UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Ptirodovédecka fakulta
Oddéleni bunécné biologie

Centrum regionu Hand pro biotechnologicky a zemédélsky vyzkum

Stabilni transformace fluorescen¢né znacené
mitogen-aktivované proteinkinasy MMK2 do rostlin

Medicago sativa

DIPLOMOVA PRACE

Autor: Bc. Eva Kodadova
Studijni program:  N0512A130007 Biotechnologie a genové inZenyrstvi

Specializace: Biotechnologie a genové inzenyrstvi
Forma studia: Prezen¢ni
Vedouci prace: Mgr. Dominik Novak, Ph.D.

Rok: 2021



Prohlasuji, Ze jsem diplomovou préaci vypracovala samostatné s vyznacenim vsech
pouzitych pramenti a spoluautorstvi. Souhlasim se zvefejnénim diplomové prace podle
zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, ve znéni pozdé&jsich predpist. Byla jsem
seznamen/a s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zdkona

¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, ve znéni pozdé&jsich predpisi.

V OlOMOUCI AN o



Podékovani

,Rada bych podé¢kovala vedoucimu své diplomové prace, panu Mgr. Dominikovi
Novakovi, Ph.D., za jeho ochotu, odborné rady a vé€novany Cas pii praci na teoretické
I experimentalni ¢asti. Také bych chtéla podékovat pani Katariné Takacové za spolupraci
pii pfipravé rostlinného materialu. Dale bych rada pod€kovala prof. RNDr. Jozefovi
Samajovi, DrSc. a kolektivu Oddéleni bun&ené biologie za moznost praci vypracovat
azaodbornou pomoc. Tato prace byla podpofena z projektu OP VVV
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000827 ,,Rostliny jako prostiedek udrzitelného globalniho
rozvoje” (2018-2022) alGA PrF 2020 025 "Vyvoj embrya a endospermu
je ovliviiovano YODA-HSP90 signalni kaskadou v Arabidopsis thaliana".*



BIBLIOGRAFICKA IDENTIFIKACE

Jméno a pfijmeni autora Bc. Eva Kodadova

Néazev prace Stabilni transformace fluorescenéné¢ znaclené
mitogen-aktivované  proteinkinasy =~ MMK2
do rostlin Medicago sativa

Typ prace Diplomova

Pracovisté Oddéleni bunééné biologie CRH
Vedouci prace Mgr. Dominik Novék, Ph.D.
Rok obhajoby prace 2021

Abstrakt

Tolice vojtéska (Medicago sativa L.) je vyznamna zemédélska plodina, vyuzivana
k vykrmu hospodaiskych zvitat, produkci biomasy a také k ptirozenému zurodinovani
pudy dusikatymi slouceninami. Studium jeji fyziologie napomaha jejimu efektivnéjSimu
vyuzivani a poskytuje potiebné informace pro biotechnologické vylepSeni jeji odolnosti,
vynosnosti a dalSich zeméd¢€lsky uzitnych vlastnosti. Tato diplomovéa prace se zabyva
Agrobacteriem-zprostfedkovanou transformaci vojtésky geny fluorescenéné znaené
mitogen-aktivované  proteinkinasy nMMK2. K transformaci byly vyuzity
plazmidy nesouci konstrukty proMMK2::GFP:cMMK2, 35S::GFP:cMMK?2
a AtUBQ10::GFP:cMMK?2. Ziskané transgenni rostliny mohou slouzit k nasledujicimu
studiu lokalizace, aktivity afunkce MMK2. MMK2 je jednim =z ¢lanku
mitogen-aktivovanych proteinkinasovych signalnich drah a je popsano jeji zapojeni
do odpovédi na bioticky a abioticky stres. VSechny mechanismy a komponenty téchto

drah ale nejsou dosud znamy a proto je nutné jejich dal$i zkoumani.

Kli¢ova slova Transformace,  Agrobacterium  tumefaciens,
mitogen-aktivované proteinkinasy, MAPK,
MMK2, Medicago sativa, vojtéska, alfalfa

Pocet stran 77
Pocet ptiloh 0

Jazyk Cesky



BIBLIOGRAPHICAL IDENTIFICATION

Author’s first name and surname Bc. Eva Kodadova

Title Stable transformation of Medicago sativa plants
with  fluorescently labeled mitogen-activated
protein kinase MMK?2

Type of thesis Diploma

Department Department of Cell Biology CRH
Supervisor Mgr. Dominik Novak, Ph.D.

The year of presentation 2021

Abstract

Alfalfa (Medicago sativa L.) is an important crop used as forage to feed grazing livestock,
for biomass production and also for natural improvement of soil quality
by the production of nitrogen compounds. Studying of alfalfa physiology provides better
understanding of its molecular mechanisms. These findings provide information
essencial for biotechnological improvement of a wide range of traits. This diploma thesis
describes the Agrobacterium-mediated transformation of alfalfa with genes
of fluorescently labeled mitogen-activated protein kinase MMK2. Transformation
with plasmids, carrying constructs proMMK2::GFP:cMMK2, 35S::GFP:cMMK2
and AtUBQ10::GFP:cMMK2, was performed to obtain stably transformed transgenic
plants. These plants can be used for following research of localization,
activity and function of MMK2. MMK?2 is part of mitogen-activated protein kinases
signaling pathways and plays role in biotic and abiotic stress responses. However not all
mechanisms and components of these pathways are well known and further studies

are necessary for a better understanding of MMK2.

Keywords Transformation, Agrobacterium  tumefaciens,
mitogen-activated protein  kinases, MAPK,
MMK?2, Medicago sativa, alfalfa

Number of pages 77
Number of appendices 0

Language Czech



2.1
211
212
2.13
2.2
221
2.2.2
2.3
231
2311
2.3.1.2
2.3.1.3
2.3.2
2.3.3
2.3.4
2.4
24.1
24.2

3.1

311
3.1.2
3.1.3
3.14

LY+ DR 10
Soucasny stav FeSené problematiky ....................ccooiiiiiii 12
MEdICAGO SALIVA .....c.vveiieiiiei et 12
Plvod @ MOTTOLOZIC .....vvveiiiieiiii e 12
ZemMEACISKY VYZNAIM.....oiiiiiiiiiiiiiie ettt 13
Symbidza s rhizobidlnimi baKteriemi..........ceeevviriviiiiiiiie e 14
MAP kinasova signalni draha............c.ocooeiiiii 15
MAP kinasové drahy v MediCcago SatiVa...........cccovvveiiieriienieiiie e 18
MAP KiNasa MIMEKZ ...........oooiiiiiiieie e 19
Transformacni techniky Medicago Sativa ..........ccoccvevvieiiiiiieiiieiiceee e 20
Transformace pomoci Agrobacterium tumefaciens ...........cccceevvveviveeiinnnnn, 21
Agrobacterium tUMETACIENS .........coiuiiiiieie s 21
Mechanismus infekce roStHNY ..........coovveiiieeiii e 21
VyuZiti v 2enovem INZENYISIVI ...uvvvviiieeiiiiiiiiiiiiee e sssiiiiiee e e siinneeeae s 24
Biolistickd metoda...........coooviiiiiiiiiii 26
o] o] oTo] - Uot -SSR 28
Transformace in planta...........ccceovieeicee e 28
In vitro kultivace Medicago SatiVa............cccovvreeiiie i 29
Techniky pletivovych kultur rostlin..........cccccvviiiiiiiiiiiiiiien 29
Somatickd €MbIYOZENEZE .........vvveeiiiiiie et 30
Experimentalni CAst...............ccooviviiiiiiiiiiiii i 32
IMALETTAL ... 32
Pouzité chemikalie ..........ooooiiiiiiiii e 32
POUZILE PIISLIOJE .evveeiiiiiee ettt et 34
POUZILY SOTTWATE. ... 34

Pouzité roztoky @ MEdia ........oeeeiiiiiiiiiiiiiiee e 35



3.15
3.1.6
3.1.7
3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.24
3.25
3.2.6
3.2.7
3.2.8
3.2.9
3.2.10
3.2.11
3.2.12
3.2.13
3.2.14
3.2.15
3.2.16
3.2.17

3.2.18

4.1
4.2
4.3
43.1

ROSHNNY MAtTidl .......ooviiiiiiiiiiciiic e 39
Bakteridlni material...........ccooviiiiiiiiiiiii e 39
PIAZMIAY .. 39
IMIBEOAY ... 40
Priprava tekut€ho LB média..........ccccoviviiiiiiiiiiiiiiie e 40
Priprava pevného LB média ..........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiciic e 40
Piiprava SHmEdIa ........ccooiiiiiiiii e 40
Priprava BSH a BSHathT/C média ..........coovviiiiiiiiiiiiiice e 40
Priprava B50athT/C média........cccovviiiiiiiiiiieiiieciee e 41
Piiprava MMST/C a MMSatbT/C média.........ccvevviiiiieiiiiiieiiiesieenees 41
Piiprava MS meédia..........cooomiiiiiiiiii e 42
Transformace Agrobacterium tumefaciens..........ccoccveevvveeviee e 42
[zolace plazmidove DNA ... 43
Kultivace Agrobacterium tumefaciens pro transientni transformaci ........... 44
Transientni transformace listt Nicotiana benthamiana ...............cccccoeeeee. 44
Sterilizace listi MediCago SAtIVA .........cccvvveiiiee e 45
Kultivace Agrobacterium tumefaciens pro stabilni transformaci ................ 45
Stabilni transformace rostliny Medicago sativa ..............ccceevvveeiiieeeciineenne, 45
Izolace DNA Z rostlin pro genotypovANi.........cceevvuveeiiureesiveeesiiieesiieeesiineens 47
P R e 47
Agarosova eleKtroforéza..........cooouvviiiiiiiic e 49
Mikroskopické SNIMANT .......ocvivviiiiiiiiieiiciiiiii e 50
VYSIEAKY ..o 52
Transformace Agrobacterium tumefaciens a jeji ovéfeni..........cccoceverinennee. 52
Transientni transformace listt Nicotiana benthamiana .................cccocveee. 54
Stabilni transformace rostliny Medicago Sativa ............cccoeverieirieniieeiinnn 58

Selekce transgennich rostlin pomoci konfokalni mikroskopie.................... 58



4.3.2

Ovéfeni ptitomnost fiznich gent v transformovanych rostlinach Medicago

- L L7 LSRR 61
DISKUZE. ...t 63
ZLAVEE ..ottt 67
[ =] g LD o ST RSTRR 68



CILE PRACE

V ramci teoretické ¢asti této diplomoveé prace byla zpracovéana reserSe zamétena na:

e obecnou charakteristiku a zemé&délsky vyznam rostliny Medicago sativa
e mechanismus a funkci mitogen-aktivovanych proteinkinas (MAPKSs), zejména pak

proteinu MMK2

e transformacni techniky vyuzivané pro uc¢elovou zménu genomu Medicago sativa

V ramci praktické ¢asti byly realizované experimenty za Gi¢elem:

e transformace Agrobacterium tumefaciens konstrukty fluorescenéné znacené
mitogen-aktivované proteinkinasy MMK2 pod kontrolou nativniho a konstitutivniho
promotoru

e ovéfeni funkénosti konstruktd fluorescenéné znacené mitogen-aktivované
proteinkinasy MMK?2 pod kontrolou nativniho a konstitutivniho promotoru pomoci
transientni transformace listti Nicotiana benthamiana a nasledné mikroskopie

e stabilni transformace rostlin Medicago sativa geny fluorescenéné znaéené
mitogen-aktivované proteinkinasy MMK2 pod kontrolou nativniho a konstitutivniho
promotoru pomoci somatické embryogeneze

e selekce transgennich rostlin pomoci konfokalni mikroskopie

e Ovéfeni pfitomnosti gend, kodujicich fluorescencné znacené fuzni proteiny MMK2,

v transformovanych rostlinach



1 UvVOoD

Tolice vojtéska (Medicago sativa L.) je vyznamna a celosvétove rozsitena zemédelska
plodina. Jeji hlavni vyuziti v zeméd¢lstvi je vykrm hospodatskych zvifat diky jejimu
slozeni bohatému na proteiny, vlakninu, mineraly, vitaminy a dal$i sekundarni
metabolity. Jedna se o luskovinu, proto je schopna vstoupit do symbiotického vztahu
s rhizobidlnimi bakteriemi pfitomnymi v pade¢, které fixuji vzdusny dusik. Diky této
schopnosti nachazi uplatnéni v osevnim postupu, jelikoz pfirozené zurodnuje okolni
pudu nadbytecné akumulovanymi dusikatymi slou¢eninami.

S vyvojem moderni spolecnosti ¢eli zeméedélstvi fadeé vyzev, jako jsou klimatické
zmény, ubytek Grodné ptidy, vyssi naroky na kvalitu potravin a zajisténi jejich dostatku
pro rostouci populaci. V téchto smérech mohou pomoci rozvijejici se biotechnologicke
piistupy, které jsou schopny poskytnout nutriéné vylepSené a odolné odrudy plodin
S vys$i vynosnosti. Tim bude zarovein zredukovano mnozstvi pouzivanych pesticidi.
Podrobné studium fyziologie téchto zemédélskych plodin, ke kterym se fadi i vojtéska,
je proto nezbytné. Mimo to nese vojtéS8ka potencial v rozsiteni jejiho vyuziti
V pfirozeném obohacovani zemédélske pudy dusikatymi slou¢eninami. Jednim z cili
moderniho zeméd¢€lstvi je omezeni pouzivani dusikatych hnojiv, které zasadnim
zpusobem pfispivaji  k akumulaci sklenikovych plyni v atmosféte, vedouci
ke sklenikovému efektu.

Zemédelské plodiny musi, stejné jako ostatni rostliny, celit fad¢ faktord, které
mohou mit negativni vliv na jejich vyvoj a rast. Mezi tyto faktory patii mimo jiné
vystaveni biotickym a abiotickym stresovym podminkdm. Bunécné odpovédi na tyto
externi podnéty zajist'uje fada zprostiedkovateli. Mezi n¢ se fadi mitogen-aktivované
proteinkinasy (MAP kinasy). Ty zajistuji pifenos signaltit od povrchovych receptort
az po specifické cile, jako jsou naptiklad transkripéni faktory, ribozomalni proteiny,
cytoskeletalni proteiny, nebo jiné proteinkinasy. MAP kinasové signalni drahy jsou
aktivné studované a neustale jsou objevovany jejich jednotlivé komponenty.

Cilem této diplomové prace byla transformace vojtésky fluorescencné znacenou
mitogen-aktivovanou proteinkinasou zvanou MMK2 astim spojené zvladnuti
kultivac¢nich a pletivovych laboratornich technik, metod ovéfeni uspéSnosti
transformace a mikroskopickych metod. V ramci teoretické ¢asti byla vypracovana
literarni reSerSe, zabyvajici se obecnou charakteristikou vojtésky a jejiho
zemédelského vyznamu, mechanismu a funkce mitogen-aktivovanych proteinkinas,

zejména pak proteinkinasy MMK2, a transformacnich technik vyuzivanych
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pfi ucelové zmeéné genomu vojtésky. V praktické ¢asti byly realizovany experimenty
zam&fené na transformaci Agrobacterium tumefaciens konstrukty fluorescen¢né
znaCené mitogen-aktivované proteinkinasy MMK2 pod kontrolou nativniho
a konstitutivniho promotoru, ovéfeni funkcnosti téchto konstrukti za vyuziti
transientni transformace listd Nicotiana benthamiana a naslednou Agrobacteriem-
zprostifedkovanou stabilni transformaci rostlin vojtésky témito konstrukty. Ziskané
transgenni rostliny, produkujici fluorescenéné¢ znacenou mitogen-aktivovanou
proteinkinasu MMK?2, ziskaji uplatnéni v nadchazejicich vyzkumech, které se budou
zabyvat subceluldrni lokalizaci proteinkinasy MMK?2, jeji aktivity a funkce
pfi vystaveni riznym stresovym podminkam a také jeji roli pii interakci s prospésnymi

nebo patogennimi bakteriemi.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Medicago sativa

2.1.1 Pivod a morfologie

Tolice vojtéska (Medicago sativa L.) je dvoudélozna rostlina patfici do ¢eledi bobovité
(Obr. 1). Je to autotetraploidni viceleta luskovina a vyznamna picnina. Jedna se o jednu
Z prvnich znamych zemédélskych plodin a byla velmi rozSifena jiz ve starovéku
(Spohn a GolteBechtle, 2005). Starovéci Rekové ji nazyvali medical a Rimané medica,
podle oblasti Média, odkud pochazela. Odtud je odvozen také latinsky nazev rodu
Medicago. V oblastech, kde je nyni péstovana, je ¢asto nazyvana alfalfa, z arabského
al-fasfasa (,.konska sila®). Nazyva se tak, jelikoz si v minulosti armady vozily jeji
zasoby, aby pii invazich zajistily dostatek vyzivné potravy pro koné (Bolton, 1962).

U nés je nejcastéji nazyvana vojtéska nebo lucerna.

Obr.1 Tolice vojtéska (Medicago sativa L.), kvetouci v in vivo laboratornich podminkach
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Vojtéska patii do rozsahlého rodu Medicago, ktery je primarné rozsifeny v oblasti
kolem Stfedozemniho mote. Samotna vojtéska pochazi z oblasti jihozapadni Asie
a vychodniho Stfedomoti, ale je dobfe adaptovand na Sir$i Skdlu podnebnych
podminek mirného a subtropického pasu. Je rozsitena po celé Evrop¢, Sttedomofti
a od Sttedniho vychodu az po Cinu a Sibif. Na tizemi Ceské republiky se dostala
ze zacatku 17. stoleti. (Veronesi et al., 2010).

