snizeni produkce proteinu SIMK (Obr. 10, 11),
a u rostliny €. 8. Protilatka anti-tagRFP opakované vykazovala vysokou nespecifitu.

Nakonec byla u vSech proteinovych vzorkl provedena imunoblotova analyza
na pfitomnost proteinu tubulinu a, o molekulové hmotnosti ptiblizné 50 kDa (Obr. 14)
a detekce proteinu byla nasledné semikvantitativné vyhodnocena (Obr. 15). K detekci
tubulinu o byla vyuzita protilatka anti-tubulin a. Z vysledka je patrné, ze k jeho expresi
dochazelo u vSech rostlin, slouzicich jako kontrola (kultivar Regen-SY a transgenni linie
SIMKK-RNAi a tagRFP-TUAG6) i u vsech testovanych rostlin SIMKK-RNAi @RFP-TUAS
(Obr. 14, 15).
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Obrazek 12. Detekce fuzniho proteinu tagRFP-TUAG6 a proteinu tagRFP u proteinovych vzorku
z listt kontrolnich rostlin M. sativa kultivar Regen-SY, SIMKK-RNAi a tagRFP-TUAG6 a dvojitych
transgennich rostlin M. sativa SIMKK-RNAi @REP-TUAS (1 25 6,7,8,9, 10, 11, 12, 15, 16, 19, 20,
23, 27, 28) rostoucich in vitro. Snimek stain-free gelu slouzi pro kontrolu naneseni proteind.
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Obrazek 13. Relativni intenzita pasu u jednotlivych rostlin. Semikvantitativni vyhodnoceni detekce
fizniho proteinu tagRFP-TUAG6. K nejvyssi expresi fuzniho proteinu dochazelo u transgennich

rostlin SIMKK-RNAi #eRFP-TUAG ¢ 6 8 3 12. TR — transgenni rostliny M. sativa SIMKK-RNAi “€RF?-
TUAG
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Obrazek 14. Detekce proteinu tubulinu o u proteinovych vzorku zlisti kontrolnich rostlin
M. sativa kultivar Regen-SY, SIMKK-RNAi a tagRFP-TUA6 a dvojitych transgennich rostlin
M. sativa SIMKK-RNAi @eRFP-TUAS (1 2 5.6.7,8.9,10, 11,12, 15,16, 19, 20,23, 27, 28) rostoucich
in vitro. Snimek stain-free gelu slouzi pro kontrolu naneseni proteint.
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Obrazek 15. Relativni intenzita pasu u jednotlivych rostlin. Semikvantitativni vyhodnoceni detekce
proteinu tubulinu o. K expresi tubulinu a dochazelo u vSech kontrolnich (RSY, SIMKKi, tag-RFP-
TUAG) i testovanych rostlin SIMKK-RNAi @RFF-TUAS TR — transgenni rostliny M. sativa SIMKK-
RNAi tagRFP-TUAG.
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4.2.2 Imunoblotova analyza transgennich rostlin Medicago sativa
SIMKK-RNAi C¥P-FABD2

Kvalitativni a semikvantitativni determinace zmén v urovni produkce proteinu SIMK
byla provedena pomoci imunoblotové analyzy proteinovych vzorkd 7 dvojitych
transgennich rostlin SIMKK-RNAi SFPFABD (oznagovany jako 1, 3, 4, 6, 34, 43, 44). Jako
negativni kontrola slouzily proteinové vzorky zrostlin M. sativa kultivar Regen-SY
(RSY) a transgenni linie GFP-FABD2. Jako pozitivni kontrola pak slouzily proteinové
vzorky ztransgenni linie SIMKK-RNAi (SIMKKi). K detekci proteinu SIMK,
o molekulové hmotnosti 46 kDa, byla vyuzita protilatka anti-MPK6. Ze snimki membran
specifické detekce s navazanou protilatkou byl nasledné€ vytvoren graf zavislosti relativni
intenzity past u jednotlivych kontrolnich (RSY, SIMKKi, GFP-FABD2) i dvojitych
transgennich rostlin (TR) SIMKK-RNAi SFFFABD2 (Qbr. 17). Z vysledkli vyplyva, ze
nejnizsi produkei proteinu SIMK, témét srovnatelnou s produkci u kontrolnich rostlin
SIMKK-RNAi, vykazovala transgenni rostlina SIMKK-RNAi SFFFABD2 ¢ 4 (Obr. 16, 17).
U ostatnich transgennich rostlin SIMKK-RNAi SFPFABD2 doglo ke snizeni produkce
proteinu SIMK jen Castecne¢, a to sestupné v poradi rostlin €.: 6, 43,34, 44,3 a1 (Obr. 17).
Jak jiz bylo zminéno, pouzitd protilatka anti-MPK6 vykazovala uritou nespecifitu,
v jejimz dasledku dochazelo také k detekci proteinu RuBisCO s velikosti cca 50 kDa
(Obr. 16).
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Obrazek 16. Detekce produkce proteinu SIMK u proteinovych vzorku z listu kontrolnich rostlin
M. sativa kultivar Regen-SY, SIMKK-RNAi a GFP-FABD2 a dvojitych transgennich rostlin M.
sativa SIMKK-RNAi SFPFABD2 (1 34 6, 34, 43, 44) rostoucich in vitro. Snimek stain-free gelu
slouzi pro kontrolu naneseni proteinii.
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Obrazek 17. Relativni intenzita pasu u jednotlivych rostlin. Semikvantitativni vyhodnoceni
detekce proteina SIMK. K nejnizsi urovni produkce SIMK dochazelo u transgenni rostliny €. 4.
K &asteénému snizeni produkce proteinu SIMK doslo u transgennich rostlin SIMKK-RNAi ©FF-
FABD2 (sestupng): €. 6, 43, 34, 3, 1. TR — transgenni rostliny M. sativa SIMKK-RNAi CFP-FABD2

