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CILE PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma interakce cytoskeletu a MAPK signalingu
u vojtésky v interakci s prospéSnymi mikroorganismy z rodu Rhizobium.

2. Insilico design jednotlivych konstruktl pro cytoskeletalni markery.

3. Klonovani konstruktti pro cytoskeletalni markery metodou Golden Gate.

4. Fenotypova analyza transgennich linii vojtésky (Medicago sativa) exprimujicich
markery cytoskeletu.

5. In vivo pozorovani cytoskeletu u vojtésky v rannych fazich interakce vojtésky

s Rhizobiem.



1 UVOD

Medicago sativa je viceleta bylina, ktera se fadi mezi velmi dulezité zemédé€lské plodiny.
Ptedevsim diky jeji nutriéni hodnoté€ je vyuzivana jako krmivo pro hospodaiska zvitata.
Je zdrojem mnoha vitamini, minerdlnich latek a esencidlnich aminokyselin. M4 také
bohaty kofenovy systém a Zzije vsymbioze s dusik fixujicimi bakteriemi (napf.
Sinorhizobium meliloti). Rostliny Zijici v této symbioze maji dostatek dusiku, ktery je
dualezity pro spravny pribéh fotosyntézy a syntézu nékterych aminokyselin. Diky tomu je
M. sativa také vyuzivana jako piedplodina, protoze obohacuje pidu o dusik
I pro nasledujici zemédelské plodiny (Radovi¢ et al., 2009).

Béhem symbidzy dochazi k vytvotreni kotenovych hlizek (nodull), ve kterych se
nachazi dusik fixujici bakterie. V nodulech je zajist€éno vhodné prostfedi pro enzym
nitrogenasu, ktery je nezbytny pro samotnou fixaci. V symbiotickém procesu hraje
dialezitou tlohu také rostlinny cytoskelet, kdy dochdzi ke zménam v jeho usporadéani
a dynamice béhem jednotlivych fazi symbidzy. Rostlinny cytoskelet je tvofen aktinovymi
filamenty a mikrotubuly a oba tyto biopolymery sehravaji dualezitou tlohu
v symbiotickém procesu. Podili se napiiklad na zatoceni kofenového vlasku okolo

bakterie (Perrine-Walker et al., 2014).

Pro vizualizaci cytoskeletu in vivo se vyZivaji cytoskeletalni markery, které by nem¢ly
ovlivilovat jeho pfirozenou dynamiku. Markery jsou fuzni proteiny, kdy je cytoskeletalni
protein nebo protein vazici se na cytoskelet fizovan s fluorescenénim proteinem.
Vizualizace markeru je umoZznéna pomoci fluorescencni nebo konfokalni mikroskopie.
Cilem této préace bylo navrhnout a naklonovat tubulinové markery, které¢ by bylo mozné
vyuzit mimo jiné i pro in vivo studium symbiotickych interakci mezi M. sativa a S.
meliloti. Pro pfipravu markerti byla vyuzita u¢inna metoda molekularniho klonovani
Golden Gate, ktera vyuziva restrikéni enzymy typu IIS a T4 DNA ligasu.

Dale byla cilem mé diplomové prace fenotypova analyza transgennich linii M. sativa
exprimujici markery cytoskeletu. Byly srovnavany transgenni linie 35S::tagRFP:TUAG
a 35S::FABD2:GFP s kontrolni linii RSY. Analyza byla zaméfena na kofenovy systém,
protoze pravé ten je cilem symbiotickych bakterii. U rostlin byla analyzovéna délka

primérniho kofene, pocet lateralnich kotent a také pocet vytvorenych nodulti.
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2 TEORETICKY UVOD

2.1 Vojtéska seta

Vojtéska seta (Medicago sativa L.), také zvana alfalfa nebo lucerna, je diky své bohaté
nutricni hodnoté jedna znejvyznamnéjSich bobovitych rostlin na svété. Jedna se
0 dvoudéloznou bylinu, kterd se rozmnozuje pievazné cizosprasenim. Vyskytuje
a péstuje se ve vice nez 80 zemich svéta na témét 35 milionech hektarii piidy (Radovic
et al., 2009). Jeji geograficky ptivod je z oblasti Stfedomoii, odkud se rozsifila do dalSich
oblasti. Bylo vyslechténo mnoho kultivard M. sativa, naptiklad kultivary rezistentni viici
Skiidetim nebo odolné na abiotické stresy, jako je sucho, zvySena salinita pady nebo chlad
(Lehman et al., 1992).

Genom M. sativa je autotetraploidni, ma 32 chromozomu (4n=32). Byla také
vyslechténa diploidni forma M. sativa s 16 chromozomy nazyvajici se CADL (Cultivated
Alfalfa at the Diploid Level) (Bingham et McCoy, 1979). CADL je diky své diploidni

formé vhodny pro genetické studie a biotechnologie.