Vojtéska je viceleta rostlina, ktera mtize rist az 12 let. Kvétenstvi je tvofeno hrozny,
kazdy hrozen c¢itd kolem 10-15 kvéth. Zaklad kazdého kvétu tvori kvétni lazko
uzaviené kalichem, skladajicim se z péti nerozvétvenych kalisnich listki zakoncenych
péti laloky. Kvétni 10Zko slouZi jako zdkladna pro korunu, pestik a ty¢inky. Koruna
vojtésky je tvofena z péti okvétnich listkd. Plod je nepukavy, hlemyzd'ovité svinuty
lusk a ma SedoCernou az nafialovélou barvu. Semena maji ovalny, zplostély,
ledvinovity tvar a zbarvuji se do svétlehnédé barvy, pozdéji tmavnou. Vojtéska dortsta
vysky v rozmezi 30-100 cm. Jeji stonek je vzpiimeny, jednotlivd internodia jsou
oddélena nody, ze kterych rostou trojcetné tapikaté listy. Kofenovy systém vojtésky
je bohaté vyvinuty a vétveny, hlavni kofen dortsta délky az nékolika metra (Fehr,

1980; Barnes, 1980).

2.1.2 Zemédélsky vyznam

Vojtéska je vyznamna picnina, kterd je bézné péstovana jako levny a bohaty zdroj
proteinti, mineralu, vitamint a vlakniny. Je pfezdivana ,,kralovnou picnin® (Hanson,
1988). Vyuziva se piedevsim na vykrm hospodaiské zvéie a k produkci biomasy.
Uplatnéni nachazi také v osevnim postupu. Jeji bohaty kofenovy systém zkyptuje
a obohacuje padu (Bouton, 1996).

Vojtéska ma ze vSech luskovin nejvétsi polni vytézek, zhruba 2000-3000 kg/ha.
V zemédélstvi muze byt na poli nepfetrzité péstovana 4-5 let, obvykla je vSak rotace
s dalsimi plodinami kazdé 2-3 roky (Rafinska et al., 2016).

Vojtéska ma také dlouhou tradici v ayurvédské a Cinské medicin€é. Vyuzivala
se k1é¢bé nervového systému, pii poruchach zazivaciho traktu a pii dalSich
onemocnénich. V soucasnosti je znamo, ze kromé velkého mnozstvi proteint
je vojtéska také bohatda na sekundarni metabolity. Nejvyznamnéj$i z nich jsou
saponiny a flavonoidy, dale phytoestrogeny, vitaminy, travici enzymy, alkaloidy
a aminokyseliny (Rafinska et al., 2016). To odhaluje jeji potencial pro §irsi vyuziti
v medicin¢ a farmaceutickém primyslu. Jako potravina s vysokou nutri¢ni hodnotou
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se také vyuziva pti vyrobé doplikd stravy nebo bylinnych vytazkti. Vyuziti extraktu
Z jejich listd jako vyzivového dopliku pro lidskou vyzivu je v Evropé schvaleno (Bora
a Sharma, 2010).

Genom vojtésky dosud nebyl zcela osekvenovan. Jako modelova rostlina pfi jejim
vyzkumu slouzi jeji ptibuzny diploidni druh Medicago truncatula. Medicago
truncatula je zaroven nejbéznéjsi modelovou rostlinou ve vyzkumu luskovin

(Hawkins a Long, 2018).

2.1.3 Symbioza s rhizobialnimi bakteriemi

Vojtéska vstupuje do symbiotického vztahu s bakteriemi fixujicimi dusik, zvanymi
rhizobia. Diky tomuto vztahu potfebuje z pidy jen velmi malé davky dusiku
V mineralni formé. Symbioticky vztah rostliny a bakterie je druhoveé specificky, s tolici
vojtéskou do symbidzy vstupuje bakterie Sinorhizobium meliloti.

Symbidéza je iniciovana signdlnimi molekulami, které vylucuje rostlina
pii nedostatku dusiku. Tyto signalni molekuly aktivuji transkripéni faktory ptdnich
bakterii. Tyto transkripéni faktory se nazyvaji NodD a reguluji expresi nodula¢nich
gend (nod genit) bakterii. Ty zaji$t'uji bakteriim schopnost rozpoznat svého hostitele
a infikovat jeho buiiky skrze kotfenové vlasky diky produkci bakteridlnich Nod faktort
(Cren et al., 1995; Ibafiez et al., 2016). Nod faktory u hostitelské rostliny indukuji
morfologické zmény a spousti proces nodulace, vedouci k tvorbé hlizek na kofenovém
systému. Tyto hlizky poskytuji bakteriim anaerobni prostiedi a ziviny a bakterie zde
tak maji idealni podminky pro fixaci vzdu$ného dusiku (Gage, 2004). K fixaci
vzdu$ného dusiku vyuzivaji rhizobia nitrogenasovy enzymovy komplex, ktery jej
pifeménuje na amoniak. Ten je pak dale metabolizovan pro specifické potieby rostliny
(Fischer, 1994).

Symbioticky vztah vojtésky a rhizobii je natolik efektivni, ze je vojtéska schopna
akumulovat vice amoniaku, nez sama potiebuje. Piebyte¢ny amoniak je pak
uvoliovan do okolni pidy, kde je dale za ucasti nitrifikacnich bakterii pfeménovan
na dusitany a dusi¢nany. Pfirozené se tak zirodnuje okolni pida. Z toho divodu

je vojtéska velmi Casto zatazovana do osevniho postupu (Rashmi et al., 1997).
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2.2 MAP kinasova signalni draha

Mitogen-aktivovana proteinkinasova signalni draha se zasadnim zpisobem podili
na prenosu signali v eukaryotické bunce (Howe et al., 1992). Signaly pfijaty
z tyrosinovych kinas, cytokininovych receptori a receptoru spiazenych s G proteinem
usti v aktivaci rodiny proteinti intracelularnich serinovych/threoninovych kinas,
zvanych mitogen-aktivované proteinkinasy (MAP Kinasy), znamych také jako
extracelularné regulované kinasy (ERK). Tyto enzymy jsou schopny reagovat na velky
pocet podnéti,, aby byly vyvozeny velice specifické bunééné odpoveédi (Marshall,
1994). Jejich funkci jsou regulovany dulezité bunétné procesy, jako napiiklad
embryogeneze, bunéfna proliferace, bunéénd diferenciace nebo bunéfna smrt
(Boulton et al., 1991). Velkou tlohu také hraji pfi odpovédi na stresové podminky
(Ely et al., 1990). Aktivované MAP kinasy reguluji funkci a aktivaci riznych cila,
jako jsou transkrip¢ni faktory, cytoskeletalni proteiny, ribozomalni proteiny nebo dalsi
proteinkinasy (Ishihama a Yoshioka, 2012; Samajova et al., 2013a).

Podnéty pro spusténi MAP kinasové signalni drahy mohou byt pfijaty z bunécného
povrchu, mohou byt také aktivovany v zavislosti na hladiné metaboliti v buiice nebo
na stavu vné&jsiho a vnitiniho prostiedi bunky. Bunétna odpovéd’ zavisi na kinetice
jejich aktivace nebo deaktivace, na subcelularni lokalizaci danych proteinkinas,
na komplexech, ve kterych se nachazeji, a na dostupnosti substrati (Raman et al.,
2007).

MAP kinasova dréha se sklada z riznych kaskadovych modulii tvofenych tiemi
nasledovné aktivovanymi proteinkinasami (Obr. 2). Kazda kaskada je aktivovana
specifickym extracelularnim podnétem a vede K aktivaci konkrétni MAP kinasy
(Keshet a Seger, 2010; Komis a Samaj, 2014). Extracelularnimi podndty vedouci
k aktivaci kaskadovych moduli mohou byt naptiklad pfitomnost rustovych regulatortu
nebo cytokinind, dale také stresové podminky, jako jsou napi. vystaveni bunék suchu
nebo chladu, dale pfitomnost toxini, osmolarita, tvorba kyslikovych radikalu,
ultrafialové zafeni nebo teplotni podminky (Pearson et al., 2001; Samajova et al.,
2013Db).

Kaskada je zahajena interakci MAP kinasy kinasy kinasy (MAPKK Kkinasy,
MAPKKK) s malou molekulou GTPasy nebo fosforylaci proteinkinasou, pfichazejici
od povrchovych receptorti buiiky. MAPKK Kinasy jsou serin/threonin proteinové
kinasy, které¢ piimo fosforyluji a aktivuji MAP kinasy kinasy (MAPK Kkinasy,
MAPKK). MAPK kinasy pak nasledné aktivuji MAP kinasy (MAPK)
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Obr.2 Obecné schéma MAP Kkinasové signalni drahy v rostlinach. Signal pfijaty
z vngjsiho prostiedi je prenaSsen MAP kinasovou signalni drahou. MAP kinasa (MAPK)
fosforyluje specificky substrat, coz ve k odpovidajici biologické reakci.

za vyuziti dvojité fosforylace na konzervovaném tripeptidu, majici TXY motiv
Vv aktivacnim segmentu na threoninovych a tyrosinovych residuich. Kdyz je MAP
kinasa aktivovana, fosforyluje riznorodé substraty v cytosolu (Morrison, 2012).
Aktivace cytoplazmatickych MAP kinasovych modult taky ¢asto indukuje translokaci
MAP kinas do jadra, kde aktivuji sety genu fosforylaci specifickych transkripénich
faktord. Celkové tvoii MAP kinasové moduly signalni drahy, zajistujici odpovidajici

biologickou odpovéd’ (Treisman, 1996).
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MAP kinasové komplexy se vazi na tzv. proteinové leseni (,,scaffold” proteiny)
a tim je regulovana a definovana specifita funkce MAP kinas, lokalizace MAP kinas
a trvani MAP kinasové aktivace (Dhanasekaran et al., 2007). Stejna MAP kinasa tak
muze byt aktivovana riznymi podnéty, mize fosforylovat fadu riznych substrat a mit
rozdilné ulohy. Tyto proteinové leSeni jsou odpovédné za koordinaci celych MAP
kinasovych modulti (Komis et al., 2018). Jako piiklad rozdilnych tloh jedné MAP
kinasy mize byt uvedena MPK4 z modelové rostliny Arabidopsis thaliana, ktera
se nezavisle ucastni riznych bunécnych odpovédi, jako jsou odpovédi na oxidativni
stres, utlumeni vrozené imunitni reakce nebo regulace organizace kortikdlnich
mikrotubulil pi cytokinezi (Samajova et al., 2013a). Jeden konkrétni substrat miize
byt na druhou stranu fosforylovan nékolika riznymi MAP kinasami (Smékalova et al.,
2014). Feilner et al. (2005) publikovali studii, pfi které v rostliné Arabidopsis thaliana
identifikovali 48 ruznych substratt MAP kinasy MPK3 a 39 rtznych substratt MAP
kinasy MPKG6. Z toho 26 bylo shodnych pro obé tyto MAP kinasy.

Lokalizace aktivovanych MAP kinas muze byt urCend i dostupnosti substratd
v danych ¢astech bunky. Pro aktivaci nékterych MAP kinas je nutné jejich premisténi,
které je zprosttedkované vazebnymi partnery, jako jsou MAP kinasové fosfatasy
a MAPK kinasové fosfatasy (Yoo et al., 2008; Zaidi et al., 2010). Subcelularni
lokalizace jednotlivych MAP kinasovych modulti ma velky vyznam v jejich spravné
funkci. Mnoho modulil sdili stejné zastupce, coz mize vést k nezddoucim kiizenim
signalnich drah. Kazdy specificky MAP kinasovy modul by tak m¢l byt lokalizovan
co nejblize svého mista pfijmu signalu. Toto misto vSak nemusi byt v blizkosti lokace
cilového substratu, coz podtrhuje dilezitost role proteinovych leseni v cesté MAP
kinasového modulu od receptoru k odpovidajicimu funkénimu mistu (Komis et al.,
2018).

MAP kinasy reguluji Sirokou Skélu procest ve vSech bunécénych typech. MAP
kinasové moduly vysSich rostlin jsou evolu¢né konzervovanéjsi, nez MAP kinasové
moduly Zivocéich, a maji vysokou komplexitu (Doczi et al., 2012). U modelové
rostliny Arabidopsis thaliana se vyskytuje minimalné 20 riznych gent koédujicich
MAP kinasy, 10 genid kodujicich MAPK kinasy a 60-80 gend kodujicich MAPKK
kinasy (Colcombet a Hirt, 2008).
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2.2.1 MAP Kkinasové drahy v Medicago sativa

MAP kinasy se ve vojtésce (Medicago sativa L.) Gicastni pfenosu signalu v buné¢nych
odpovédich. Rizné MAP kinasy se mohou Ucastnit n¢kolika rtiznych signaliza¢nich
drah indukovanych biotickym nebo abiotickym stresem (Bigeard a Hirt, 2018). Jednou
z dobie prostudovanych MAP kinas ve vojtésce je SIMK (z angl. ,,stress-induced
MAPK*). SIMK je orthologem MAP kinasy MPKG6 z rostliny Arabidopsis thaliana
(At2G43790). Je aktivovana MAPK kinasou SIMKK, jejiz exprese je indukovana
vystavenim solnému stresu nebo patogennim elicitorim (Jonak et al., 1993; Kiegerl
etal., 2000). SIMK miiZze byt aktivovana také MAPK kinasou PRKK. Na rozdil
od SIMKK musi byt ale PRKK aktivovana nadfazenym ¢lankem v MAP kinasovém
modulu, MAPKK kinasou. PRKK ma navic funkci pouze v odpovédi na stres
z patogenu (Cardinale et al., 2002). SIMK ma roli obecné ve vSech odpovédich
na hyper-osmoticky stres (Munnik et al., 1999). Nedavno byla také popsana lokalizace
SIMK v kotenovych vlascich vojtésky a jeji zapojeni do procesu nodulace, spojeného
se symbiotickym vztahem vojtésky a rhizobidlnich bakterii (Hrbackova et al., 2021).

V signalnich drahach odpovédi na stres z vysokych teplot a chladu byly ve vojtésce
identifikovany dvé MAP kinasy. Prvni je HAMK (z angl. ,heat-activated MAP
Kinase®), ktera je aktivovana pii vysokych teplotach. Jeji aktivita je spojena s produkci
obraného proteinu HSP70 (Suri a Dhindsa, 2008). Druhou je SAMK (z angl.
,.stress-activated MAP kinase®, dfive oznacovana jako MMK4), ktera je aktivovana
pii nizkych teplotach (Jonak et al., 1996). Chlad a teplo jsou vnimany pomoci
strukturnich zmén v plazmatické membrané, signal pak putuje pies cytoskelet, Ca®*
kanaly a cyklin-dependentni proteinové kinasy (CDKs) az k aktivaci MAP kinasovych
kaskad (Sangwan et al., 2002). SAMK je orthologem MAP kinasy MPK3 z rostliny
Arabidopsis thaliana (At3G45640). Spole¢né se SIMK jsou zapojeny v odpovédi
na stres vyvolany patogeny, ale také na rGzné abiotické stresové podminky, jako
je mechanické poskozeni nebo sucho (Bogre et al., 1996; Bogre et al., 1997).

Mezi dalsi znamé MAP kinasy z vojtésky patii MMK2 (Medicago MAPK2)
a MMK3 (Medicago MAPK3). MMK2 je orthologem MAP kinasy MPK4 z rostliny
Arabidopsis thaliana (At4G01370). MMK3 je orthologem MAP kinasy MPK13
z rostliny Arabidopsis thaliana (At1G07880). MMKS3 hraje roli v regulaci cytokinese
bun¢k. Koncentrace MMK3 byla pozorovana mezi segregujicimi se chromozomy
a pozd¢ji byla popsana jeji lokalizace v roviné déleni (Bogre et al., 1999). Byla také
pozorovana aktivace MAPKK kinasy OMTKI1 (z angl. ,,0xidative stress-activated

18



MAP triple-kinase 1), vedouci k aktivaci MMK3 pfi vystaveni vojtésky oxidativnimu
stresu (Nakagami et al., 2004). Ctvefice MAP kinas SIMK, SAMK, MMK?2 a MMK3
se spole¢né ucastni odpoveédi na stres z tézkych kovii médi a kadmia (Jonak et al.,

2004).

2.2.2 MAP kinasa MMK?2

Jednou z MAP kinas identifikovanych ve vojtésce (Medicago sativa L.) je jiz diive
zminéna MMK?2 (Medicago MAPK2). Izolovana DNA, kdodujici funkéni MMK2, sdili
65% podobnost s jiz diive identifikovanou MAP kinasou, nachdzejici se ve vojtésce,
zvanou MMKL1. Jonak et al. vroce 1995 provedli experiment, pii kterém
demonstrovali, ze MMK1 a MMK2 se 1 ptes jejich podobnost 1isi v jejich substratové
specifité. Pfi expresi téchto dvou MAP kinas v bakteriich bylo pozorovano, Ze MMK2
byla narozdil od MMKI1 schopna fosforylovat protein myelin. Také objevili,
ze pti expresi MMK1 a MMK2 v kvasinkach mize MMK2 velmi specificky nahradit
funkci kvasinkové MAP kinasy SLT2/MPK1. Schopnost MMK?2 zastoupit v signalni
draze SLT2/MPK1 naznacuje existenci evolu¢ni funkéni konzervace mezi drahami
Vv kvasinkach a vyssich rostlinach (Jonak et al. 1995).