Nasledné byly proteinové vzorky podrobeny imunoblotové analyze pro detekci
pfitomnosti fuzniho proteinu GFP-FABD2, o molekulové hmotnosti piiblizné 69 kDa
(Obr. 18), a vysledky byly opét semikvantitativné vyhodnoceny (Obr. 19). Jako negativni
kontrola slouzily proteinové vzorky zrostlin M. sativa kultivar Regen-SY (RSY)
a transgenni linie SIMKK-RNAi (SIMKKi). Jako pozitivni kontrola pak slouzily
proteinové vzorky z transgenni linie GFP-FABD?2 a vzorky z listd a kofent A. thaliana
transgenni linie pMAT, stabilné exprimujici GFP (27 kDa). Do analyzy nebyla zahrnuta
transgenni rostlina ¢. 34, z divodu jejiho uhynuti v disledku bakterialni kontaminace.
Z vysledka analyzy imunoblotu s pouzitim protilatky anti-GFP vyplyva, ze k expresi
fazniho proteinu GFP-FABD2 dochazelo jak u kontrolnich transgennich rostlin M. sativa
GFP-FABD?2, tak i vSech testovanych rostlin SIMKK-RNAi SFP-FABD2 (Qbr. 18, 19).
Exprese fuzniho proteinu u dvojitych transgennich linii SIMKK-RNAi SFPFABD2 ygak byla,
v porovnani s kontrolou (GFP-FABD2), zna¢né snizena (Obr. 18, 19). Vysledky
imunoblotu s protilatkou anti-GFP byly 1 pfi dlouhém expozic¢nim casu velice slabé
detekovatelné a protilatka opakované vykazovala urcitou nespecifitu.

Nakonec byla u stejnych proteinovych vzorki provedena imunoblotova analyza

na piitomnost proteinu aktinu, o molekulové hmotnosti pfiblizné 42 kDa (Obr. 20)



a detekce proteinu byla nasledné semikvantitativné vyhodnocena (Obr. 21). K detekci
aktinu byla vyuzita protilatka anti-aktin. Z vysledku je patré, Zze k jeho expresi dochazelo
u vSech rostlin M. sativa, slouzicich jako kontrola (kultivar Regen-SY a transgenni linie
SIMKK-RNAi a GFP-FABD2), u rostlin A. thaliana transgenni linie pMAT, i vSech
testovanych rostlin SIMKK-RNAi SFPFABD2 (Qbr. 20, 21).
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Obrazek 18. Detekce fiizniho proteinu GFP-FABD2 a proteinu GFP u proteinovych vzorka z listu
kontrolnich rostlin M. sativa kultivar Regen-SY, SIMKK-RNAi a GFP-FABD2 a dvojitych
transgennich rostlin M. sativa SIMKK-RNAi SFPFABD2 (1 3 4 6, 43, 44) a proteinovych vzorki z
listi (L) a kotenti (K) A. thaliana transgenni linie pMAT, stabiln¢ exprimujici GFP, rostoucich in
vitro. Snimek stain-free gelu slouzi pro kontrolu naneseni proteind.
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Obrazek 19. Relativni intenzita past u jednotlivych rostlin. Semikvantitativni vyhodnoceni detekce
fazniho proteinu GFP-FABD?2. K expresi fizniho proteinu GFP-FABD2 dochazelo u kontrolnich
rostlin M. sativa GFP-FABD?2 a viech testovanych rostlin SIMKK-RNAi SFP-FABD2 TR — transgenni
rostliny M. sativa SIMKK-RNAi CFPFABD2,
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Obrazek 20. Detekce proteinu aktinu u proteinovych vzorku z listt kontrolnich rostlin M. sativa
kultivar Regen-SY, SIMKK-RNAi a GFP-FABD2 a dvojitych transgennich rostlin M. sativa
SIMKK-RNAi SFP-FABD2 (1 3 4.6, 43, 44) a proteinovych vzorki z lista (L) a kofenu (K) A. thaliana
transgenni linie pMAT, stabiln¢ exprimujici GFP, rostoucich in vitro. Snimek stain-free gelu slouzi
pro kontrolu naneseni proteinil.
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Obrazek 21. Relativni intenzita pasu u jednotlivych rostlin. Semikvantitativni vyhodnoceni detekce
proteinu aktinu. K expresi dochazelo u vSech rostlin M. sativa, slouzicich jako kontrola (kultivar
Regen-SY a transgenni linie SIMKK-RNAi a GFP-FABD?2), u rostlin 4. thaliana transgenni linie
pMAT i vsech testovanych rostlin SIMKK-RNAi SFP-FABD2 TR — transgenni rostliny M. sativa
SIMKK-RNAi CFP-FABD2