Role MAP kinasy MMK2 pii vystaveni biotickému stresu byla studovana
pii interakci vojtéSky s kvasinkami. Jeji exprese byla indukovana kvasinkovymi
elicitory, konkrétné pep13, chitinem a -glukanem, coz naznacuje jeji roli v odpovédi
na stres zpusobeny patogenem (Cardinale et al., 2000, Cardinale et al., 2002). MMK2
je zaroven orthologem MAP kinasy MPK4 z rostliny Arabidopsis thaliana. MPK4
je lokalizovana v jadie a cytoplazmé bunék Arabidopsis thaliana a ma roli v odpovédi
na rtizné stresové podminky. Vyznamna je jeji role v odpovédi na stres z patogenti
(Desikan et al., 2001; Andreasson et al., 2005; Suarez-Rodriguez et al., 2007; Jeena
et al., 2015). Tato spojitost mize indikovat dalsi vyznam MMK2 v odpovédi vojtésky
na bioticky stres.

MMK?2 se Gcastni signdlni drahy v odpovédi na stres z tézkych kovi, coz bylo
pozorovano pii oSetfeni rostlin vojtésky vysokym mnozstvim kadmiovych
a méd’natych iontt (Obr. 3). Méd je redoxné aktivni kov a vede k tvorbé volnych
kyslikovych radikalid. Ty jsou moZnym spoustéem aktivity SIMKK, fosforylujici
SIMK a SAMK. Spoustéce a komponenty MAP kinasové kaskady vedouci k aktivaci
MMK?2 a MMK3 nejsou zatim znamé (Jonak et al., 2004).
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Obr.3 MAP Kkinasové signalni drahy indukované médi a kadmiem. ROS = reaktivni
formy kysliku. Otazniky pfedstavuji neznamé komponenty v kaskadé (upraveno podle Jonak
et al., 2004).

2.3  Transformacni techniky Medicago sativa

Za ucelem zisku rostlin s pozadovanymi vlastnostmi byly rostliny Slechtény po mnoho
staleti. Vyznamné védecké objevy V oblasti pfirodnich véd v poslednich desetiletich
prispély k rapidnimu rozvoji genového inzenyrstvi. To umoZnilo vyzkumnikiim
pracovat na metodach pro zlepSeni vynosnosti, adaptability a tolerance vyznamnych
plodin proti biotickému i abiotickému stresu (Hrbackova et al., 2020). V soucasné
dobé¢ je mozno cilené ménit genom rostlin za vyuziti technologii rekombinantni DNA.
Timto zpisobem jsme schopni ziskat transgenni rostliny, které budou mit idedlni
vlastnosti, kvalitu, odolnost a vynosnost. Pro tvorbu transgennich rostlin byla vyvinuta
fada metod, které ndm umoziuji vnést DNA segmenty naSeho zdjmu do rostlinného
genomu (Snustad a Simmons, 2009).

Rostlinné transformacni metody jsme schopni obecné rozdélit na dvé kategorie:

nepiimé metody a piimé metody. Nepiimé transformacni techniky vnaseji exogenni
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DNA do rostlinného genomu za vyuziti vektord. Mezi tyto techniky se fadi
transformace za vyuziti virovych vektort nebo Agrobacterium-zprosttedkovana
transformace. Pfimé transformacni metody se déli na fyzikalni a chemické metody.
Mezi fyzikalni sefadi elektroporace, mikroinjekce DNA, bombardovani
mikroprojektily a vyuziti vlaken z karbidu kiemiku. Chemické metody jsou potom
polyethylenglykolova metoda (PEG), lipofekce a diethylaminoethyl (DEAE)
dextranova metoda (Keshavareddy et al., 2018).

Pro transformaci rostlin vojtésky se vyuziva piedev§im transformace
zprostiedkovana Agrobacteriem. Dale vyuzivané metody pro transformaci vojtésky
jsou bombardovani mikroprojektily, slouzici k rychlému a snadnému vneseni DNA
piimo do bunék, dale metoda eletroporace, slouzici k efektivnimu vneseni DNA, RNA

nebo lipidi, a transformace meristému in planta (Ticha et al., 2020).

2.3.1 Transformace pomoci Agrobacterium tumefaciens
2.3.1.1 Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium je rod aerobnich chemoheterotrofnich piadnich bakterii, patfici
do rodiny Rhizobiaceae. Tato rodina se dale fadi do kmenu Proteobacteria. Jejim
nejvyznamnéj$§im zastupcem je bakterie Agrobacterium tumefaciens. Jedna
se 0 patogenni gramnegativni ty¢inkovitou bakterii, ktera zpusobuje krékovité tumory
u dvoudéloznych rostlin. Tomuto onemocnéni se také fika bakteridlni boulovitost
kofenti. Onemocnéni se projevuje tvorbou nadori v pletivech spodnich ¢asti rostlin
(Smith a Townsend, 1907; Braun 1982).

Agrobacterium tumefaciens je schopno infikovat velké mnozstvi rostlinnych druhd,
ma jeden z nejvétsich rozsahl potencionalnich hostitelli ze vSech patogennich bakterii
(DeCleene a Deley, 1976). Schopnost téchto bakterii zac¢lenit Gsek své genetické
informace do rostlinného hostitele byla adaptovana pro vyuziti v genovém inzenyrstvi
rostlin. Transformace rostlin za vyuziti Agrobacterium tumefaciens je nejvice

vyuzivana transformacni technika (Pacurar et al., 2011; Kienek et al., 2015).

2.3.1.2 Mechanismus infekce rostliny

Agrobacterium tumefaciens se pfirozené vyskytuje v pud¢. Zde je specificky schopno

rozpoznat vhodného rostlinného hostitele podle signalnich molekul, které se uvoliuji
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z poskozenych rostlinnych tkani pfi poranéni (Brown, 1936; Braun, 1947). Mezi tyto
signalni molekuly patii zejména fenolické slouceniny, jako acetosyringon
a hydroxyacetosyringon, nebo cukernaté slouceniny (Zambryski, 1992). Signalni
molekuly jsou rozpozndny bakteridlnim VirA/VirG signdlnim transdukénim
systtmem, ktery aktivuje geny virulence na bakterialnim Ti plazmidu
(tumor-indukujici plazmid) (Gelvin, 2003).

Ti plazmid hraje zasadni roli pifi infekci rostlinného hostitele Agrobacteriem
(Obr. 4). Obsahuje oblast zvanou T-DNA, ktera je nutna pro tvorbu nadord. Velikost
T-DNA je 24 782 bp a obsahuje 13 znamych genu (Gielen et al., 1999). T-DNA
obsahuje geny kodujici enzymy, které katalyzuji syntézu rostlinnych hormonti auxinu
a cytokininu, potiebnych pro rist nadoru, a také enzymy katalyzujici syntézu opind.
Opiny jsou slou¢eniny slouzici bakteriim Agrobacterium jako zdroj uhliku a dusiku.
Pomoci tohoto parazitického vztahu pifiméje Agrobacterium svého rostlinného

hostitele syntetizovat opiny pro jeho vlastni potiebu (Nester et al., 1984).

Onkogenni

geny o Opiny

Eytonin I Prava hranice T-DNA
Auxin /
Konjugativni
‘ prenos

Leva hranice T-DNA oblast

T-DNA -
Ti plazmid
Oblast G 5 sh
virulence eny OpIoYeia

katabolismu

_—

Pocatek replikace
(ORI)

Obr.4 Ti plazmid (upraveno podle Pacurar et al., 2011)
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Mimo T-DNA obsahuje Ti plazmid také dalsi dvé oblasti. Prvni je oblast virulence
(vir oblast), ktera je zodpovédna za virulenci plazmidu. Oblast virulence obsahuje
geny, které jsou potfeba pro prenos a integrraci T-DNA do genomu hostitele (Stachel
a Nester, 1986). Jedna se o zhruba 35 gent, které se seskupuji do osmi znamych
operontl, zvanych virA, virB, virC, virD, virE, virG, virF a virH (Valentine, 2003).
Dalsi oblast Ti plazmidu obsahuje geny opinového katabolismu (Nester et al., 1984).

K hostiteli se Agrobacterium pohybuje pomoci chemotaxe a do hostitelského
organismu vstupuje pres poranéna mista (Pacurar et al., 2011). Mechanismus infekce
je znazornén na Obr. 5. Pro infekci jsou poranéna mista vhodné hlavné z toho dtvodu,
ze V téchto mistech dochazi k aktivni bunécné proliferaci a replikaci DNA (Villemont
etal., 1997). Agrobacterium se piichyti k rostlinné hostitelské buiice. Aktivované geny
virulence produkuji proteiny, jako jsou VirD1/VirD2 endonukledzy, které zajistuji
syntézu ssT-DNA (jednovlaknové T-DNA) z T-DNA oblasti Ti plazmidu (Lacroix
etal., 2006). VirD2 protein se kovalentné vaze na syntetizované T-DNA vlakno
a vytvari takzvany nezraly T-komplex (Nilsson a Olsson, 1997). Nezraly T-komplex
je pak pienesen do cytoplazmy rostlinné buiiky za pomoci VirB a VirD4 proteind,
spole¢n¢ s dal§imi potiebnymi virulentnimi proteiny, jako jsou VirE2, VIirE3, VirF
a VirD5 (Christie, 2004; Fronzes et al., 2009). V hostitelské rostlinné burtice se protein
VirE2 vaze nanezraly T-komplex a vytvaii zraly T-komplex, ktery je schopen
proniknout do jadra infikované bunky (Gelvin, 1998; Lacroix a Citovsky, 2019).
V jadie jsou podpirné proteiny uvolnény z T-komplexu a podléhaji proteolyze, hola
sST-DNA je poté pievedena na dsT-DNA (dvouvlaknovou T-DNA) a je integrovana

do genomu hostitele (van Larebeke et al., 1975; Lacroix et al., 2006).
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Obr.5 Infekce rostlinné hostitelské buiiky bakterii Agrobacterium. 1 Z rostlin se pfi
poranéni uvoliiuji latky, které slouzi jako signalni molekuly pro Agrobacterium. 2 Bakterialni
receptory VirA/VirG2 rozpoznavaji signalni molekuly hostitele. 3 Agrobacterium se prichyti
na rostlinnou hostitelskou burku. 4 Oblast virulence na Ti plazmidu je aktivovana a produkuje
Vir proteiny. 5 Syntetizuje se ssST-DNA vlakno, na které se vaze protein VirD2, a tvofi
se nezraly T-komplex. 6 T-komplex a podptrné Vir proteiny piechazi do hostitelské bunky.
7 Nezraly T-komplex a protein VirE2 vytvaii zraly T-komplex. 8 T-DNA je integrovana
do rostlinného genomu. 9 Rostlina exprimuje bakterialni geny z T-DNA, kédujici proteiny
pro syntézu auxint, cytokinind a opini (upraveno podle Pacurar et al., 2011).

2.3.1.3 Vyuziti v genovém inZenyrstvi

Schopnost zaclenit usek své genetické informace do genomu rostlinného hostitele
ptfiméla biology po celém svéteé podrobné studovat mechanismy infekce rostliny
bakterii Agrobacterium tumefaciens. Ukazalo se, Zze by Agrobacterium tumefaciens
mohlo byt potenciondlnim nastrojem molekuldrni biologie a dalo by se vyuZit
pro cilenou manipulaci s rostlinnym genomem.

V pocatcich vyzkumu bylo diskutovéno, zda se do genomu hostitelské rostliny
integruje cely Ti plazmid, nebo pouze T-DNA oblast. Experimenty ukazaly,
ze pro transfer T-DNA neni potieba zadného fyzického spojeni mezi T-DNA
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a zbytkem Ti plazmidu (De Framond et al., 1983; Hoekema et al., 1983). Pienos DNA
je zprostiedkovan vir geny, které se nachazi mimo oblast T-DNA. Leva a prava
hranice T-DNA obsahuji signalni sekvence, dulezité pro rozpoznani oblasti, ktera ma
byt pfenesena do genomu hostitele. Na zdkladé téchto objevl byly vytvoreny dva
vektorové systémy pro transformaci rostlin. Prvnim je Cis systém, ktery vnasi geny
zajmu za pomoci homologni rekombinace do T-DNA oblasti, ktera se nachazi spolu
svir oblasti na jednom Ti plazmidu (Zambryski et al., 1983). Druhym je binarni
systém, ktery vyuziva poznatku, ze se T-DNA oblast a vir oblast mohou nachazet
na dvou ruznych molekulach. Nové geny jsou vnaseny do T-DNA na plazmidu
zvaném binarni vektor. Tento plazmid neobsahuje vir oblast, ale mize obsahovat
bakteridlni selekéni markerovy gen. Jako druhy je pfipraven takzvany pomocny
plazmid, ktery ma odstranénou T-DNA oblast, ale obsahuje vir oblast. Oba plazmidy
jsou nasledné¢ transformovany do Agrobacterium tumefaciens, které infikuje rostlinu
(Bevan et al., 1982; Hoekema et al., 1983).

Kmeny Agrobacterium tumefaciens musely byt upraveny do podoby, ve které jsou
vyuzivany dnes. N&které struktury z Ti plazmidu byly odstranény, napiiklad geny
zodpovédné za tvorbu nadorti a geny opinové syntézy. Naopak nékteré komponenty
musely byt pfidany nebo vylepSeny. Podstatou vyuziti Ti plazmidu v genovém
inzenyrstvi je struktura oblasti T-DNA. T-DNA je ohrani¢ena levou a pravou hrani¢ni
sekvenci. Tyto sekvence jsou tvofeny primymi nedokonalymi repeticemi o délce
25-28 bp. Jsou jedinymi elementy s cis povahou, nezbytnymi pro pienos T-DNA.
Ptirozen¢ se vyskytujici onkogeny a geny opinové syntézy mohou byt nahrazeny geny
z4jmu spolu s markerovymi a selekénimi geny. Jakdkoliv DNA vloZena mezi tyto
hranice tak muze byt pfenesena do hostitelské buiiky (Yadav et al., 1982, Pacurar
etal., 2011).

Pro transformaci rostlin vojtésky za vyuziti bakterie Agrobacterium tumefaciens
byl piedstaven protokol pro rychlou a vysoce G¢innou transformaci podle Samac
a Austin-Phillips (2006). Protokol byl zalozen na poznatcich z postupného vyvoje
metod transformace a regenerace vojtésky z pletivovych kultur (Saunders a Bingham,
1972; Mitten et al., 1984; Brown a Atanassov, 1985; Matheson et al., 1990; Samac,
1995). Tento protokol vyuziva explantaty z mladych listd dobfe regenerovatelnych
genotypl vojtésky. Mladé listy jsou odebrany z rostlin péstovanych ve fytotronovych
komorach a sterilizovany. Poté jsou kokultivovany s bakteriemi Agrobacterium

tumefaciens, nesoucimi pozadovany konstrukt, po dobu 7-8 dni. Bakterie jsou poté
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odstranény Setrnym omytim explantati arostliny jsou regenerovany pomoci
somatické embryogeneze za vyuziti série presné definovanych kokultiva¢nich médii.
Transgenni rostliny mohou byt timto zplsobem ziskany jiz za 9 tydnd a kolem
60-80 % inokulovanych explantati produkuje transgenni rostliny.

Pii transformaci rostlin za vyuziti Agrobacterium je dulezity vhodné zvoleny
selekéni systém. D Halluin et al. (1990) jako prvni publikovali experiment, pii kterém
za vyuziti Agrobacteriem-zprostiedkované transformace vnesli do vojtésky gen
rezistence zvany bar (z angl. ,bialaphos resistance), kodujici fosfinotricin-N-
acetyltransferasu, poskytujici rezistenci vac¢i  herbicidu  4-hydroxy-methyl
phosphinoyl-D,L-homoalanin (fosfinotricin). Pro transformaci vyuzili explantaty
odvozené ze stonkovych a fapikovych fezii. Transformace vojtésky za vyuziti
rezistence vici herbicidim jako selekéniho markeru nebyla ale pfili§ vyuzivana,
hlavné¢ kvali nizké 0c¢innosti transformace. Selekce za vyuziti rezistence vuci
antibiotikim ptevazovala az do doby, nez Montague et al. (2007) publikovali selek¢ni
systém, ktery vyuzival transformaci vojtésky selekénim genem pat, kodujicim
fosfinotricin acetyltransferasu a poskytujicim rezistenci viéi herbicidu fosfinotricin.
Tento systém poskytuje u¢innost transformace vyssi nez 50 %.

Agrobactgeriem-zprostiedkovana transformace se u vojtésky vyuziva k fadé
vylepSeni. Liu et al. (2011) pfedstavili transgenni rostliny vojtésky transformované
genem BADH, koédujicim betainaldehyddehydrogenasu. Tyto rostliny ziskaly
zvySenou toleranci proti solnému stresu. Tohidfar et al. (2013) transformovali vojtésku
syntetickym genem cry3a, ktery zvysil rezistenci vojtésky vici patogennimu druhu
broukt zvanému klikoroh vojtéskovy (Hypera postica). Zhang a Wang (2015) zvysili
toleranci vojtésky vici solnému stresu vnesenim genu rstB (z angl. ,,Rhizobium salt

tolerance B*), ktery zajistuje vétsi akumulaci vapenatych iontt.

2.3.2 Biolisticka metoda

Biolisticka metoda, znama také jako bombardovani mikroprojektily, je jednou
Z transformacnich technik, kterd ndm umoziuje pfenos DNA do neporusenych bun¢k
a tkani. Vyuziva vysokorychlostni projektily, které slouzi jako nosice DNA nebo
jinych ¢astic, pro ptenos skrze bunéénou sténu a membrany.