4.3 Mikroskopicka analyza cytoskeletu transgennich rostlin Medicago
sativa

4.3.1 Mikroskopicka analyza mikrotubulového cytoskeletu rostlin M.
sativa SIMKK-RNA| *8RFP-TUAS

Pro dokumentaci struktury a uspotradani mikrotululového cytoskeletu byly pouzity
explantaty kofeni ze tfi rostlin transgenni linie tagRFP-TUAG, s fluorescencné
znaenymi mikrotubuly pomoci translacni fuze tagRFP k tubulinu 06. Tyto vzorky
slouzily jako kontrola, a byly porovnavany se vzorky tfi rostlin dvojité transgenni linie
SIMKK-RNAi @&RFP-TUAS (rotlina &. 1), rozmnozenych pomoci somatické embryogeneze.
Z dvojitych transgennich linii byla jako reprezentativni vybrana rostlina Cislo 1, protoze
pti predchozich biochemickych analyzach vykazovala snizenou produkci proteinu SIMK,
na urovei srovnatelnou s produkci u kontrolnich rostlin SIMKK-RNAi (Obr. 11). Zaroven
tato rostlina vykazovala prumérnou hodnotu produkce fuzniho proteinu tagRFP-TUAG6
(Obr. 13) a proteinu tubulinu a (Obr. 15). Pfipravené preparaty byly snimany pomoci

konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu. Pro dokumentaci fluorescencné
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znaCenych mikrotubult byl pouzit laser 561 nm, pro detekci mRFP (excitace 561 nm,
emisni spektrum 582-690 nm).

Mikroskopickou analyzou kotent rostlin M. sativa transgenni linie tagRFP-TUAG6
slouzici jako kontrola (Obr. 22A, B), a dvojité transgenni linie SIMKK-RNAi @eRFP-TUAS
(Obr. 22C, D) byla zdokumentovana a porovnavana struktura a usporadani
mikrotubulového cytoskeletu. Jednotlivé mikroskopické snimky mikrotubulového
cytoskeletu ukazaly mezi liniemi urcité rozdily. K analyze byly vybrany epiderméalni
buriky kofene, nachazejici se v terminalni fazi elongace. U transgenni linie tagRFP-TUA6
byly kortikalni mikrotubuly v pozorovanych buikéach uspofadany jednotlivé nebo
v jednoduchych svazcich, byly delsi a jejich orientace byla po celé kortikalni vrstvé
podobna, tedy kolma vzhledem k ose elongace bunek (Obr. 22A, B). Naproti tomu
u dvojité transgenni linie SIMKK-RNAi WRFP-TUAS  byly  pozorované  kortikalni
mikrotubuly kratsi, Casto navazané na sebe a spojené do silngjSich svazka. Jejich
orientace v kortexu bun€k byla mirné€ odlisna se znacnymi odchylkami od kolmé roviny

(Obr. 22C, D).

-
-
Obrazek 22. Struktura a usporadani mikrotubull v kortikalni ¢asti epidermalnich bunck kotene

M. sativa transgenni linie tagRFP-TUAG6 (A, B) a dvoyjité transgenni linie SIMKK-RNAi #eRFP-
TUAS (C, D). Mgiitko 10 pm




4.3.2 Mikroskopicka analyza aktinového cytoskeletu rostlin M. sativa
SIMKK-RNAi C¥P-FABD2

Pro dokumentaci struktury, uspofadani a dynamiky aktinového cytoskeletu byly pouzity
explantaty kofenu ze tii rostlin transgenni linie GFP-FABD2, s fluorescencné znacenym
aktinovym cytoskeletem, pomoci transla¢ni fize GFP k aktin-vazebné doméné 2 proteinu
fimbrinu z 4. thaliana, slouzicich jako kontrola, a tii rostlin dvojité transgenni linie
SIMKK-RNAi SFFFABD2 (rostlina &. 4), rozmnozenych pomoci somatické embryogeneze.
Z dvojitych transgennich linii byla vybrana rostlina Cislo 4, protoze pii predchozich
biochemickych analyzach vykazovala nejniz§i produkci proteinu SIMK, témer
srovnatelnou s produkci u kontrolnich rostlin SIMKK-RNAi (Obr. 17). Pfipravené
preparaty byly snimany pomoci konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu.
K analyze byly vybrany epidermalni buriky kofene, nachazejici se v terminalni fazi
elongace a v zoné diferenciace kofenovych vlaski. Pro dokumentaci fluorescencné
znaceného aktinu byl pouzit laser 488 nm pro detekci GFP (excitace 488 nm, emisni
spektrum 495-555 nm).

Mikroskopickou analyzou kofent rostlin M. sativa transgenni linie GFP-FABD2
slouzici jako kontrola (Obr. 23A-B; 24 A-D), a dvojité transgenni linie SIMKK-RNAi °F*-
FABD2 (Obr. 23C-D; 24E-F) byla zdokumentovana a porovnavana struktura, usporadani
a dynamika aktinového cytoskeletu. Pro stanoveni dynamiky aktinu (Obr. 24) bylo
vyuzito Casosbérné snimani, a pro nasledné vyhodnoceni byly pouzity Casové useky
na zacatku (0 min), uprostted (3 min/8 min) a konci (6 min/16 min) snimani. Na kazdém
snimku z urCené Casové sekvence byl cytoskelet oznacen jinou barvou (zelena pro
zacatek, modra pro stfed a Cervena pro konec sniméani) a nasledné byly snimky vzajemné
prekryty a spojeny do jednoho obrazku (Obr. 24D, H). Aktinova vlakna, ktera byla
dynamicka se na spojeném snimku nepiekryvaji, zobrazuji se tedy rtznobarevné
(v obrazku jsou vyznacena Sipkami). Naproti tomu vlakna, ktera jsou po celou dobu
snimani vice staticka, se na spojeném snimku vyrazné piekryji, v dusledku ¢ehoz se jevi
jako bila (dusledek prekryvu vSech barev) a jsou oznaCena hroty Sipek (Obr. 24D, H).
Jednotlivé mikroskopické snimky ukéazaly mezi liniemi ur€ité rozdily, jak ve struktufe,
tak dynamice aktinu. U transgenni linie GFP-FABD2 (Obr. 23A, B) byla aktinova vlakna
v burikach pozorovana zejména kolem jader (na obrazku jadra vyznacena pierusovanou
bilou carou), kde vytvarela typickou sit’ (tzv. aktinovy kos) kolem jadra. Naproti tomu
u dvojité transgenni linie SIMKK-RNAi SFP-FABD2 (Qbr, 23C, D) nebyla tato aktinova sit

kolem jader piiliS vyrazna a aktinova vlakna byla v buiice spise rovnomémeé rozlozena.

58



Z vysledka Casosbérného snimani je patrné, ze aktinovy cytoskelet dvojité transgenni
linie SIMKK-RNAi SFPFABD2 (Obr. 23H) je vice svazkovany nejen kolem jader, ale
1 v ostatnich Castech buiiky, a v porovnani s transgenni linii GFP-FABD2 (Obr. 23D) je

predev§im v hrubsich svazcich méné dynamicky.

Obrazek 23. Struktura a usporadani aktinovych vlaken v kortikalni (povrchové) casti (A, C)
a centralni ¢asti (B, D) epidermalnich bun¢k kotfene M. sativa transgenni linie GFP-FABD2 (A, B)
a dvojité transgenni linic SIMKK-RNAi FPFABP2 (C, D). Sipky ukazuji buiiky lateralni éepicky
kotene, hroty Sipek ukazuji epidermalni buriky, kfizky znaci kofenové vlasky, prerusovana bila
¢ara znaci jadro. M¢ritko 20 um (A), 10 um (B-D).
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Obrazek 24. Tii vybrané Casové intervaly a jejich prekryv ke stanoveni dynamiky aktinového
cytoskeletu epidermalnich bun¢k kofene M. sativa transgenni linie GFP-FABD2 (A-D) a dvojité
transgenni linie SIMKK-RNAi CPFABD2 (E_H). A, E — zagatek snimani; B, F — stfed snimani; C, G
— ukonéeni ¢asového snimani; D, H — piekryv tii kanala. Sipky ukazuji dynamicka vlakna aktinu.
Hroty Sipek znaci staticka vlakna aktinu. M¢fitko: 20 um (A-D) a 10 um (E-H).
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5. DISKUSE

Zakladnim a nejCastéji studovanym mechanismem signalizace u rostlin je kaskada
mitogenem-aktivovanych protein kinaz (MAPK). Pfenos signalu probiha prostfednictvim
fosforylace a defosforylace proteini a muze vést k aktivaci vyvojovych procesu,
hormonalnich regulaci a obrannych reakci vici biotickému i abiotickému stresu (Taj et
al., 2010; Samajova et al., 2013a). U M. sativa v ramci popsanych MAPK, patii mezi
nejcastéji studovanou stresem indukovana SIMK jako 1 jeji specificky aktivator SIMKK,
k jejichz aktivaci dochazi puisobenim solného stresu a elicitorti (Cardinale ez al., 2000;
Kiegerl et al., 2000; Jonak et al., 2002).