Mikroprojektily jsou malé koherentni ¢astice, které mohou byt akcelerovany tak,
ze jsou schopny penetrovat bunécné stény a membrany, které jsou hlavni bariéry

branici pfenosu DNA. Jsou dostate¢n€ malé, aby pronikly do buiiky, aniz by zplisobily
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velké poskozeni, a jsou schopny na sob¢ nést navazanou DNA. Obvykle jsou tvofeny
z kovi, jako je zlato nebo wolfram (Sanford, 1990). Mikroskopické ¢astice zlata nebo
wolframu jsou obaleny DNA a jsou nasledné vystieleny do rostlinné tkang.
Po proniknuti do builky se DNA oddéli od mikroprojektilu a je transientné
exprimovana, nebo se stabilné integruje do genomu hostitele. Pfenos
je zprostiedkovan pomoci pfistroje zvaného genové délo. Prvni genové délo bylo
popsano v roce 1987 (Sanford et al., 1987; Klein et al., 1987). Wolframové ¢astice
(microcarrier) byly obalené DNA a naneseny na hranu plastové stiely (macrocarrier).
Stiela byla zdéla vyhnana pomoci stfelného prachu. Tato stfela dodala
mikroprojektilim dostate¢nou rychlost pro penetraci pletiva. Stiela narazila na brzdici
desticku (stopping plate), kterd obsahovala malé pory, kterymi prosly pouze
wolframové ¢astice s nabalenou DNA. Tento mechanismus byl Casem nahrazen novou
generaci pfistroju, kde byl stfelny prach nahrazen a jako zdroj energie pro urychleni
je vyuzivan hnaci plyn, ktery je naplnén v plynové komoie. Tento plyn je stlatovan
avyviji tlak na desticku (rupture disk), pojejim prasknuti dojde k akceleraci
mikroprojektili (Taylor a Fauquet, 2002).

Tato technika ma fadu vyhod. Je efektivni u celé fady rostlinnych druht a typa
rostlinnych pletiv, ¢asto je pouzivana pro editaci genomu u zemédélsky vyznamnych
plodin, jako jsou kukufice, bavlnik, ryze, sdja nebo psSenice. Také je rychla
a jednoducha na provedeni, neni potfebna ptiprava vektord, je mozné transformovat
nékolik genti najednou.  Vyuzivda se pro transformaci jadra, chloroplasti
a mitochondrii (Baltes et al., 2017). Nevyhodou je, Ze velka ¢ast mikroprojektilti neni
schopnd proniknout do rostlinnych bundk. Uginnost tak mize byt niZsi,
nez U transformace zprostiedkované bakteriemi Agrobacterium tumefaciens (Dai et al,
2001; Keshavareddy et al., 2018). Také muze zpusobovat chromozomalni poskozeni
(Liu et al., 2019).

Biolisticka metoda je vyuZzivana i pro transformaci vojtésky. Ramaiah a Skinner
(1997) tuto metodu vyuzili pro zisk transgennich rostlin transformaci pylu. Do pylu
byl vnesen plazmid, nesouci reportérovy gen pro B-glucuronidasu (GUS). Integrace
GUS byla pak prokazana u 30 % dospélych rostlin, vyvinutych ze semen rostlin, které
byly oplodnéné transformovanym pylem. Po nékolika vegeta¢nich obdobich vsak
nékteré z rostlin ztratily integrované plazmidy, nebo se snizila jejich exprese. Pereira

a Erickson (1995) stabilné transformovali vojtésku genem NTPII bombardovanim
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kalusti odvozenych od explantatl z fapiku a stonku, ze kterych byly regenerovany

rostliny. Transformované rostliny ziskaly rezistenci vii¢i kanamycinu.

2.3.3 Elektroporace

Elektroporace je transformacni technika, pfi které jsou za pusobeni elektrickych
impulzti tvofeny pory na povrchu builky diky zméndm polarity na membranach
(Zimmermann a Vienken, 1982). Vyuziva se pro pienos biochemickych sloucenin,
jako jsou lipidy, proteiny, DNA a RNA do buné&tného prostoru. Elektroporace je ¢asto
pouzivana technika v genovém inzenyrstvi, protoze je rychlé a jednoducha (Harrison
et al., 1991). Ma ale nizkou ucinnost aztoho divodu se piedev§im pouziva
pro transformaci rostlinnych protoplasti, coz jsou bunky bez bunétné stény
(Rakoczy-Trojanowska, 2002; Rivera et al., 2012).

Elektrické pole, aplikované na bunéénou suspenzi, indukuje tvorbu dipolarniho
momentu uvnitt bunky a zménu elektrického potencialu na bunécnych membranach.
To vede k nerovnovaze a zvySeni propustnosti membrany (Bates et al., 1983). Délka
pulzu, typ pulzu a doba jeho trvani maji silny vliv na usp&$nost transformace. Uginky,
kter¢ ma zmeéna elektrického potencidlu na fyziologii bunky, jsou vratné, pokud
je elektricky pulz aplikovany po dobu kratsi nez 100 ps (Turgut-Kara a Ari, 2010).

Choudhary et al. (1990) studovali odpoveédi vojtésky na bioticky stres transformaci
protoplastii za vyuziti elektroporace. Protoplasty byly transformovany konstrukty
obsahujici reportérovy gen pro chloramfenikolacetyltransferasu (CAT) izolovany
Z bakterii. Poté byla studovana zména jeho exprese po oSetfeni houbovymi elicitory
nebo redukovanym glutathionem.

Kosturkova (1993) dale pokracovala v optimalizaci metody elektroporace
pro vojtésku a transformovala protoplasty z mezofylového pletiva mladych listku.
Transformace probéhla za vyuziti plazmidu pCaMVNEO nesouciho gen rezistence

vici kanamycinu.

2.3.4 Transformace in planta

Nezbytnym krokem pii transformaci nékterymi technikami je Usp&$na regenerace
rostlin z transformovanych bunék. K tomu se vyuzivaji techniky pletivovych kultur.
PrestoZe byla vyvinuta fada protokoll, nékteré rostliny se obtizné regeneruji a vyzaduji

slozitou a Casov€ narocnou manipulaci. Z tohoto divodu byly vyvinuty techniky
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transformace in planta, které nezavisi na regeneraci rostlin z pletivovych kultur. Jedna
se 0 metody, které vnaseji holou DNA piimo do zivych rostlin, a nejsou omezené
pouze na dobfe regenerovatelné rostlinné genotypy (Keshavareddy et al., 2018).

Prikladem in planta transformace je metoda floral dip, vyuzivana pro transformaci
modelové rostliny Arabidopsis thaliana. Jedna se o jednoduchou metodu, pii které
jsou vrchni ¢asti kvetouci rostliny Arabidopsis thaliana namaceny do kultury bakterii
Agrobacterium tumefaciens, nesoucich pozadovany konstrukt. Rostliny nasledné
produkuji semena. Z potomstva jsou poté vyselektovany transformované semenacky.
Jelikoz se nevyuzivaji techniky pletivovych kultur, odpadé problematika somaklonélni
variability (Clough a Bent, 1998; Bent, 2006).

Pro in planta transformaci vojtésky vyvinuli Weeks et al. (2008) protokol,
pii kterém jsou z dvoudennich semenackii asepticky odstranény dé€lozni listky
V oblasti apikalniho nodu vyhonku. Semenacéek je nasledné kultivovan s bakteriemi
Agrobacterium tumefaciens, nesoucimi pozadovany konstrukt. U tohoto protokolu

je vyhodou, Ze neni potiebné vyuziti selekénich a reportérovych markert.

2.4 In vitro kultivace Medicago sativa

2.4.1 Techniky pletivovych kultur rostlin

Pletivové kultury jsou obecnym oznacenim pro kultury bunc€k, pletiv, orgdnti, nebo
jejich  komponentli, asepticky pripravenych pod definovanymi fyzikalnimi
a chemickymi podminkami in vivo. Tyto techniky se zaCaly vyvijet na zacatku
20. stoleti. Jejich zaklady polozil Gottlieb Haberlandt, ktery také piedstavil koncept
totipotence bunek. Jedna se o dilezity nastroj v oblastech studia bunécné fyziologie,
biochemie, molekularni biologie a zejména genového inZenyrstvi a ve vyvoji
zemédé€lskych biotechnologii (Thorpe, 2007).

Jedna se o techniky, pii kterych jsou malé ¢asti rostlin, zvané explantaty, umistény
do uméle vytvoreného nutricniho média, které umoznuje jejich funkci a rist. Diky
spravnému slozeni média mize byt i z malého mnozstvi bunék regenerovana cela
rostlina. Té&chto poznatkli se vyuzivda v genovém inZenyrstvi, protoze vétSina
transformacnich technik je aplikovana na explantaty, ze kterych je potfeba nésledné

regenerovat rostliny.
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2.4.2 Somaticka embryogeneze

Somaticka embryogeneze je proces, pii kterém je zformovano embryo
ze somatické bunky, tedy z bunky, kterd neni gameta nebo nevznikla spojenim gamet.
Umoznuje produkci morfologicky a vyvojové zdravych embryi, coz vede k zisku
celych rostlin z nediferenciovanych somatickych bun¢k (Bhatia a Bera, 2015). Cely
proces je postaven na totipotenci rostlinnych bun¢k. Totipotence je schopnost bunék
diferenciovat se na jakykoliv bunécny typ. Narozdil od jinych organismi jsou u rostlin
totipotentni nejen bunky v zygotickém embryu, ale za urcitych podminek také
somatické bunky.

Levine (1947) ptedstavil experiment, kdy z pletivovych bun¢k mrkve vystavenych
nizké hladiné kyseliny 1-naftyloctové (NAA) regeneroval semenacky. Prvni popis
schopnosti bunéénych kultur se mnozit a organizované vyvijet pak predlozili Steward
(1958) a Reinert (1958). Somaticka embryogeneze je vyuzivana jak pro regeneraci
rostlin ze somatickych bunék, tak pro studia rané¢ho vyvoje embrya a regulatori
embryogeneze (Zimmerman, 1993).

Iniciace somatické embryogeneze je zavisla na pfisunu hormont nebo na vystaveni
specifickym stresovym podminkdm. Spusténi signalni drahy vede k vyraznym
zménam ve struktufe chromatinu, genové expresi a indukuje sérii bunécnych déleni.
V zévislosti na typu vnéj$iho podnétu, naptiklad typu hormonu vyuzitého k oSetfenti,
muze bunééné déleni vést ktvorbé velkého mnozstvi neorganizovanych
nediferenciovanych bunék tvoficich kalus nebo K polarizovanému rastu
S organizovanym vzorem, vedoucimu k tvorbé somatického embrya (Dudits et al.,
1995).

Nepiima somatickd embryogeneze vyzaduje indukci tvorby kalusu a nasledné
indukci embryogenni formy kalusu pfidavkem rostlinnych hormonti. U vojtésky
vyvolavaji tvorbu kalusu a tvorbu somatickych embryi hormony kyseliny
2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) a kyselina trichlorfenoxyoctova (2,4,5-T). Dalsi
rastové regulatory, jako Kinetin, 4-chlorfenoxyoctova kyselina (CPA) a 1-naftyloctova
kyselina (NAA), také podporuji tvorbu kalusu. Pro Gspé$ny pribéh procesu somatické
embryogeneze je kritickd spravna koncentrace hormonti a také doba, po kterou jsou
Jjimi rostliny oSetieny.

Zisk regenerovanych rostlin vojtéS8ky za vyuZziti tohoto postupu jako prvni
predstavili Saunders a Bingham (1972). Regenerace probihala pies kalus, explantaty
byly ptipraveny znezralych prasnikt, z déloznich listkti, z tsekd mezi nody
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a Z hypokotylovych ¢asti semenackll. Explantaty byly kultivovany na Blaydes médiu
s ptidavkem riznych kombinaci kinetinu, kyseliny 1-naftyloctové (NAA) a kyseliny
2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D).

Dalsi publikovany postup pro regeneraci vojtésky byl podle Kao a Michayluk
(1980). Jako explantaty byly vyuzity mezofylové protoplasty odvozené zbunék
mladych listd vojtésky. Regenerace za pomoci protoplasti jako explantati byla
rozvedena i v fad¢ dal$ich studii (Lu et al., 1982; Atanassov a Brown, 1984; Dijak
a Brown, 1987). Krom¢ kalusovych kultur a protoplasti mize byt vojtéska
regenerovana také naptiklad z bunék rostoucich Vv suspenznich kulturdch (McCoy
a Bingham, 1977).

Embryogenni potencial regenerovatelnych genotypu vojtésky neni zavisly na typu
explantatu a somaticka embryogeneze muize byt indukovéna z jakékoliv ¢asti rostliny.
Obvykle se pti transformaci vojtésky vyuzivaji dobfe regenerovatelné genotypy, jako
je kultivar Regen-SY (Bingham, 1989) nebo Regen-SY27 (Austin et al., 1995).
Prakticka cast této diplomové prace je zalozena na transformaci rostlin vojtésky
(Medicago sativa L.) kultivar Regen-SY. Transformace byla zprostiedkovana
Agrobacteriem tumefaciens. Rostliny byly regenerovany zkalusu odvozeného

z mladych listt podle protokolu od Samac a Austin-Phillips (2006).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material
3.1.1 Pouzité chemikalie

e 1000x Gamborg B5 médium smés vitaminta (DUCHEFA BIOCHEMIE)
e 1000x Nitsch & Nitsch smés vitamini (DUCHEFA BIOCHEMIE)

e 100x Schenk & Hildebrant smés vitamini (DUCHEFA BIOCHEMIE)
e 3',5'-Dimethoxy-4'-hydroxyacetophenone - Acetosyringon (SIGMA-ALDRICH)
e 96% ethanol (Lihovar Kojetin, Tereos TTD, a.s.)

e 96% ethanol (Penta)

e Adenin (SIGMA-ALDRICH)

e Agarosa (SIGMA-ALDRICH)

e Buffer P1 (QIAGEN)

e Buffer P2 (QIAGEN)

e Buffer P3 (QIAGEN)

e Destilovana voda

e dNTP MIX 20 mM (Thermo Fisher Scientific)

e EDTA (SIGMA-ALDRICH)

e Fosfinotricin (DUCHEFA BIOCHEMIE)

e Gamborg B5 médium zakladni smés soli (DUCHEFA BIOCHEMIE)
e Gellan Gum (Alfa Aesar)

e Gene Ruler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)

e  Glycerol (SIGMA-ALDRICH)

e HCI (SIGMA-ALDRICH)

e  Chlornan sodny (SIGMA-ALDRICH)

e Isopropanol (Penta)

e Kinetin (DUCHEFA BIOCHEMIE)

e KNO3 (SIGMA-ALDRICH)

e KOH (SIGMA-ALDRICH)

e Kyselina 2,4-dichlorofenoxyoctova (DUCHEFA BIOCHEMIE)

e Kyselina octova (SIGMA-ALDRICH)

e LB Broth Miller (SIGMA-ALDRICH)
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LB Broth with agar Miller (SIGMA-ALDRICH)

LD 6x loading dye (Thermo Fisher Scientific)

L-glutamin (SIGMA-ALDRICH)

L-glutathion (SIGMA-ALDRICH)

L-prolin (SIGMA-ALDRICH)

L-serin (SIGMA-ALDRICH)

MES (SIGMA-ALDRICH)

MgCl, (SIGMA-ALDRICH)

MgSOs . 7TH20 (Aplichem)

Midori Green (Nippon Genetics)

Murashige & Skoog zakladni smés soli (DUCHEFA BIOCHEMIE)
Myoinositol (DUCHEFA BIOCHEMIE)

NaOH (SIGMA-ALDRICH)

PCR Buffer 5x (Thermo Fisher Scientific)

PCR H20 (RNAse/DNAse free) (SIGMA-ALDRICH)

Pepton (SIGMA-ALDRICH)

Phire Hot Start 11 DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific)
Phire Plant Direct PCR Kit (Thermo Fisher Scientific)

Primer GFP-Fw (Eurofins Genomics)

Primer g-MMK?2_Ct_ R (Eurofins Genomics)

Primer g-MMK?2_Ct_F (Eurofins Genomics)

Rifampicin (DUCHEFA BIOCHEMIE)

RNase A (Thermo Fisher Scientific)

Sacharosa (SIGMA-ALDRICH)

Schenk & Hildebrant zékladni smés soli (DUCHEFA BIOCHEMIE)
Spectinomycin (DUCHEFA BIOCHEMIE)

Ticarcillin (DUCHEFA BIOCHEMIE)

Tris baze (SIGMA-ALDRICH)

Tween 20 (SIGMA-ALDRICH)

YEB Agrobacterium Growth Medium (Bioworld, UK)
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3.1.2 Pouzité pristroje

e Analytické vahy XA 110/2X (RADWAG)

e Autoklav Sterivap HP IL (MMM Group)

e Centrifuga Scanspeed 1730R (Labogene)

e Elektroforeticka vana Mini-Sub Cell GT Cell (Bio-Rad)

e Elektromagneticka michacka MSH-420 (BOECO Germany)

e Fytotronova komora (WEISS Gallenkamp)

e Chladnicky laboratorni (Electrolux, Space Plus, Gorenje, Liebherr)

e Konfokalni laserovy mikroskop s rotujicim diskem Cell Observer SD Axio
Observer.Z1 (Carl Zeiss, Némecko)

e Laboratorni predvazky S1502 (BEL-Engineering)

e Laminarni box (MERCI)

e Mikrocentrifuga Spectrafuge™ 24D Digital Lab (Labnet)

e  Mikrovinna trouba MGE21 (HITACHI)

e NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific)

e Objektiv EC Plan-Neofluar 10x/0.30 M27 (Carl Zeiss, Némecko)

e  Objektiv EC Plan-Neofluar 40x/1,30 Oil DIC M27 (Carl Zeiss, Némecko)

e  Objektiv Plan-Apochromat 20x/0,8 M27 (Carl Zeiss, Némecko)

e  Orbitalni inkubator s tiepackou ES-20 (Biosan)

e pH metr stolni PC 2700 (Eutech Instruments)

e  Spektrofotometr SmartSpec Plus (Bio-Rad)

e T100 Thermal Cycler (Bio-Rad)

e Vizualizator Gel Doc EZ Gel Documentation System (Bio-Rad)

e Vortex MIXER (Labnet International, Inc.)

e  Zdroj elektroforetické aparatury PowerPac™ Basic Power Supply (Bio-Rad)

3.1.3 Pouzity software

e Excel 2010 (Microsoft Office)
e ImageLab Software (Bio-Rad)
e PowerPoint 2010 (Microsoft Office)
e Word 2010 (Microsoft Office)
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e ZEN 3.1 blue edition (Carl Zeiss, Némecko)
e ZEN black edition (Carl Zeiss, Némecko)

3.1.4 Pouzité roztoky a média

Zasobni roztok aminokyselin

6,659 glutamin
0,839 serin

0,083 g L-glutathion
0,004 g adenin

V kadince v§e smichano a doplnéno do 250 ml pomoci dH20, poté sterilizovano filtraci

pfes 0,2um bakteriologicky filtr. Uchovavano v lednici pfi teploté 4 °C.