Transgenni rostliny M. sativa SIMKK-RNAi maji snizenou expresi proteinu SIMKK
a zaroven 1 snizenou expresi s nim spojeného proteinu SIMK, prostfednictvim RNA
interference (BekeSova er al., 2015; Hrbackova ef al., 2021). U transgennich rostlin
SIMKK-RNAi @eRFP-TUAS o GINIKK-RNAi SFPFABD? royngz dochazelo k nizsi produkci
proteinu SIMK, v porovnani s rostlinami slouzicimi jako negativni kontrola (RSY,
a transgenni linie tagRFP-TUA6, GFP-FABD2). Je zajimavé, ze semikvantitativni
analyzou produkce proteinu SIMK a fuzniho proteinu tagRFP-TUAG bylo zjisténo,
ze transgenni rostliny SIMKK-RNAi ?$RFP-TUAS ¢ nejnizsi urovni produkce SIMK zarove
vykazuji Caste€né snizenou produkci fuzniho proteinu tagRFP-TUAG6. Naproti tomu
nejvyssi expresi fuzniho proteinu tagRFP-TUAG vykazovaly transgenni rostliny SIMKK-
RNA; @RFP-TUAS & 6 2 12, u nichz byla produkce proteinu SIMK snizena jen ¢aste¢né.
Tyto vysledky naznacuji, ze by exprese transgenu mohla uritym zplisobem negativné
ovliviiovat expresi fuzniho proteinu. Vyjimku vsak tvofi transgenni rostlina SIMKK-
RNAi @eRFP-TUAG ¢ 8 1 niz doslo ke snizeni produkce proteinu SIMK na troveil
srovnatelnou s produkei u kontrolnich rostlin SIMKK-RNAi, a zaroveti byla zachovana
pomérné vysoka exprese fuzniho proteinu tagRFP-TUAG6. Je tedy jasné, Ze tento
predpoklad, jako mozné vysvétleni tohoto faktu, bude nutné jes§té¢ ovéfit. Podobné
vysledky, naznacujici negativni vliv transgenu na expresi fuzniho proteinu, ukazala také
semikvantitativni analyza proteinu SIMK a fuzniho proteinu GFP-FABD2 u transgennich
rostlin  SIMKK-RNAi CFPFABD2 - Dyojité transgenni linie SIMKK-RNAi OFP-FABD?
se snizenou produkci proteinu SIMK sice vykazovaly expresi fuzniho proteinu GFP-
FABD2, tato exprese vSak byla v porovnani s kontrolnimi rostlinami transgenni linie
GFP-FABD2 zna¢né snizena. Analyzy zameétfené na produkci proteinu tubulinu o
ukdézaly, ze k expresi dochazi u vSech rostlin M. sativa, slouzicich jako kontrola (kultivar

Regen-SY a transgenni linie SIMKK-RNAi a tagRFP-TUAG) 1 u vSech testovanych
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dvojitych transgennich linii SIMKK-RNAi “eRFP-TUAS 3 {roven produkce je mezi
jednotlivymi liniemi pomérné konstantni. Obdobné vysledky pak ukazala také analyza
zaméfena na produkei proteinu aktinu u kontrolnich (kultivar Regen-SY a transgenni linie
SIMKK-RNAi a GFP-FABD2) a testovanych dvojitych transgennich linii SIMKK-RNAi
GFP-FABD2 ' 7iskana data z téchto experiment(i tedy naznaduji, ze exprese transgenu miize
mit negativni vliv na expresi fuznich proteini tagRFP-TUA6 a GFP-FABD?2, nijak vSak
neovliviiuje expresi endogenniho tubulinu a a aktinu. Pro potvrzeni ¢i vyvraceni téchto
vysledki vSak bude nutné experimenty opakovat. Vzhledem k nespecifickym vazbam
jednotlivych protilatek bude nutné také optimalizovat dobu inkubace protilatek
s membranou a piipadné i slozeni bloka¢niho roztoku a délku samotné blokace. Bohuzel
u nové vytvorenych dvojitych transgennich linii nebyly z ¢asovych divoda dokonceny
analyzy pro determinaci miry snizeni exprese proteini SIMK a SIMKK metodou
semikvantitativni polymerazové retézové reakce (PCR) v realném Case, a proto nejsou
soucasti této diplomové prace.