Zasobni roztok kinetinu (0,1 mg.ml?)

1mg Kinetin

0,01 ml 1M NaOH

Pfeneseno do 15ml centrifugacni zkumavky, vortexovano, poté doplnéno do 10 ml
pomoci dH>O anasledné opét vortexovano. Sterilizovano filtraci pres 0,2um

bakteriologicky filtr. Uchovavano v mrazicim boxu pti -20 °C.

Zasobni roztok kyseliny 2,4-D (2,4-dichlorofenoxyoctové, 1.0 mg.ml™?)

10 mg 2,4-D

0,05 ml 96% etanol
0,8 ml H20

0,15 ml 1M NaOH

Pteneseno do 15ml centrifugacni zkumavky, vortexovano, poté doplnéno do 10 ml
pomoci dH;O anasledné opét vortexovéano. Sterilizovano filtraci pfes 0,2um

bakteriologicky filtr. Uchovavano v mrazicim boxu pti -20 °C.

Roztoky pro sterilizaci listi Medicago sativa
Steriliza¢ni roztok 1

40 ml H20

40 pl Tween 20

Sterilizovano filtraci pfes 0,2um bakteriologicky filtr.
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Steriliza¢ni roztok 2

36 ml H20
4 ml 10% chlornan sodny
40 pl Tween 20

Sterilizovéno filtraci pres 0,2um bakteriologicky filtr.

Tris-acetatovy pufr (TAE, 50x koncentrovany zasobni roztok)
1219 Tris baze

28,55 ml kyselina octova
50 ml EDTA
421,45 ml milliQ H20

pH upraveno na hodnotu 7,8.

1M Tris-HCI
12,19 Tris baze
100 ml milliQ H20

pH 8 (upraveno pomoci 1M a 0,1M HCI), sterilizovano filtraci pfes 0,2um

membranovy filtr.

Kokultiva¢ni médium pro transientni transformaci

0,098 g MES
0,5ml 1M MgCl:
50 ul 150mM acetosyringon

Doplnéno do 50 ml pomoci dH2O, pH 5,6 ( upraveno pomoci 1M a 0,1M KOH),

sterilizovano filtraci pfes 0,2um membranovy filtr.

YEB médium
16,3 g.I* YEB Agrobacterium Growth Medium
DoplInéno do 1 1 pomoci dH20, pH 7,2 (upraveno pomoci 0,IM a 1M KOH),

sterilizovano filtraci pfes 0,2pm membranovy filtr.

SH médium
3,2 g.I'1 Schenk & Hildebrant zakladni smés soli
30¢9.1* sacharosa
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0,5¢g.It MES
Doplnéno MiliQ H20, pH 5,7 (upraveno pomoci 0,1M a 1M KOH), sterilizovano

autoklavovanim. Po sterilizaci a vychlazeni (55 °C) asepticky ptidano:

10 mLIt 100x Schenk & Hildebrant smés vitamint (sterilni)
BSH médium

3,19l Gamborg's BS zékladni smés soli

0,5¢.It KNO3

0,25 g.I" MgSQO4 - 7H20

0,59l prolin

30¢9.I" sacharosa

45¢g.l? Gellan Gum

Doplnéno MiliQ H20, pH 5,7 (upraveno pomoci 0,1M a 1M KOH), sterilizovano

autoklavovanim. Po sterilizaci a vychlazeni (55 °C) asepticky pfidano:

1.0 mLI* 1000x Gamborg's smés vitamind (sterilni)
30 mlLI* zasobni roztok aminokyselin

1 mg.I*? 2,4-D

0,1 mg.I*? Kinetin

B5HathT/C médium
Ptiprava viz BSH médium. Navic asepticky piidano:
500 mg.I*t ticarcillin

10 mg.I* fosfinotricin

B50atbT/C médium

3,1 g.l'1 Gamborg's B5 zakladni smés soli
0,5 g.I* KNO3

0,25 g.I* MgSO. - 7H0

0,5¢.I"? prolin

30¢9.1" sacharosa

45q.l? Gellan Gum

Doplnéno MiliQ H:0, pH 5,7 (upraveno pomoci 0,IM a 1M KOH), sterilizovano
autoklavovanim. Po sterilizaci a vychlazeni (55 °C) asepticky ptidano:

1.0 mLI*t 1000x Gamborg's smés vitamintl (sterilni)
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30 mLI? zasobni roztok aminokyselin
500 mg.I™ ticarcillin

10 mg.I* fosfinotricin

MMST/C médium

43¢l Murashige & Skoog zakladni smés soli
0,1g.I? myoinositol

30g.I% sacharosa

45qg.l? Gellan Gum

Doplnéno MiliQ H20, pH 5,7 (upraveno pomoci 0,1M a 1M KOH), sterilizovano
autoklavovanim. Po sterilizaci a vychlazeni (55 °C) asepticky ptidano:
1 mLIt 1000x Nitsch & Nitsch smés vitamind

500 mg.I*t ticarcillin
MMSatbT/C médium
Ptiprava viz MMST/C médium. Navic asepticky pfidan herbicid:

10 mg.I* fosfinotricin

MS médium

43¢g.l? Murashige & Skoog zakladni smés soli
30¢9.1* sacharosa
45¢g.l% Gellan Gum

Doplnéno MiliQ H20, pH 5,7 (upraveno pomoci 0,1M a 1M KOH), sterilizovano

autoklavovanim. Po sterilizaci a vychlazeni (55 °C) asepticky ptidano:

500 mg.I*t ticarcillin
Agarosovy gel

069 agarosa
60 ml Ix TAE

Rozvateno, po ochlazeni na 55 °C ptfidano:

2,5 ul Midori Green
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3.1.5 Rostlinny material

e Medicago sativa divoky typ, kultivar Regen-SY (RSY)

e Nicotiana benthamiana

3.1.6 Bakterialni material

e Agrobacterium tumefaciens, kmen GV3101

3.1.7 Plazmidy

e Plazmid pB7m34GW,0 nesouci konstrukt proMMK2::GFP:cMMK2 a gen
rezistence vuci spektinomycinu (bakterie) a fosfinotricinu (rostliny)

e Plazmid pB7m34GW,0 nesouci konstrukt 35S::GFP:cMMK2 a gen rezistence
vuaci spektinomycinu (bakterie) a fosfinotricinu (rostliny)

e Plazmid pB7m34GW,0 nesouci konstrukt AtUBQ10::GFP:cMMK2 a gen

rezistence vuci spectinomycinu (bakterie) a fosfinotricinu (rostliny)

Plazmidy s danymi konstrukty byly pfipraveny a poskytnu vedoucim diplomové prace,

panem Mgr. Dominikem Novékem, Ph.D.
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava tekutého LB média

V 1 1 destilované vody bylo rozmichéno 25 g LB Broth a bylo upraveno pH na 7,2.

Smés byla sterilizovana autoklavovanim.

3.2.2 Priprava pevného LB média

V 1 1 destilované vody bylo rozmichano 40 g LB Broth with agar Miller. Smés byla
sterilizovana autoklavovanim. Po sterilizaci bylo médium vychlazeno na 55 °C a poté
bylo v lamindrnim boxu asepticky pfiddn rifampicin (50 pg.ml?) a spectinomycin
(100 pg.mlY). Takto ptipravené médium bylo rozlito na kruhové Petriho misky
po 25 ml.

3.2.3 Priprava SH média

Byla piichystana plastovd kadinka o objemu 1 1, misky na navazky a navazovaci
1zicky. Do kadinky bylo navazeno 3,2 g.I"t Schenk & Hildebrant zdkladni smési soli,
30 g.I"t sacharosy a 0,5 g.I"t MES. Bylo piidano 800 ml MiliQ vody. Do kadinky bylo
vloZzeno magnetické michatko a kadinka byla umisténa na magnetickou michacku.
Sm¢és byla michana do rozpusténi vSech nutrientti. Nasledné bylo zméteno pH pomoci
pH metru a upraveno na hodnotu 5,7 pomoci 1M a 0,1M KOH. Médium bylo doplnéno
do objemu 990 ml, rozlito do sklenénych nadob a umisténo do autoklavu s uvolnénymi
uzavery ke sterilizaci.

Po sterilizaci bylo médium vychlazeno na 55 °C a poté bylo v laminarnim boxu

piidano 10 ml.1"t 100x Schenk & Hildebrant sterilni smési vitamind.

3.2.4 Piiprava BSH a B5HatbT/C média

Byla pfichystana plastova kadinka o objemu 1 1, misky na navaZzky a navazovaci
17i¢ky. Do kadinky bylo navazeno 3,1 g.I"" Gamborg's BS zékladni smési soli, 0,5 g.I"
KNOs, 0,25 g.I"t MgSO4 - 7H,0, 0,5 g.I" prolinu, 30 g.I" sacharosy a 4,5 g.I" Gellan
Gumu. Bylo pfiddno 800 ml MiliQ vody. Do kadinky bylo vlozeno magnetické

michatko a kadinka byla umisténa na magnetickou michacku. Smés byla michana
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do rozpusténi vSech nutrientl. Nasledné bylo zméfeno pH pomoci pH metru
a upraveno na hodnotu 5,7 pomoci 1M a 0,1IM KOH. Médium bylo doplnéno
do objemu 967 ml, rozlito do sklenénych nadob a umisténo do autoklavu s uvolnénymi
uzaveéry ke sterilizaci.

Po sterilizaci bylo médium vychlazeno na 55 °C a poté bylo v laminarnim boxu
pfidano 1,0 mLI* 1000x Gamborg's smési vitamind, 30 mll"? zasobniho roztoku
aminokyselin, 1 mg.I"t 2,4-D (250 ul zasobniho roztoku na 250 ml média) a 0,1 mg.1*
Kinetinu (250 pl zasobniho roztoku na 250 ml média).

Pii ptipravé BSHatbT/C média bylo postupovano stejn€. V laminarnim boxu navic
po sterilizaci autokldvovanim a ochlazeni na 55 °C ptidano 500 mg.I? ticarcillinu

a 10 mg.I" selekéniho herbicidu fosfinotricinu.

3.2.5 Priprava B50atbT/C média

Byla pfichystana plastova kadinka o objemu 1 1, misky na navazky a navaZovaci
1zicky. Do kadinky bylo navazeno 3,1 g.I"! Gamborg's B5 zékladni smési soli, 0,5 g.1™
KNOs, 0,25 g.I"t MgSO4 - 7H20, 0,5 g.I" prolinu, 30 g.I" sacharosy a 4,5 g.I"t Gellan
Gumu. Bylo ptfidano 800 ml MiliQ vody. Do kadinky bylo vloZzeno magnetické
michatko a kadinka byla umisténa na magnetickou michacku. Smés byla michana
do rozpusténi vSech nutrienti. Nasledné bylo zméfeno pH pomoci pH metru
a upraveno na hodnotu 5,7 pomoci 1M a 0,1IM KOH. Médium bylo doplnéno
do objemu 968 ml, rozlito do sklenénych nadob a umisténo do autoklavu s uvolnénymi
uzavery ke sterilizaci.

Po sterilizaci bylo médium vychlazeno na 55 °C a poté bylo v laminarnim boxu
piidano 1,0 ml1? 1000x Gamborg's smési vitamint, 30 mll? zasobniho roztoku

aminokyselin, 500 mg.I* ticarcillinu a 10 mg.I"* selekéniho herbicidu fosfinotricinu.

3.2.6 Priprava MMST/C a MMSatbT/C média

Byla pfichystana plastovd kédinka o objemu 1 1, misky na navazky a navazovaci
17itky. Do kadinky bylo navéazeno 4,3 g.I"t Murashige & Skoog zakladni smési soli,
0,1 g.I't myoinositolu, 30 g.I"* sacharosy a 4,5 g.I"* Gellan Gumu. Bylo piidano 800 ml
MiliQ vody. Do kadinky bylo vloZeno magnetické michatko a kadinka byla umisténa
na magnetickou michacku. Smés byla michdna do rozpusténi vSech nutrientd.

Nasledné bylo zméfeno pH pomoci pH metru a upraveno na hodnotu 5,7 pomoci
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1M a 0,IM KOH. Médium bylo doplnéno do objemu 998 1, rozlito do sklenénych
nadob a umisténo do autoklavu s uvolnénymi uzavéry ke sterilizaci.

Po sterilizaci bylo médium vychlazeno na 55 °C a poté byl v lamindrnim boxu
pfidan 1 mL.I" 1000x Nitsch & Nitsch smési vitamini a 500 mg.1* ticarcillinu.

Pii ptipravé MMSatbT/C média bylo postupovano stejné. V laminarnim boxu navic
po sterilizaci autokldvovanim a ochlazeni na 55 °C piidano 10 mg.I" selekéniho

herbicidu fosfinotricinu.

3.2.7 Priprava MS média

Byla pfichystana plastova kadinka o objemu 1 I, misky na navazky a navazovaci
1zicky. Do kadinky bylo navazeno 4,3 g.I Murashige & Skoog zikladni smési soli,
30 g.I'" sacharosy a 4,5 g.I* Gellan Gumu. Bylo p#idano 800 ml MiliQ vody.
Do kadinky bylo vlozeno magnetické michatko a kadinka byla umisténa
na magnetickou michacku. Smeés byla michana do rozpusténi vSech nutrientt.
Nasledné bylo zméteno pH pomoci pH metru a upraveno na hodnotu 5,7 pomoci 1M
a 0,AM KOH. Médium bylo doplnéno do objemu 1 1, rozlito do sklenénych nadob
a umisténo do autoklavu s uvolnénymi uzavéry ke sterilizaci. V laminarnim boxu
navic po sterilizaci autoklavovanim a ochlazeni na 55 °C piidano 500 mg.I™?

ticarcillinu.

3.2.8 Transformace Agrobacterium tumefaciens

Zmrazena  kultura Ag. tumefaciens GV3101, uchovavana v glycerolu
v mikrozkumavce Eppendorf, byla rozpusténa na ledu a byly pfidany 3 pl plazmidové
DNA. Seznam pouzitych plazmidu viz Tab. 1. Smés byla ponechana inkubovat na ledé
po dobu 35 minut. Poté byla mikrozkumavka se smési pfenesena do tekutého dusiku
na dobu 5 minut. Nasledn¢ byla smées ponechdna 15 minut pti pokojové teploté. Poté
bylo ke smési pfidano 400 pl LB média a byla ponechina inkubovat na tfepacce
(28 °C, 2 hodiny, 220 RPM).

Sterilné bylo ptipraveno 50 ml agarového LB média, do n&j bylo piidano 50 pl
rifampicinu (zasobni roztok 50 mg.ml™t) a 50 pl selekéniho antibiotika spectinomycinu

(zasobni roztok 100 mg.ml?). Médium bylo rozlito do dvou Petriho misek po 25 ml.
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Tab. 1 Seznam plazmidi s konstrukty pouzitych k transformaci Ag. tumefaciens

] Rezistence Rezistence
Plazmid Konstrukt . .
(bakterie) (rostlina)
pB7m34GW,0  proMMK2::GFP:cMMK2 Spectinomycin Fosfinotricin
pB7m34GW,0 35S::GFP:cMMK?2 Spectinomycin Fosfinotricin

pB7m34GW,0 AtUBQ10::GFP:cMMK?2 Spectinomycin Fosfinotricin

Smés kultivovana na tfepacce byla sto¢ena pomoci centrifugy (3000 G, 3 minuty).
V laminarnim boxu byly odlity % supernatantu. Ve zbyvajici % byl pelet rozmichan
pomoci pipety. Nasledné byla bakteridlni suspenze rozetfena na agarova média pomoci
sterilni hokejky. Petriho misky byly ponechany kultivovat obracené (48-96 hodin,
28 °C).

Jako dalsi krok byly bakterialni kolonie pomoci mikrobiologické klicky pteneseny
do zkumavek s 5 ml tekutého LB média s pfidavkem 5 pl rifampicinu (zasobni roztok
50 mg.ml%) a5 pl spectinomycinu (zasobni roztok 100 mg.ml™). Bakterialni suspenze
byla ponechana kultivovat na tfepacce pies noc (28 °C, 220 RPM). Ze ziskané no¢ni
kultury transformovaného Ag. tumefaciens bylo odebrany 400 ul a ty byly smichany
s 50% glycerolem v pomé&ru 1:1. Zasobni kultura byla vortexovana a zmrazena pomoci

tekutého dusiku a uchovavana v mrazicim boxu pii -80 °C.

3.2.9 Izolace plazmidové DNA

Prvnim krokem byla homogenizace a lyze bunc¢k. Nocni kultura ziskana
po transformaci Ag. tumefaciens GV3101 byla centrifugovana pii pokojové teploté
(3000 G, 5 minut). Supernatant byl odlit, k peletu bylo piidano 250 ul pufru P1
s obsahem RNasy A (1000x) a smés byla rozmichana pomoci pipety a prenesena
do mikrozkumavky Eppendorf. Poté bylo ptidano 250 pl pufru P2, mikrozkumavka
Eppendorf byla opatrné pfevracovdna (cca 10x) a poté byla smés inkubovana
pii pokojové teploté po dobu 5 minut. Nésledn€ bylo pfidano 250 pl ptfechlazené¢ho
pufru P3. Mikrozkumavka Eppendorf byla opét opatrné promichéna pievracenim
(asi 10x) a smé&s byla nasledné inkubovana na ledu po dobu 5 minut.

Pro izolaci DNA byla smés sto¢ena pomoci centrifugy (13000 G, 21 °C, 10 minut).
Supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky Eppendorf a do néj bylo ptidano

700 pl isopropanolu a po promichani nechano inkubovat po dobu 5 minut pii pokojové
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teploté. Doslo k vysrazeni plazmidové DNA. Smés byla sto¢ena pomoci centrifugy
pii pokojové teploté (13000 G, 21 °C, 10 minut). Supernatant byl slit a byl pfidan 1 ml
ptedchlazeného (4 °C) 75% ethanolu. Smés byla inkubovana 10 minut a poté opét
sto¢ena pomoci centrifugy pii pokojové teploté (7500 G, 21 °C, 2 minuty). Ethanol byl
poté slit a pelet byl ponechan ke kratkému vysuSeni na vzduchu. Nasledné byl pelet
rozpustén v 30 ul RNAse/DNAse free H.0. Koncentrace plazmidové DNA byla

zmétena pomoci nanodropu. Skladovano pii -20 °C.

3.2.10 Kultivace Agrobacterium tumefaciens pro transientni

transformaci

Kultura Ag. tumefaciens GV3101, nesouci pozadovany konstrukt a uchovavana
zmrazena v glycerolu, byla vytazena a nechana na ledu, aby rozmrzla. V laminarnim
boxu byly piipraveny oznaéené sterilni zkumavky, do kterych bylo pieneseno 6 ml LB
média. Do média byl piidan rifampicin (zasobni roztok 50 mg.ml™?) a spektinomycin
(zasobni roztok 100 mg.ml™Y) v poméru 1:1000. Byl odebran 1 ml média pro pozd&;jsi
pouziti jako slepy vzorek (odecteni absorbance média). Do zbylych 5 ml média bylo
piidano 30 pl Ag. tumefaciens z glycerolového inokula.

Zkumavky byly umistény na tfepacku a nechény inkubovat pies noc (28 °C,
220 RPM). Zasobni vzorek glycerolového inokula byl opét zamrazen pomoci tekutého
dusiku a uchovan v mrazaku (-80 °C).

U namnozenych bakterialnich kultur, kultivovanych ve zkumavkach, byla zmétena
opticka hustotu pfi vlnové délce 600 nm (ODeoo). Jako slepy vzorek bylo vyuzito LB
médium s ptisluSnymi antibiotiky. Po naméfeni absorbance byla bakterialni kultura
nafedéna na ODsoo = 0,4 do kokultivaéniho média, obsahujiciho 150uM
acetosyringon. Bakterialni suspenze byla nasledné inkubovana ve tm¢ pii pokojové

teploté po dobu 2 hodin.

3.2.11 Transientni transformace lista Nicotiana benthamiana

Rostliny Nicotiana benthamiana s dobte vyvinutymi listy staré 6 tydnt byly pfedem
zality vodou, aby doslo k otevieni priduchii na spodni strané listt.

Bakterialni suspenze byla nasata do injekéni stiikacky apomalu vtlaCovana
ze spodni strany listl pies pruduchy do mezofylu listu. Stejné bylo postupovano

s negativni kontrolou (kokultiva¢ni médium bez bakterii). Pomoci fixu byla na listech
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vyznacena infiltrovand plocha. Rostlina byla pfikryta cernym igelitem a ponechana
na temném misté 16 hodin. Nasledujici den byly rostliny pieneseny do fytotronu a byl

odstranén igelit. Mikroskopovani bylo provedeno 3 dny po transformaci.

3.2.12 Sterilizace lista Medicago sativa

Pro somatickou embryogenezi byly vyuzity mladé listky vojtésky (Medicago sativa L.
kultivar RSY) z 2.-5. nodu. Listky byly odebrany do 50ml plastovych zkumavek
s kohoutkovu vodou. V laminarnim boxu byly listky pfeneseny do plastové zkumavky
se 40 ml 70% ethanolu na dobu 5-10 sekund. Poté byly listky pfeneseny do plastové
zkumavky se steriliza¢nim roztokem 1 na promyti od ethanolu na dobu 1 minuty. Poté
byly listky pfeneseny do zkumavky se sterilizaénim roztokem 2 na dobu 1,5 minuty.
Zkumavkou bylo jemné¢ michano. Poté byly listky promyty ve tfech kruhovych Petriho

miskéach se sterilni kohoutkovou vodou.

3.2.13 Kultivace Agrobacterium tumefaciens pro stabilni

transformaci

Do 50ml plastové zkumavky bylo pfidano 15 ml YEB média s pfidanim rifampicinu
(50 mg.ml) aspektinomycinu (100 mg.ml?) v poméru 1:1000. Z glycerolového
inokula bylo pfeneseno do média 50 pl kultury Ag. tumefaciens GV3101 nesouciho
pozadovany konstrukt. Suspenze se dala inkubovat na tfepacku pies noc (28 °C,
210 RPM).

Nasledujici den byla zméfena opticka hustota pii vinové délce ODsoo a bakterialni
kultura byla nasledné sto¢ena pomoci centrifugy (3000 G, 3 minuty). Kultura byla
nafedéna do 3 ml YEB média tak, aby se vysledné ODsoo po piidani k 12 ml SH média

pohybovalo v rozmezi hodnot 0,6-0,8.

3.2.14 Stabilni transformace rostliny Medicago sativa

Sterilizované listky vojtésky (Medicago sativa L.) byly od sebe oddéleny
V lamindrnim boxu a byl jim odfiznut fapik. Poté byly pfi€né rozplleny a pieneseny

do 50ml plastové zkumavky s 12 ml SH média. Nasledné byly pfidany 3 ml ptipravené
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Obr.6 Rozmisténi explantati na agarovém médiu v Petriho misce.

bakterialni kultury Ag. tumefaciens. Bylo ponechano kultivovat ve vodorovné poloze
na tiepacce ve tmé (21 °C, 30 minut, 20 RPM).

V lamindrnim boxu byly inokulované explantaty umistény na agarova BSH média
pro kokultivace a indukci tvorby kalusu. Na jedno médium bylo umisténo
12 explantata (Obr. 6). Média s explantaty na Petriho miskach byly piikryty filtra¢nim
papirem a kultivovana ve fytotronu (24 °C, fotoperioda 16/8, 6-7 dni).

Po 6-7 dnech byly na explantatech pozorovany narostlé kolonie Ag. tumefaciens.
Explantaty byly v laminarnim boxu pifeneseny do 50ml zkumavky s 25 ml sterilni
H20. Zkumavka byla 10-20x pfevracena, aby byly bakterie z explantatl co nejvice
odstranény. Poté byly explantaty pfeneseny do druhé zkumavky s 25 ml ¢isté sterilni
H20 a zkumavka byla 5x pfevracena. Explantaty byly pfeneseny na filtra¢ni papir, aby
doslo k odstranéni piebyteéné vody, a nasledné byly umistény na B5SHatbT/C médium
pro selekci transformovanych pletiv a indukci tvorby kalusu. Média s explantaty byly
kultivovany ve fytotronu (24 °C, fotoperioda 16/8, 2-3 tydny).

Po 2-3 tydnech byl pozorovan vyvoj kalust. Kalusy byly pfemistény na B50atbT/C
média pro indukci tvorby embryi. Média s kalusy byly kultivovany ve fytotronu
(24 °C, fotoperioda 16/8, 3 tydny).

Zformovana tmavé zelend embrya byla prenesena na MMSatbT/C médium
pro vyvoj rostliny. Embrya byla z¢asti jemné zatlatena do média. Média s embryi byly
umistény do fytotronu a kultivovany (24 °C, fotoperioda 16/8, 2-3 tydny).
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Regenerované malé rostlinky byly umistény do kultivacnich boxtt s MMST/C
médiem a kultivovany (24 °C, fotoperioda 16/8). Po vytvoreni kofenového systému
byly rostlinky pfeneseny na MS média a byly odebrany kotenové Spicky
pro mikroskopii. Kdyz byly rostliny dostate¢né vyvinuté, byly ptresazeny do pudy
v kvétinaci a ponechany rist do fytotronu (24 °C, fotoperioda 16/8).

3.2.15 lzolace DNA z rostlin pro genotypovani

Na led byly pfipraveny malé PCR mikrozkumavky Eppendorf. Jejich pocet odpovidal
poctu vzorkli spolu s pozitivni a negativni kontrolou. Do kazdé mikrozkumavky
Eppendorf bylo pipetou pteneseno 40 ul Dillution Bufferu, z kazdé rostlin byl odebran
mlady zdravy listek a zné& byl ufezan kus o velikosti 2 mm x 2 mm. Listek
byl v Dillution Bufferu rozmélnén pomoci $picky na pipety. To bylo provedeno
pro kazdy vzorek. Poté se vzorky nechaly stat na ledu po dobu 1 hodiny. Nasledné
se vzorky stocily pomoci mikrocentrifugy a supernatant byl pienesen do novych

mikrozkumavek. Takto piipravené vzorky byly pouzity pro PCR reakci.

3.2.16 PCR

Metody PCR bylo vyuzito pro ovéteni tspésné transformace Ag. tumefaciens plazmidy
kodujicimi  fluorescenéné znacenou mitogen-aktivovanou proteinkinasu MMK2
pod kontrolou nativniho a konstitutivniho promotoru a PCR metody bylo také vyuzito
pro ovéfeni stabilni integrace genii fluorescenéné znaCené mitogen-aktivované
proteinkinasy MMK2 pod kontrolou nativniho a konstitutivniho promotoru do genomu
rostlin vojtésky (Medicago sativa L.). Pro PCR reakce byly vyuzity specifické primery
(Tab. 2, Tab. 3).

Tab. 2 Primery pouzité pii PCR pro ovéfeni piitomnosti plazmidové DNA v Ag. tumefaciens

Predni (,,forward*) primer Zpétny (,,reverse*) primer
MMK2_Ct_F MMK2_Ct_R
5" ATGTCTGTTGAATCAGCTGA 3’ 5’ATTAATTGGTGGATCAGGATTGA 37
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Tab. 3 Primery pouzité pii PCR reakci pro genotypovani rostlin, slouzici k ovéteni uspé$nosti
stabilni transformace Medicago sativa

Predni (,,forward*) primer Zpétny (,,reverse*) primer
GFP_Fw MMK2 Ct R
5S’ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 3 S’ATTAATTGGTGGATCAGGATTGA 37

Na ledu byly pfichystany mal¢ PCR mikrozkumavky Eppendorf. Jejich pocet
odpovidal poctu ovéfovanych vzorkd spolu s pozitivni a negativni kontrolou. Byl
ptipraven PCR mix smichanim vSech ptislusnych slozek (Tab. 4 a 5). PCR mix byl
pipetou ptenesen do mikrozkumavek a byl ptidan pfislusny DNA templat. Pii ovéfeni
piitomnosti plazmidové DNA v Ag. tumefaciens byly jako pozitivni kontrola pouzity
natfedéné plazmidy vyuzité k transformaci. Jako negativni kontrola byla pouzita PCR
H20. Pii genotypovani M. sativa byly jako pozitivni kontrola pouZity fedéné plazmidy

vyuzité k transformaci. Jako negativni kontrola byl pouzit Dillution Buffer.

Tab. 4 PCR mix pro ovéfeni piitomnosti plazmidové DNA v Ag. tumefaciens

Slozka Mnozstvi (ul)
PCR H0 2,3
PCR Buffer 2x 5
Primer F 1
Primer R 1
Phire polymeraza II 0,2
DNA 0,5

Tab. 5 PCR mix pro genotypovani rostlin Medicago sativa

Slozka Mnozstvi (ul)

PCR H0 51
PCR Buffer 5x 2
Primer F 1
Primer R 1

dNTPs 0,2

Phire polymeraza II 0,2

DNA 0,5
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Tab. 6 Nastaveni podminek PCR reakce pro ovéfeni piitomnosti plazmidové DNA
v Ag. tumefaciens

Krok Teplota Cas Cykly
Pocatecni denaturace 98 °C 5 min 1
Denaturace 98 °C 5s
Nasednuti primert 60,1 °C 5s 40
Extenze 72°C 30s
Finalni extenze 72°C 1 min
Inkubace 4°C 0 .

Tab. 7 Nastaveni podminek PCR reakce pro genotypovani rostlin Medicago sativa

Krok Teplota Cas Cykly
Pocatecni denaturace 98 °C 5 min 1
Denaturace 98 °C 5s
Nasednuti primert 63,5 °C 5s 35
Extenze 72°C 40s
Finalni extenze 72°C 1 min
Inkubace 4°C e .

Obsah mikrozkumavek byl opatrné promichan. Mikrozkumavky byly umistény
do thermocycleru, byl nastaven ptislusny program (Tab. 6 a 7) a thermocycler byl

spustén.

3.2.17 Agarosova elektroforéza

Pro agarosovou elektroforézu byl pouzivan 1% agarosovy gel. Do Erlemayerovy
baiiky bylo navaZeno 0,6 g agarosy a ptidano 60 ml pufru 1x TAE. Smés byla vloZena
do mikrovinné trouby a vafena po dobu 2-3 minut. Smés byla kontrolovana
a promichavana, dokud nevznikl homogenni roztok. Po ochlazeni smési na 55 °C bylo
pfidano 2,5 pl vizualiza¢niho barviva Midori Green. Byla pfipravena a vyrovnana
forma na gel s hiebinkem. Do ni byl roztok nalit a ponechan ztuhnout po dobu 25-30

minut pii 21 °C.
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Ztuhly gel byl prenesen do elektroforetické vany a zalit pufrem 1x TAE. Do prvni
jamky bylo naneseno 5 ul markeru GeneRuler™. K produktiim PCR byly ptidany 2 pl
DNA Loading Dye 6x. Poté byly vzorky nanaseny do jednotlivych jamek po 10 pl.
Elektroforetickd aparatura byla nasledné zapojena do zdroje a spusténa (80 V, 40
minut).

Po probéhnuté elektroforézy byl gel vizualizovan pomoci Vizualizatoru Gel Doc

EZ Gel Documentation Systém a programu ImageLab.

3.2.18 Mikroskopické snimani

Epidermalni bunky listd Nicotiana benthamiana, transientné transformované
konstruktem proMMK2::GFP:cMMK2, byly snimany za vyuziti konfokalniho
laserového mikroskopu s rotujicim diskem Cell Observer SD Axio Observer.Z1 (Carl
Zeiss, Némecko) vybaveného objektivy Plan-Apochromat 20x/0.8 M27 (Carl Zeiss,
Némecko) a EC Plan-Neofluar 10x/0.30 M27 (Carl Zeiss, Némecko). Pro excitaci bylo
pouzito svétlo o vinové délce 488 nm, emisni filtr propoustél svétlo o vinové délce
509 nm.

Epidermalni bunky listi Nicotiana benthamiana, transientn¢ transformované
konstrukty  35S::GFP:cMMK2 a AtUBQ10::GFP:cMMK2, byly snimany
konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem LSM 710 Axio Imager 2 (Carl
Zeiss, Némecko), vybavenym objektivy Plan-Apochromat 20x/0.8 M27 (Carl Zeiss,
Némecko) a EC Plan-Neofluar 10x/0.30 M27 (Carl Zeiss Némecko). Na excitaci byl
pouzit laser o vinové délce 488 nm a emisni filtr propoustél svétlo v rozmezi od 493
nm do 582 nm.

Kofeny transgennich semenackti vojtésky byly snimany konfokalnim laserovym
skenovacim mikroskopem LSM 710 Axio Imager (Carl Zeiss, Némecko), vybavenym
objektivem EC Plan-Neofluar 10x/0.30 M27 (Carl Zeiss, Némecko). Na excitaci byl
pouzit laser o vinové délce 488 nm a emisni filtr propoustél svétlo v rozmezi od 493
nm do 598 nm. Sniméni pro vSechny vzorky probéhlo za identickych podminek (pocet
z-rovin, intenzity laseru, citlivosti snimace), aby bylo mozné porovnat intenzitu
fluorescence proteinu GFP-MMK2 pod kontrolou riiznych promotord v jednotlivych
rostlinach.

Intenzita fluorescencniho signdlu byla méfena u snimkd kofend stabilné

transformovanych semenackl vojtésky pomoci programu ZEN 3.1 blue edition (Carl
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Zeiss, Némecko). U kazdého snimku bylo nasniméano 12 jednotlivych z-rovin, které
byly spojeny pomoci funkce Orthogonal Projection, ¢imz byl vytvofen jeden 2-D
obrazek. Byly zméteny profily intenzity fluorescence a byly vytvoreny grafy intenzity
v programu Excel (Microsoft Office).

51



4 VYSLEDKY

V nasledujici kapitole jsou prezentovany a popsany veskeré vysledky ziskané béhem
experimentl V rdmci praktické ¢asti této diplomové prace.

V prvni ¢asti bylo metodou chladového Soku transformovano Ag. tumefaciens
GV3101 plazmidy nesoucimi konstrukty kodujici fluorescenéné znaceny fuzni protein
GFP-MMK?2. Jednalo se o konstrukt proMMK2::GFP:cMMK2 pod kontrolou
nativniho promotoru a konstrukty 35S::GFP:cMMK2 a AtUBQ10::GFP:cMMK2
vedené Kkonstitutivnimi promotory. Dale Dbylo popsano ovéfeni uspésnosti
transformace Ag. tumefaciens GV3101. Ovéieni bylo provedeno izolaci plazmidové
DNA a naslednym vyuzitim metody PCR s pouzitim primert, které byly specifické
k sekvenci kodujici MMK2.