Presto, ze doposud nebyla prokazana piima fosforylace tubulind prostfednictvim
MAPK, je znamo ze u rostlin mohou MAPK ovliviiovat organizaci a dynamiku
mikrotubula prostiednictvim fosforylace a regulace mikrotubuly-vazajicich proteina
(MAPs), jako jsou proteiny rodiny MAPO6S. Tyto proteiny hraji kli¢ovou roli
pii sestavovani MT do svazka a siti. Fosforylacni misto proteinu MAP65-1 lezi v jeho
doméné pro navazani mikrotubulll (,,microtubule-binding domain“) a jeho fosforylace
prostiednictvim MAPK tak snizuje afinitu MAP65-1 k povrchu mikrotubuli a zptisobuje
rozvolnéni MT struktur, svazku ¢i siti (Smertenko et al., 2004; Smertenko et al., 2006;
Komisetal, 2011). Mezi tyto MAPK, zapojené do regulace cytoskeletu, patii mimo jiné
jiz zminovana MPK6 z A. thaliana vykazujici vysokou homologii k proteinu SIMK. Jeji
role souvisi zejména s urCovanim roviny bunécného déleni. U mutantnich linii mpk6
s chybégjici funkci MPKO6 tak dochézi ke zménam v orientaci této roviny a asymetrickému
bunéénému deleni, kortikalni mikrotubuly vSak viditelné naruSeny nejsou (Miiller ef al.,
2010; Komis et al., 2011). Mikroskopicka analyza ukézala, ze u dvojitych transgennich
linii SIMKK-RNAi @RFP-TUAS dochizi k urditym zménam ve struktufe a organizaci
kortikalnich mikrotubuli, v porovnani s kontrolnimi transgennimi liniemi tagRFP-
TUAG. Z dvojitych transgennich linii byla jako reprezentativni vybrana rostlina ¢islo 1,
ktera v pfedchozich biochemickych analyzach vykazovala snizenou produkci proteinu
SIMK, na uroven srovnatelnou s produkci u kontrolnich rostlin SIMKK-RNAi, a zaroven

vykazovala primémou hodnotu produkce fuzniho proteinu tagRFP-TUAG a proteinu
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tubulinu o. Je zajimavé, ze nasnimané mikrotubuly se jevily méne vyrazné, kratsi,
navazané na sebe a spojené do silnéjSich svazka. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o linie
se snizenou produkci proteinu SIMK, mohly by vysledky naznacovat urcité zapojeni
tohoto proteinu do organizace mikrotubuli, napt. pravé prostiednictvim fosforylace
nékterych MAPs. Snizené produkce této MAPK by mohla zapficitfiovat snizenou aktivaci
substratd (cilovych proteini) zodpovédnych za rozvolfiovani MT svazka a siti. Tyto
hypotézy by vsak bylo nutné ovéfit.

Mikrotubuly ale nejsou jedinymi cytoskeletalnimi cili aktivovanych MAPK.
Signalizace prostfednictvim MAPK mize ovliviiovat také organizaci a dynamiku
aktinovych mikrofilament. Konkrétné¢ SIMK se v epidermalnich burikach kotene nachazi
predev§im v jadrech. Bylo vS§ak prokazano, ze béhem vytvareni a vyvoje kofenovych
vlaskd dochazi k aktivaci a presunu SIMK z jadra do cytoplazmy a do vrcholu rostoucich
kofenovych vlaskt s hustou siti aktinovych filament. Zde SIMK dale fosforyluje
a reguluje nékteré z aktin-vazajicich proteint, ¢imz ovliviiuje strukturu a dynamiku
aktinového cytoskeletu a hraje klicovou roli v ristu a vyvoji kofenovych vlaskt (Baluska
et al., 2000; Samaj et al., 2002; Hrbatkova et al., 2021). Transgenni linie SIMKK-RNAi
se snizenou expresi proteinu SIMKK a SIMK vykazuji snizeny rust kofenovych vlaskd,
a zpomaleny rust a tvorbu niz§iho podilu biomasy u nadzemni ¢asti (Hrbackova et al.,
2021). Vysledky mikroskopické analyzy ukézaly, ze u dvojitych transgennich linii
SIMKK-RNAi SFPFABD2 (ochizi ke zménam v organizaci i dynamice aktinového
cytoskeletu, v porovnani s kontrolnimi transgennimi liniemi GFP-FABD?2. Z dvojitych
transgennich linii byla vybrana rostlina Cislo 4, kterd v pfedchozich biochemickych
analyzach vykazovala nejnizsi produkci proteinu SIMK, téméf srovnatelnou s produkci
u kontrolnich rostlin SIMKK-RNAi. Z vysledkt vyplyva, Ze snizena produkce proteinu
SIMK, by mohla mit negativni vliv na organizaci aktinu, zejména na vytvareni siti kolem
jader (tzv. aktinovych kost) a mohla by souviset také se snizenou dynamikou aktinovych
vlaken.

Je nutné vzit do uvahy, ze preparaty byly pfipravovany z odfezanych Casti kofend.
Pro potvrzeni ¢i vyvraceni téchto vysledkd by vSak bylo potfeba zopakovat
mikroskopické analyzy napft. s vyuzitim , light-sheet™ mikroskopie, pfi niz se snima ziva
rostlina za optimalnich fyziologickych podminek (Ovecka ef al., 2015; Vyplelova et al.,
2018; Ovecka et al., 2022).



6. ZAVER

Teoreticka c¢ast této diplomové prace byla vénovana zejména souhrnu informaci
o signalizaci u rostlin prostfednictvim MAPK kaskad. Konkrétné se soustiedila na jejich
klasifikaci, aktivaci a zapojeni do vyvojovych a obrannych reakci, se zaméfenim
na Medicago sativa. Protoze se v praktické Casti pracovalo s dvojitymi transgennimi
liniemi se snizenou expresi proteinu SIMKK a snim spojeného proteinu SIMK
a s expresi markera aktinového cytoskeletu a mikrotubult, byl v dalsi Casti teoretického
uvodu popsan rostlinny cytoskelet vCetn€ proteinti vazicich se na aktin ¢i mikrotubuly.
Posledni kapitoly teoretické casti prace pak byly vénovany samotnému procesu
transformace rostlin prostfednictvim pifimych a nepifimych metod.

V praktické cCasti prace byla provedena transformace listovych explantatt
M. sativa transgenni linie tagRFP-TUAO6 s fluorescenén€ znacenymi mikrotubuly,
pomoci translacni fuze tagRFP k tubulinu a6, a transgenni linie GFP-FABD2
s fluorescencné znacenym aktinovym cytoskeletem, pomoci transla¢ni fuze GFP k aktin-
vazebné doméneé 2 proteinu fimbrinu, prostfednictvim bakterialni kultury A. tumefaciens
nesouci konstrukt pHellsgatel2 SIMKKIi, pro potlaceni exprese proteinu SIMKK
procesem RNA interference. Cilem byla indukce somatické embryogeneze a regenerace
stabilnich dvojitych transgennich linii SIMKK-RNAi @RFF-TUAS o SINKK-RNAj CFP-FABD2
Snizena uroveii produkce proteinu SIMK byla ovéfena kvalitativné a semikvantitativné
metodou imunoblotovani. S vyuzitim imunoblotové analyzy byla rovnéz detekovana
pfitomnost a urover produkce fuznich proteini a endogenniho tubulinu a aktinu.

Pro dokumentaci struktury, uspotadani a dynamiky mikrotululového a aktinového
cytoskeletu byly pfipravené preparaty snimany pomoci konfokalniho laserového
skenovaciho mikroskopu. Mikroskopickou analyzou kotfenovych explantati rostlin
dvojité transgenni linie SIMKK-RNAi @eRFP-TUAS hyla  zdokumentovana struktura
a usporadani kortikalnich mikrotubuli, pficemz byly pozorovany urcité rozdily
v organizaci mikrotubulil, v porovnani s kontrolnimi rostlinami transgenni linie tagRFP-
TUAG6. Rozdily ve struktufe a organizaci byly pozorovany také u aktinovych
mikrofilament, a to mezi kontrolnimi rostlinami transgenni linie GFP-FABD?2 a dvojité
transgenni linie SIMKK-RNAi S"PFABD2 Mezi témito liniemi byla zdokumentovana také
rozdilna dynamika aktinového cytoskeletu. Vysledky prace pfispély k charakterizaci
téchto dvojitych transgennich linii, vytvorenych v nasi laboratofi, a pfinesly prvni data
k vlivu snizené exprese SIMKK a SIMK na cytoskelet u vojtésky, ktera budou vyuzita

pfi dalSich experimentech.
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8. SEZNAM ZKRATEK

2,4-D

A. thaliana

A. tumefaciens
ABD

ABPs

ACC

ACS

ADF

ADP
AMK
ANPs

APS
ASPs
ATP
AZI1
BAK1

BSA
v-TuC
Ca?t
Cd
CDPKs
Cu
CuCl2
DNA
DTT
EBlc
ECL
EDTA
EGTA

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

Arabidopsis thaliana

Agrobacterium tumefaciens

aktin-vazebna doména (z angl. actin-binding domain)
aktin-vazajici proteiny (z angl. actin-binding proteins)
z angl. aminocyclopropane-1-carboxylic acid

z angl. aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase
aktin-depolymerizujici faktor (z angl. actin-depolymerizing
factor)

adenosindifosfat

aminokyseliny

z angl. Arabidopsis nucleus- and phragmoplast- localized
kinases

peroxodisiran amonny (z angl. ammonium persulfate)
z angl. actin-severing proteins

adenosintrifosfat

z angl. azelaic acid induced 1

z angl. BRI1-associated kinase

par bazi (z angl. base pair)

hovézi (bovinni) sérovy albumin

y-tubulin komplex

kation vapenaty

kadmium

z angl. calcium-dependent protein kinases

med’

chlorid méd’naty

deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
dithiotreitol

z angl. end binding protein 1c
elektro-chemiluminiscencni substrat

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

tetraoctova kyselina
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EF

ETI
F-aktin
Flg22
FLS2
FRK1
G-aktin
GCP4
GDP
GFP
GFP-FABD2

GTP
H+

H20
HAMK

HEPES
HR

HSF
HSP
ILA1
KIN
KLP

LB

LRR
M-faze
M. sativa
M. truncatula

MAPs

MAP2K
MAP3K

elongacni faktor

z angl. effector-triggered immunity

filamentarni aktin

flagellin 22

z angl. flagell sensing 2

z angl. flg22-induced receptor kinase 1

globularni aktin

z angl. gamma tubulin complex protein 4

guanosindifosfat

zeleny fluorescencni protein (z angl. green fluorescent protein)
amino-terminalni fuze zeleného fluorescenéniho proteinu
(GFP) k aktin-vazebné doméné 2 (ABD 2) proteinu Fimbrinu
1 z Arabidopsis thaliana.

guanosintrifosfat

kation vodiku

voda

tepelnym  Sokem  aktivovand  mitogenem-aktivovana
proteinkinassa (z angl. heat shock-activated MAPK)
2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin]ethansulfonova kyselina
hypersenzitivni odpovéd

z angl. heat-shock factor

z angl. heat-shock protein

z angl. increased leaf angle 1

kinetin

proteiny podobné kinesinu

médium pro kultivaci bakterii (z angl. Lysogeny broth)

z angl. leucine-rich repeat

mitoticka faze

Medicago sativa L ssp.