Nésledujicim krokem po ovéfeni piitomnosti rekombinantnich plazmidi
v Ag. tumefaciens bylo provedeni transientni transformace lista Nicotiana
benthamiana za ucelem ovéfeni funkcnosti téchto konstruktd v rostlinné burice
V heterolognim systému. Vysledky transientni transformace byly pozorovany
a snimany pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie a konfokalni
mikroskopie s rotujicim diskem.

Po ovéfeni funkcnosti konstrukti bylo piistoupeno ke stabilni transformaci.
Rostliny vojtésky (Medicago sativa L.) byly transformovany diive popsanymi
konstrukty za vyuziti Ag. tumefaciens GV3101 anasledné¢ byly regenerovany
procesem somaticka embryogeneze. Regenerované rostliny byly selektovany
na zakladé rezistence K fosfinotricinu a poté na zakladé fluorescenéniho signalu
za vyuziti konfokalni mikroskopie. Zaroven byly taky porovnany intenzity signalu
GFP-MMK?2 proteinu mezi jednotlivymi konstrukty, které ukazuji silu jednotlivych
promotort. Jako posledni krok byla ovéfena integrace genil, kodujicich fluorescencné

znacené fizni proteiny GFP-MMK?2, do transformovanych rostlin za vyuziti PCR.

4.1  Transformace Agrobacterium tumefaciens a jeji ovéireni

Bakterie Ag. tumefaciens GV3101 byly transformovany plazmidy nesoucimi
konstrukty GFP fluorescenéné znacené mitogen-aktivované proteinkinasy MMK2
(Tab. 1). Kazdy z téchto konstruktli byl pod kontrolou odli$ného promotoru. Jednalo
se o nativni promotor pProMMK (1536 bp predchazejici kodujici sekvenci MMK?2),
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konstitutivni promotor CaMV (Cauliflower mosaic virus) 35S a konstitutivni
ubiquitonovy promotor AtUBQ10 z rostliny Arabidopsis thaliana. Konstrukty byly
ptipraveny N-terminalni fazi genu GFP k cMMK2 (cDNA) pomoci MultiSite
Gateway technologie. Transformace chemokompetentnich Ag. tumefaciens GV3101
byla provedena pomoci chladového Soku.

Pro ovéfeni uspésnosti transformace byla z kultur transformovanych bakterii
Ag. tumefaciens izolovana plazmidova DNA, kterd slouzila jako templat
pro nasledujici PCR reakce. Metodou PCR byla ve vzorcich izolované plazmidové
DNA ovéfena pritomnost rekombinantnich plazmidl, nesoucich konstrukty
proMMK2::GFP:cMMK?2, 35S::GFP:cMMK2 a AtUBQ10::GFP:cMMK?2 (Obr. 7, 8).
Protuto PCR byly vyuzity primery odpovidajici hrani¢nim sekvencim MMK2.
U vSech vzorki byly na elektroforeogramu pozorovany produkty PCR v oblasti
1113 bp (odecteno podle pouzitého standardu), barvené pomoci Midori Green,
coz odpovida velikosti fragmentu definovaného pouZitymi primery. Pro pozitivni
kontroly byly vyuZity jako templaty PCR reakce fedéné rekombinantni plazmidy, které
byly diive pouzity k transformaci Ag. tumefaciens. Pro negativni kontrolu byla jako
templat pouzita PCR HO.

M 123456728 +-

5000 bp —»

1500 bp —

YW weewe — iy

500 bp —

Obr.7  Elektroforeogram PCR produkti z plazmidové DNA pro ovéfeni uspé$nosti
transformace Ag. tumefaciens 1-4 kolonie Ag. tumefaciens transformované konstruktem
AtUBQ10::GFP:cMMK2, 5-8 kolonie Ag. tumefaciens transformované Kkonstruktem
35S::GFP:cMMK2. M - standart molekulové hmotnosti (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA
Ladder), + pozitivni kontrola, - negativni kontrola. Ocekavana velikost PCR fragmentu
je 1113 bp.
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Obr.8 FElektroforeogram PCR produkti z plazmidové DNA pro ovéfeni spéSnosti
transformace Ag. tumefaciens. 1-4 kolonie Ag. tumefaciens transformované konstruktem
proMMK2::GFP:cMMK2. M - standart molekulové hmotnosti (GeneRuler™ 1 kb Plus

DNA Ladder), + pozitivni kontrola, - negativni kontrola. O&ekavana velikost PCR fragmentu
je 1113 bp.

4.2 Transientni transformace lista Nicotiana benthamiana

Transientni transformace je docasna transformace bunck, pii které nedochazi
Kk integraci vnesené DNA do genomu. Tato metoda byla vyuzita pro ovéieni funk¢énosti
vyuzivanych konstrukt.

Pro transientni transformaci byly vyuzity dobie vyvinuté listy rostliny Nicotiana
benthamiana. Listy byly infiltrovany pfipravenymi suspenzemi s transformovanymi
bakteriemi Ag. tumefaciens, které nesly pozadované konstrukty
proMMK2::GFP:cMMK2 (kolonie 1, Obr. 8), 35S::GFP:cMMK2 (kolonie 5, Obr. 7)
a AtUBQ10::GFP:cMMK2 (kolonie 1, Obr. 7). Epidermalni buiiky listd Nicotiana
benthamiana byly mikroskopovany 3. den po infiltraci.

Epidermalni bunky listd Nicotiana benthamiana, transientné transformované
Ag. tumefaciens nesoucim konstrukt proMMK2::GFP:cMMK2, byly snimany pomoci
konfokalniho laserového mikroskopu s rotujicim diskem (Obr. 9, 10). Z nasnimanych
jednotlivych z-rovin byla vytvofena ortogonalni projekce a byl upraven kontrast

obrazku.
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Obr. 9 Transientné transformované epidermalnich buiiky listu Nicotiana benthamiana
konstruktem proMMK2::GFP:cMMK2, piehledovy obrazek. A prochazejici svétlo,
B slouceni kanalti prochazejici svétlo a GFP, C kanal GFP. M¢titko 100 um.

Obr. 10 Transientné transformované epidermalnich buiiky listu Nicotiana benthamiana
konstruktem proMMK2::GFP:cMMK2. A prochazejici svétlo, B slouceni kanala
prochazejiciho svétla a GFP, C kanal GFP. GFP-MMK?2 protein lokalizovan v jadie (bila
Sipka), na cytoplazmatickych pasech (oranzové Sipky) a také v blizkosti plazmatické
membrany. Métitko 50 um.
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Epidermalni bunky listd Nicotiana benthamiana, transientn¢ transformované
Ag. tumefaciens nesoucim konstrukty 35S::GFP:cMMK2 a AtUBQ10::GFP:cMMK2
(kazdy konstrukt byl transformovan zvlast’), byly snimany konfokalnim laserovym
skenovacim mikroskopem (Obr. 11, 12, 13, 14). Z nasnimanych jednotlivych z-rovin

byla vytvotena ortogonalni projekce a byl upraven kontrast obrazkd.

Obr. 11 Transientné transformované epidermalnich buiiky listu Nicotiana benthamiana
konstruktem 35S::GFP:cMMKZ2, piehledovy obrazek. A prochazejici svétlo, B slouceni
kanalt prochazejici svétlo a GFP, C kanal GFP. Méfitko 200 um.

Obr. 12 Transientné transformované epidermalnich buiiky listu Nicotiana benthamiana
konstruktem 35S::GFP:cMMK2. A prochazejici svétlo, B slouceni kanali prochazejici
svétlo a GFP, C kandl GFP. GFP-MMK2 protein lokalizovan v jadfe (bila Sipka),
na cytoplazmatickych pasech (oranzové Sipky) a také v blizkosti plazmatické membrany.
Meftitko 40 pm.
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Obr. 13 Transientné transformované epidermalnich buiiky listu Nicotiana benthamiana
konstruktem AtUBQ10::GFP:cMMK2, piehledovy obrazek. A prochizejici svétlo,
B slouceni kanalti prochazejici svétlo a GFP, C kanal GFP. M¢titko 100 um.

Obr. 14 Transientné transformované epidermalnich buiiky listu Nicotiana benthamiana
konstruktem AtUBQ10::GFP:cMMK2. A prochazejici svétlo, B sloufeni kanalt
prochézejici svétlo a GFP, C kanal GFP. GFP-MMK?2 protein lokalizovan v jadie (bilé Sipky),
na cytoplazmatickych pasech (oranzové Sipky) a také v blizkosti plazmatické membrany.
Meftitko 40 pm.

Vsechny tfi ovétované konstrukty byly exprimované v epidermalnich bunikach listi
Nicotiana benthamiana. U kazdého byl pozorovan signal GFP fluorescenéné
zna¢eného fuzniho proteinu MMK2. Tento signal byl u vSech konstrukti shodné
pozorovan v oblastech kolem plazmatické membrany, v jadie a na cytoplazmatickych

pasech.
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4.3  Stabilni transformace rostliny Medicago sativa

Ptenos genti fluorescencné znacené proteinkinasy MMK2 do rostliny vojtésky
(Medicago sativa L.) byl zprostiedkovan neptimou metodou transformace za vyuziti
Ag. tumefaciens jako pienaSeCe. Bakterie Ag. tumefaciens GV3101 byly
transformovany plazmidy, nesoucimi konstrukt pod kontrolou nativniho promotoru
proMMK2::GFP:cMMK2 a konstrukty pod kontrolou konstitutivnich promotort
35S::GFP:cMMK2 a AtUBQ10::GFP:cMMK2 (Tab. 1). Usp&$nost transformace
Ag. tumefaciens byla pfedem ovéfena pomoci PCR. Funkénost konstrukti byla
ovéfena pomoci transientni transformace listi Nicotiana benthamiana.

Pro stabilni transformaci byly vybrany zdravé mladé listy vojtésky kultivaru
Regen-SY (RSY). Listy byly sterilizovany a nasledné transformovany podle protokolu
od Samac a Austin-Phillips (2006). Pro transformaci byly vyuzity stejné kolonie
Ag. tumefaciens jako pro transientni transformaci. Selekce transformovanych bunék
a pletiv byla provedena pfidanim selek¢niho herbicidu fosfinotricinu do kultiva¢nich
médii. Transformované bunky byly rezistentni vi¢i tomuto herbicidu. Regenerace

rostlin probihala za vyuziti procesu somatické embryogeneze.

4.3.1 Selekce transgennich rostlin pomoci konfokalni mikroskopie

Regenerované rostliny byly déle vyselektovany pomoci pozorovani konfokalnim
laserovym skenovacim mikroskopem. U 4 rostlin transformovanych konstruktem
proMMK2::GFP:cMMK2, 2 rostlin transformovanych konstruktem
AtUBQ10::GFP:cMMK2 a 4  rostlin  transformovanych  konstruktem
35S::GFP:cMMK2, rezistentnich vici fosfinotricinu, byl pozorovan fluorescencni
signdl fzniho proteinu GFP-MMK2. Pozorovany byly kotfenové Spicky transgennich
rostlin a taky divokého typu RSY. V préaci jsou uvedeny reprezentativni obrazky
pro jednotlivé transgenni linie a divoky typ RSY (Obr. 15). Snimani a zpracovani
mikroskopického obrazu probihalo za totoznych podminek. Vyhodnoceny byly

ortogonalni projekce, vytvorené z jednotlivych z-rovin.
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Obr. 15 GFP-MMK?2 fluorescen¢ni signal v kofenovych $pi¢kach rostlin vojtésky
(Medicago sativa L.) stabilné transformovanych konstrukty: A 35S::GFP:cMMK2,
B AtUBQ10::GFP:cMMK2, C proMMK2::GFP:cMMK2, a také divokého typu D RSY.
Mikroskopovano konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem. Méfitko 50 um.

Nasledné byly zméfeny a porovnany intenzity fluorescencniho signalu rostlin
transformovanych jednotlivymi konstrukty pod kontrolou rtznych promotort (Obr.
16, 17, 18). Méieni byla provedena v kolumele, kde se jevila exprese jako nejsilnéjsi.
Z vysledki méfeni je patrné, ze nejsiln€jsi signal byl pozorovan u rostlin
transformovanych  konstrukty pod  kontrolou  konstitutivniho  promotoru
35S::GFP:cMMK2, kdy nejvyssi pik intenzity dosahl az hodnoty 65 (AU). Naopak
velmi slaby signal byl pozorovan u rostlin transformovanych konstruktem
pod kontrolou nativniho promotoru proMMK2.::GFP:cMMK2, kdy nejvyssi pik
intenzity dosahoval maximalné¢ hodnoty 12 (AU). Pro kontrolni méfeni byla vyuzita
kontrolni linie rostliny vojtésky (Medicago sativa L.), kultivar RSY, kde intenzita
signalu dosahovala maximaln¢ hodnoty 9 (AU). Vzhledem nepiitomnosti
fluorescenéniho GFP proteinu muize byt tato hodnota signidlu povaZovéana
za nespecificky sum, vznikly béhem snimani (Obr. 19). Za G¢elem porovnani intenzity
fluorescence GFP-MMK2 proteinu pod kontrolou riznych promotort v jednotlivych
rostlindich byly naméfené hodnoty kvili lepsi piehlednosti zarovnany na ose

vzdalenosti (osa x) a byly vneseny do grafu (Obr. 20).
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Obr. 16 Méfeni intenzity fluorescenéniho signilu v kofenovych Spickach vojtésky
(Medicago sativa L.) transformované konstruktem 35S::GFP:cMMK2. A Referen¢ni
snimek pro méteni intenzity fluorescencniho signalu, Cervena Sipka znac¢i smér méfeni.
Meéfitko 50 um. B Graf zavislosti intenzity fluorescen¢niho signalu na vzdalenosti.

A

vo)

Intenzita (AU)

0 50 100 150 200 250 300

Vzdalenost (um)

Obr. 17 Méfeni intenzity fluorescenéniho signilu v kofenovych Spickach vojtéSky
(Medicago sativa L.) transformované konstruktem AtUBQ10::GFP:cMMK2.
A Referencni snimek pro méfeni intenzity fluorescencniho signalu, Cervena Sipka znaci smér
méteni. Méfitko 50 um. B Graf zavislosti intenzity fluorescen¢niho signalu na vzdalenosti.
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Obr. 18 Méfeni intenzity fluorescenéniho signalu v kofenovych S$pi¢kach vojtéSky
(Medicago sativa L.) transformované konstruktem proMMK2::GFP:cMMK2.
A Referencni snimek pro méfeni intenzity fluorescencniho signalu, Cervena Sipka znaci smeér
méfeni. Méfitko 50 um. B Graf zavislosti intenzity fluorescencniho signéalu na vzdalenosti.
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Obr. 19 Méfeni intenzity fluorescen¢niho signilu v kofenech semenifku vojtésky
(Medicago sativa L.), kontrolni linie RSY. A Referen¢ni snimek pro méfeni intenzity
fluorescen¢niho signalu, ¢ervena Sipka zna¢i smér méfeni. Méfitko 50 um. B Graf zavislosti
intenzity fluorescen¢niho signalu na vzdalenosti.
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Obr. 20 Graf porovnani profild intenzity fluorescence GFP-MMK2 proteinu
naméfenych v kofenovych $pickach transgennich rostlin vojtésky (Medicago sativa L.)
transformovanych konstrukty 35S::GFP:cMMK2, AtUBQ10::GFP:cMMK2,
proMMK2::GFP:cMMK?2 a kontrolni linie RSY.

4.3.2 Ovéreni pritomnost fiznich genii v transformovanych

rostlinach Medicago sativa

Pro ovéfeni tGspésnosti transformace rostlin vojtésky (Medicago sativa L.) byla
izolovana DNA z listd regenerovanych rostlin, ktera slouzila jako templat pro PCR
reakci. Zvolené primery definovaly oblast DNA, odpovidajici fiznimu genu

GFP:cMMK2. Z celkovych 10 regenerovanych rostlin byla prokazéna ptitomnost
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fazniho genu GFP:cMMK2 v genomu vojtésky u 8 rostlin. Elektroforeogram PCR
produktii (Obr. 21) byl negativni pro rostliny ¢. 7 a 8, které byly transformované
konstruktem 35S::GFP:cMMK2, u ostatnich rostlin byla pfitomnost fizniho genu
GFP:cMMK2 prokézana.

Celkem byly tedy ptipraveny a ovéieny 4 rostliny vojtésky s expresi GFP:cMMK2
pod kontrolou nativniho promotoru, 2 rostliny s expresi GFP:cMMK2 pod kontrolou
AtUBQ10 promotoru a 2 rostliny sexpresi GFP:cMMK2 pod kontrolou 35S

promotoru.

M1 2 3456 7 8 91011 + -

5000 bp —> et

L S

L ) e ‘U“" «—— 1857 bp

1500 bp —
L]

L

500 bp —>

Obr. 21 FElektroforeogram PCR produkti pro ovéreni uspéSnosti transformace rostlin
vojtésky (Medicago sativa L.) genem GFP:cMMK2 pod kontrolou riznych
promotorta. Rostliny 1-4 byly transformované konstruktem proMMK2::GFP:cMMK2.
Rostliny 5-6 byly transformované konstruktem AtUBQ10::GFP:cMMK2. Rostliny 7-10 byly
transformované konstruktem 35S::GFP:cMMK2. Rostlina 11 je kontrolni linie RSY.
M - standart molekulové hmotnosti (GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder), + pozitivni
kontrola, - negativni kontrola, oéekavana velikost PCR fragmentt je 1857 bp.
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S) DISKUZE

V praktické Casti této diplomové prace byl popsan proces transformace zemédelsky
prospésné rostliny vojtésky (Medicago sativa L.). Cilem transformace byla integrace
konstruktti, kodujicich fluorescenéné znacenou mitogen-aktivovanou proteinkinasu
MMKZ2, do genomu rostlin a zisk stabiln¢ transformovanych rostlin pomoci somatické
embryogeneze.

Prvnim krokem k zisku transgennich rostlin byla transformace bakterii
Ag. tumefaciens, které slouzily jako vektor pro Agrobacteriem-zprostiedkovanou
transformaci. Ag. tumefaciens bylo transformovano konstrukty
proMMK2::GFP:cMMK?2, 35S::GFP:cMMK2 a AtUBQ10::GFP:cMMK2, které byly
vlozeny do expresniho plazmidu pB7m34GW,0 (Karimi et al., 2005). Tyto konstrukty
byly pfipraveny N-termindlni fuzi genu zeleného fluorescen¢niho proteinu GFP
k cMMK2 pod kontrolou riznych promotorti. Prvnim byl nativni promotor proMMK
(1536 bp predchazejici kodujici sekvenci MMK?2). Dalsim byl konstitutivniho
promotor CaMV (Cauliflower mosaic virus) 35S. Promotor 35S je nejvyuzivangj$im
konstitutivnim promotorem pro expresi transgent ve dvoudéloznych rostlinach. Silna
exprese transgenl pod jeho kontrolou byla popsdna v fadé pletivovych typa vojtésky
(Thomas et al., 1994; Samac et al., 2004; Tang et al., 2014; Kang et al., 2019).
Poslednim pouzitym promotorem byl konstitutivni ubiquitonovy promotor AtUBQ10
z rostliny Arabidopsis thaliana, taktéz Gispésné vyuzivany u vojtésky (Wolabu et al.,
2020) a také u modelové rostliny Medicago truncatula (Ivanov a Harrison, 2014);
Zhang et al., 2019).

Plazmidy nesouci dané konstrukty byly vneseny do Ag. tumefaciens pomoci
metody chladového Soku. Usp&snost transformace Ag. tumefaciens byla ovéfena
pomoci PCR. Z kultury transformovanych bakterii byla izolovana plazmidova DNA
a za vyuziti navrzenych primerti byl namnozen 1113 bp velky MMK2 PCR fragment.
Takto bylo ovéfeno, ze ziskané kultury Ag. tumefaciens byly Gspésné transformovany
plazmidy nesouci pozadované konstrukty.

Za ucelem ovéfeni funkénosti konstrukti v rostlinnych buiikach byly provedeny
transientni transformace dobfe vyvinutych listd rostliny Nicotiana benthamiana
agroinfiltraci. Transientni transformace je docasnd transformace buné€k, pii které
nedochazi k integraci cizorodé DNA do jadra. Vneseny konstrukt vedeny
pod promotorem je Vv rostlinnych buiikach exprimovan jen po omezenou dobu, neni

replikovén a po Case je z buiiky zcela odbouran. Tato metoda je vhodné pro testovani
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konstruktti diky jeji nizké Casové naro¢nosti a jednoduchému provedeni (K¥enek et al.,
2015). Nicotiana benthamiana je hojné vyuzivand pro transientni transformaci,
predevsim diky jeji nachylnosti vici Sirokému spektru rostlinnych patogent a diky
vysoké ucinnosti jeji transformace (Schob et al., 1997; Goodin etal., 2002).
Pozorovani exprese konstruktli v epidermalnich buiikach agroinfiltrovanych casti listi
Nicotiana benthamiana bylo provedeno 3. den po transformaci za vyuziti
konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu a konfokalniho laserového
mikroskopu s rotujicim diskem. VSechny tfi ovéfované konstrukty byly tspésné
exprimované v epidermalnich bunkach a bylo mozno pozorovat signal ptitomné GFP
fluorescen¢né znacené MAP kinasy MMK2. Signal byl pozorovan Vv jadie, v oblastech
kolem cytoplazmatické membrany a cytoplazmatickych vlaken.

Hlavnim cilem praktické ¢asti této diplomové prace byla stabilni transformace
rostlin vojtésky. Pro transformaci byl vyuzit kultivar Regen-SY (RSY), ktery je oproti
divokému typu lépe regenerovatelny z pletivovych kultur (Bingham, 1989). Stabilni
transformace byla provedena podle protokolu od Samac a Austin-Phillips (2006)
a vyuzivala Ag. tumefaciens jako ptenase¢ plazmidového vektoru. Tento protokol byl
zalozen na poznatcich ziskanych postupnym studiem metod transformace a regenerace
Vojtésky z pletivovych kultur (Saunders a Bingham, 1972; Mitten et al., 1984; Brown
a Atanassov, 1985; Matheson et al., 1990; Samac, 1995). Rostliny byly regenerovany
procesem somaticka embryogeneze. Jako explantaty byly vyuzity mladé listky,
u kterych bylo po Agrobacteriem-zprostiedkované transformaci vlivem hormonalniho
slozeni kultiva¢nich médii indukovano neorganizované bunééné mnozeni a tvorba
kalusu vlivem hormonalniho slozeni kultivacnich médii. Pro selekci transformovanych
bunék a pletiv bylo v médiich vyuzit selek¢ni herbicid fosfinotricin (D"Halluin et al.,
1990, Montague et al., 2007), vic¢i némuz byla do bunék spolu s GFP:MMK2 vnesena
rezistence. Nasledné byla z kalusu indukovana tvorba somatickych embryi Gpravou
slozeni kultiva¢nich médii. Ze ziskanych embryi byly ziskany transgenni rostliny,
obdobné jako v praci Hrbackova et al. (2021). Regenerované rostliny byly selektovany
pomoci fluorescenéni mikroskopie a ispésnost transformace byla nasledné ovétena
pomoci PCR genotypovani namnozenim 1857 bp velkého GFP-MMK2 PCR
fragmentu z izolované rostlinné DNA.

Vysledkem praktické casti byl zisk stabilné transformovanych linii vojtésky geny
GFP fluorescen¢né znacené mitogen-aktivované proteinkinasy MMK2 pod kontrolou

nativniho a konstitutivniho promotoru. Mikroskopické pozorovani kofenii semenackt
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transgennich rostlin nam umoznilo méteni intenzity signalu GFP-MMK2 v kolumele
a tim i porovnani intenzity exprese mezi konstrukty. Nejsilngjsi fluorescencni signal
byl naméfen u linie transformované konstruktem 35S::GFP:cMMK2, poté u linie
transformované konstruktem AtUBQ10::GFP:cMMK2. Velmi slaby signal byl naopak
naméien u linie transformované konstruktem proMMK2::GFP:cMMK2, ktery byl
pod kontrolou nativniho promotoru. Z vysledkd vyplyva, ze nativni exprese MMK2
genu by mohla byt vyvojové nebo pletivoveé specifickd, a proto nebyl fluorescencni
signdl GFP-MMK2 u téchto linii témé pozorovan, prestoze byla pomoci PCR
prokézéna pritomnost flize gent kodujicich tento protein. Pro ovéteni by vSak bylo
tieba dalSich experimentd a metod, jako naptiklad qPCR, kterou pro sledovani exprese
transgenti ve vojtéSce vyuzili naptiklad Guertler et al. (2019) nebo Stritzler et al.
(2019). Metoda gPCR by mohla byt vyuZzita pro porovnani miry exprese transgent
pod vedenim riznych promotorti a miry exprese MMK2 v kontrolni linii RSY. Vhodné
by bylo také vyuziti metody western blot pro detekci faznich proteint GFP-MMK2
v transformovanych rostlinach  za vyuziti protilatek specifickych k MMK2
a porovnani abundance fuzniho proteinu GFP-MMK2 v transgennich rostlinach
a proteinu MMK2 v kontrolni linii RSY (Jonak et al., 1995; Cardinale et al., 2000,
Cardinale et al, 2002, Ouaked et al., 2003).

Identifikace jednotlivych komponenti MAP kinasovych signélnich drah, zkoumani
jejich funkce, lokalizace a jejich interakci s dalSimi signalnimi molekulami a substraty
je dilezité pro studium mechanismi odpovédi rostlin na bioticky a abioticky stres.
Fluorescen¢ni zna¢eni MAP kinasy MMKZ2, zprostifedkované zelenym fluorescenénim
proteinem GFP, umozni studium jeji funkce a lokalizace v zemédélsky vyznamné
vojtésce. Dosud je o funkci MMK2 znamo jen velmi malo informaci. Ma roli
v signalnich drahach ucastnicich se odpovédi na stres z tézkych kovi. Publikovano
bylo jeji zapojeni do odpovédi na stres z méd’natych a kadmiovych iontl, ackoliv
dosud nejsou znamé veskeré komponenty vedouci k tomuto zapojeni (Jonak et al.,
2004). Je také predpokladana role MMK2 v signalnich drahach ucastnicich
se odpoveédi na bioticky stres. Aktivace MMK2 byla pozorovana pii inkubaci
s kvasinkovymi elicitory Pepl3, chitinem a B-glukanem (Cardinale etal., 2000;
Cardinale et al., 2002). MMK2 je zaroven orthologem MPK4 z rostliny Arabidopsis
thaliana. MPK4 je MAP kinasa, ktera je lokalizovana v jadfe a cytoplazmé a ma
v Arabidopsis thaliana vyznamnou roli v odpovédi na stres z patogenti (Desikan et al.,
2001; Andreasson et al., 2005; Suarez-Rodriguez et al., 2007; Jeena et al., 2015).
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To vede k dalsimu predpokladu vétsiho zapojeni MMK2 do rostlinné odpovédi
na bioticky stres. Byla také popsédna role MPK4 v tvorbé bunééné prepazky
pii cytokinezi bunék Arabidopsis thaliana (Kosetsu et al., 2010) a také jeji vliv
na aktivitu proteinu MAP65-1, Gcastniciho se organizace kortikalnich mikrotubult
epidermalnich bunék Arabidopsis thaliana (Beck et al., 2010). Na zakladé
piedpokladané funkéni podobnosti MMK2 a MPK4 je odhadovano zapojeni MMK?2
také do téchto bunécnych dé&ja.

Bioticky stres je jednim z vyznamnych faktord ovliviiujicich péstovani vojtésky
(Hrbackova et al., 2020). Ma silny efekt na jeji vyvoj a urodnost. Biotechnologické
metody vedouci k dosazeni rezistence rostlin proti patogenim mohou ovlivnit
odolnost rostlin, snizeni mnozstvi celosvétoveé uzivanych pesticidi a zvyseni vynosu
a kvality produkovanych plodin (Kudapa et al., 2013). Odvozeni nebo vytvoifeni
tolerantnich druhi plodin vic¢i nejen biotickym, ale 1 abiotickym stresovym
podminkdm, je =zasadni pro udrzitelnost zeméd¢lstvi v budoucnosti (Farooq
a Siddique, 2017). Pochopeni mechanismt funkce signalnich drah, odpovidajicich
zarostlinné odpovédi na tyto stresové podminky, je klicové pro dal§i rozvoj
biotechnologickych metod (Bevan et al., 2017). Zkoumani signalnich drah ve vojtésce
muze také pomoci hlubSimu pochopeni symbiotického vztahu vojtésky a prospéSnych
rhizobidlnich bakterii, fixujicich vzdusSny dusik, vedoucimu k pfirozenému
obohacovani zeméd¢lské pudy dusikatymi slouc¢eninami (Doyle a Luckow, 2003;
Triboi a Triboy-Blondel, 2014).
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6 ZAVER

V teoretické Casti této diplomové prace byla vypracovana literarni reSerse, zabyvajici
se obecnou charakteristikou vojtésky (Medicago sativa L.) a jejiho zeméd¢lského
vyuziti, vyznamem a funkci mitogen-aktivovanych proteinkinas a moznostmi
transformace vojtésky v oblasti genového inzenyrstvi.

Vojtéska patii mezi nejvyznamnéjsi zemédelské plodiny. Ma velké zastoupeni
Vv celkovém mnozstvi celosvétoveé peéstovanych picnin, zejména kvili jejimu nutricné
hodnotnému sloZeni. Velky vyznam ma také v osevnim postupu. Svym kotfenovym
systétmem zkvalithuje a zkypfuje zemeédélskou pldu. Jeji schopnost vstoupit
do symbiozy s rhizobialnimi bakteriemi a fixovat vzduSny dusik zpisobuje,
ze ve velké mife zirodiuje své okoli. Tento piirozeny zpisob obohacovani pidy
ma potencial nahradit vyuzivani zemé&délskych hnojiv s obsahem dusiku, pro které
se hleda alternativa, vzhledem Kk jejich negativnimu dopadu na Zivotni prostiedi.
S ohledem na tyto skute¢nosti je kladen duraz na studium fyziologie vojtésky
a signalnich drah, zprostfedkovavajicich odpovédi rostliny na externi podnéty.

Tato prace se zabyvala MAP kinasovou signalni drdhou, hrajici diilezitou roli
V pfenosu signalt v rostliné. Ma velky vyznam v rostlinné odpovédi na bioticky
a abioticky stres. V teoretické ¢asti byly popsany jeji zakladni mechanismy a jeji iloha
a zastupci ve vojtésce. Zvlastni diiraz byl kladen na MAP kinasu MMK2, u které¢ je,
kromé& ulohy v odpovédi na abioticky stres, predpokladéna také jeji role v odpoveédi
na bioticky stres.

V praktické ¢asti diplomové prace byly realizovany experimenty s cilem ziskat
stabilné¢ transformované rostliny vojtésky, které produkuji GFP fluorescen¢né
zna¢enou MAP kinasu MMK2. K tomu byla vyuzita Agrobacteriem-zprostiedkovana
transformaéni metoda. Ag. tumefaciens bylo transformovano konstrukty
35S::GFP:.cMMK2,  proMMK2::GFP:.cMMK2 a  AtUBQ10::GFP:cMMKZ2,
kodujicimi fluorescenéné znaGenou MMK2. Funk¢nost konstrukti byla ovéiena
provedenim transientni transformace listd Nicotiana benthamiana. Vsechny
konstrukty uspeésné exprimovaly fluorescenéné znacenou MMK2.

Po ovéteni konstrukti byla provedena stabilni transformace vojtésky a rostliny byly
regenerovany procesem somatické embryogeneze, byly ziskany transgenni rostliny
abyla pozorovana fluorescence GFP-MMK2 proteinu Vv kofenovych $pickach.
Integrace gent fluorescenéné znacené mitogen-aktivované proteinkinasy MMK?2 byla

nasledné¢ oveétend pomoci PCR genotypovani.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2,4,5-T
2,4-D

Ag. tumefaciens
AU

B5 médium
B50 médium
B5H médium
BADH

bar

bp

CaMV

CAT

CDK

CPA

cry3a

DEAE

dH.0

dNTPs
dsT-DNA
EDTA

ERK

GFP

GUS

HAMK

LB médium
M. sativa
MAP kinasa
MAPK kinasa
MAPK
MAPKK kinasa
MAPKK
MAPKKK
MES

kyselina trichlorfenoxyoctova

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
Agrobacterium tumefaciens

arbitrary unit

Gamborg B5 médium

Gamborg B5 médium pro indukci tvorby embryi
Gamborg B5 médium pro indukci tvorby kalusu
betainaldehyddehydrogenasa

bialaphos resistence

part bazi

Cauliflower mosaic virus
chloramfenikolacetyltransferasa
cyklin-dependentni proteinkinasy
4-chlorfenoxyoctova kyselina

cry3A delta endotoxin

diethylaminoethyl

destilovana H20

deoxynukleosidtrifostaty

dvouvlaknova transferovda DNA

kyselina ethylendiamintetraoctova
extracelularné regulované kinasy

zeleny fluorescenc¢ni protein

B-glucuronidasa

heat-activated MAP kinase

lysogen broth médium

Medicago sativa

mitogen-aktivovana proteinkinasa
mitogen-aktivovana proteinkinasa kinasa
mitogen-aktivovana proteinkinasa
mitogen-aktivovana proteinkinasa kinasa kinasa
mitogen-aktivovana proteinkinasa kinasa
mitogen-aktivovana proteinkinasa kinasa kinasa

2-(N-morfolino)ethan sulfonova kyselina
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MMK1
MMK?2
MMK3
MPK3
MPK4
MPKG6
NAA

nod

Nod faktor
NTPII
ODsoo
OMTK1
pat

PCR

PEG
Pepl3
ROS

rstB

RSY
SAMK
SH médium
SIMK
SIMKK
ssT-DNA
TAE
T-DNA

Ti plazmid
A%

vir geny
vir oblast
Vir

wiv

w/w

YEB médium

Medicago MAP kinasa 1

Medicago MAP kinasa 2

Medicago MAP kinasa 3
mitogen-aktivovana proteinkinasa 3
mitogen-aktivovana proteinkinasa 4
mitogen-aktivovana proteinkinasa 6
kyselina 1-naftyloctova

nodulacni gen

nodulaéni faktor
neomycinfosfotransferasa I1
optické hustota pti vinové délce 600 nm
oxidative stress-activated MAP triple-kinase 1
phosphinothricin N-acetyltransferasa
polymerazova fetézova reakce
polyethylenglykolova metoda
peptidoglykan 13

reaktivni formy kysliku

Rhizobium salt tolerance B

kultivar Regen-SY

stress-activated MAP kinase
Schenk & Hildebrant médium
stress-induced MAP kinase
stress-induced MAP kinase kinase
jednovlaknova transferova DNA
tris-acetatovy pufr

transferova DNA

tumor-indukujici plazmid

objem na objem

geny virulence

oblast virulence

proteiny virulence

hmotnost na objem

hmotnost na hmotnost

yeast extract beef médium
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