Medicago truncatula Gaether

proteiny asociované s mikrotubuly (zangl. microtubule-
associated proteins)

mitogenem-aktivovana proteinkinasakinasa

mitogenem-aktivovana proteinkinasakinasakinasa

75



MAPK
MAPKK
MAPKKK
MEK
MEKK
MEY
MilliQ H20

MKK
MKSI1
MMK
MPK

mRFP

mRNA

MS

MT
MYB41
Na*
NAA
NB
NLR

NPK1
Obr.
ODsoo
PA
PAD3
PAMP
PEG
pH

PIN1

mitogenem-aktivovana proteinkinasa

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

motiv methionin-kyselina glutamova-tyrozin

purifikovana voda technologii spolecnosti  Millipore
Corporation

mitogenem-aktivovana proteinkinasakinasa

MAP kinase substrate 1

mitogenem-aktivovana proteinkinasa z Medicago sativa
mitogenem-aktivovana proteinkinasa

Cerveny fluorescencni protein monomer (z angl. red
fluorescent protein monomer)

mediatorova ribonukleova kyselina (z angl. messenger
ribonucleic acid)

Murashige and Skoog médium

mikrotubuly

z angl. Myb domain protein 41

kation sodiku

kyselina alfa-naftalenacetatova

z angl. nucleotide-binding

zangl. nucleotide-binding oligomerization domain-like
receptors; NOD-like receptors

z angl. nucleus- and phragmoplast-localized kinasel

obrazek

opticka hustota pii 600 nm

kyselina fosfatidova

z angl. phytoalexin deficient 3

z angl. pathogen-associated molecular patterns
polyethylenglykol

zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych
kationtd

z angl. PINFORMEDI1
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PM
PMAT
POK1
PR
PRKK
PRR
PTI
PVDF
R-proteiny
R-geny
RB
RLKSs
RLPs
RNA
RNAi
ROS

SAMK
SCMT

SH
SIMK

SIMKK

SIPK

SOS1
TBS-T

T-DNA

Tab.

plazmaticka membrana

linie A. thaliana stabilné exprimujici protein GFP

z angl. phragmoplast orienting kinesin 1

proteiny rezistence (z angl. pathogenesis-related proteins)

z angl. pathogen-responsive MAPKK

z angl. pattern recognition receptors

z angl. PAMP-triggered immunity

polyvinylidendifluorid

proteiny rezistence

geny rezistence

elektrodovy pufr (z angl. running buffer)

z angl. receptor like-kinases

z angl. receptor like-proteins

ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)

RNA interference

reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)
otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)

stresem aktivovand mitogenem aktivovana proteinkinasa
transformace pomoci vladken karbidu kiemiku (z angl. silicon
carbide-mediated transformation)

Schenk and Hildebrant médium

solnym stresem indukovana mitogenem aktivovana
proteinkinasa

stresem indukovana mitogenem aktivovana
proteinkinasakinasa

kyselinou salicylovou indukovana mitogenem aktivovana
proteinkinaza (z angl. salicylic acid-induced protein kinase)
antiportér (z angl. salt overlay sensitivel)

Tris-HCl solny pufr + Tween 20 (z angl. tris buffered saline +
Tween 20)

transferova deoxyribonukleovd kyselina (z angl. transfer
deoxyribonucleic acid)

tabulka
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tagRFP-TUAG6 amino-terminalni fuze cerveného fluorescencniho proteinu

(tagRFP) k tubulinu a-6

TDY motiv threonin-kyselina aspargova-tyrozin
TEMED N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin

TEY motiv threonin-kyselina glutamova-tyrozin
TGY motiv threonin-glycin-tyrozin

Ti tumor indukujici (z angl. tumor inducing)
™V virus mozaiky tabaku

TPY motiv threonin-prolin-tyrozin

TR transgenni rostliny

uv ultrafialové zateni (z angl. ultraviolet)
VIP1 z angl. VirEl-interacting protein 1

Vir faktory virulence

WIPK poranénim indukovana mitogenem-aktivovana proteinkinaza

(z angl. wound induced protein kinase)

WRKY transkripcni faktory (ndzev odvozen od sekvence heptapeptidu
WRKYGQK N-terminalniho konce TF)

ZAT6 z angl. zinc finger of Arabidopsis thaliana 6

ZATI12 z angl. zinc finger of Arabidopsis thaliana 12

ZFNs nukleazy zinkového prstu
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