Jak jiz bylo zminéno, M. sativa ma dobré nutri¢ni sloZeni, z tohoto diivodu se vyuziva
pfedevs§im jako picnina. Také se vyznacuje vysokou produkci biomasy, kdy miize byt
secena nckolikrat do roka. Je bohat4 na obsah proteinti (15-22 %) a pfitomnost mineralt
a vitamind. Nejzastoupené€jSimi jsou vitaminy A, D, E, K, C a n¢které vitaminy skupiny
B (Aganga et Tshwenyane, 2003). Z minerald je to pak fosfor, vapnik, sodik, chlor,
draslik a mnoho dalsich (Scholtz, 2008).

Mimo krmivo pro hospodaiska zvitata se vyuziva napiiklad na vyrobu bioethanolu,
pfi bioremediaci pid s vysokym obsahem dusiku nebo pro produkci industridlnich
enzymu jako lignin peroxidasa, alfa-amylasa nebo fytasa (Bauchan, 2006). M. sativa ma
také vyuziti v lidské vyzivé. Vyrabi se z ni proteinové koncentraty (D" Alviseet et al.,
2000), které slouzi jako zdroj kvalitnich proteini zejména pro lidi v chudsich regionech,
kde hrozi podvyZiva. Zelené ¢asti rostliny mohou byt zpracovany do riznych pokrmi
(Penaset et al., 2009). V Cing byly pouZivany listy vojtésky pro 1é&bu chorob traviciho
ustroji nebo artritidy (Mielmann, 2013).

Velice dulezitou vlastnosti M. sativa je symbidza s nékterymi bakteriemi z rodu
Sinorhizobium. Tyto bakterie jsou v nodulech schopné exprimovat enzym nitrogenasu,
ktery je zodpovédny za samotnou fixaci vzduSného dusiku. Proces symbidzy bude

podrobné popsan v pozdéjsi kapitole.
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2.2 Sinorhizobium meliloti

Bakterie S. meliloti je gramnegativni pudni bakterie ty¢inkovitého tvaru, ktera patii do
celedi Rhizobiaceae. Je znama pro svou schopnost fixovat vzdusny dusik v symbidze
s rostlinami z ¢eledi bobovitych, zejména s rody Medicago, Melilotus a Trigonella (Zhao
etal., 2012).

Bakterie se dostavaji do kofenovych bunék pomoci kofenovych vlask a v kortexu
rostlinnych bun€k se diferenciuji na formu schopnou fixovat vzdusny dusik (Mergaert
et al., 2006).

Genom S. meliloti je tvofen jednim cirkularnim chromozomem o velikosti pfiblizné
3,65 Mb a obsahuje také dva velké symbiotické plasmidy — pSymA a pSymB, které maji
velikost 1,3 a 1,6 Mb (Galibert et al., 2001; Reeve et al., 2010). Nékteré kmeny mohou
také obsahovat variabilni pocet auxilarnich plasmidl, jejichz funkce nebyla plné
objasnéna (Kuhn et al., 2008). Pro spravny prub&h symbidzy a tvorbu noduld jsou potieba
geny jak z cirkularniho chromozomu, tak z obou velkych symbiotickych plasmida. Jedna
se napiiklad o geny nod kodujici Nod faktor nebo geny exo kodujici exopolysacharidy,

které jsou rovnéz dulezité pro primarni interakci mezi symbionty (Reeve et al., 2010).

Na cirkularnim chromozomu se nachdzi hlavné geny, které jsou exprimovany témeét
neustale, tzv. housekeeping geny. Jedna se o geny fidici metabolismus, odpovédi na stres,
chemotaxi, mobilitu nebo geny nutné pro replikaci, transkripci a translaci (Finan et al.,

2001).

Mimo fixace dusiku jsou tyto bakterie schopné také denitrifikace, tedy redukce
dusitant a dusi¢nani na oxidy dusiku a N2. S. meliloti obsahuje na jednom chromozomu
Ctyfi geny, kodujici enzymy zodpovédné za denitrifikaci. Jedna se o nitrat reduktazu
(Nap), nitrit reduktazu (Nir), reduktazu oxidu dusnatého (Nor) a reduktdzu oxidu dusného
(Nos) (Ruiz et al., 2019). S. meliloti muze produkovat oxid dusnaty jak volné v pude¢,
tak v symbiotickém vztahu. Béhem symbidzy plni oxid dusnaty signalni tlohu napf.
signalizujici senescenci nodulu (Cam et al., 2012).

Bakterie S. meliloti mohou mit vyuziti i v ¢istickach odpadnich vod. Diky svym
denitrifikaénim enzymiim mohou byt vyuzity pro Cisténi a filtraci pitné vody, kdy je
V soucasné dob¢ problém se zneciSténim pitné vody hnojivy na bazi dusiku (Chauhan,

2015).
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2.3 Proces symbiozy

Vzajemné prospésny vztah mezi kofeny M. sativa a bakteriemi S. meliloti je nastaven
na principu, ze bakterie jsou v nodulech schopny fixovat vzdusny dusik a pfeménovat ho
na formy, které jsou pro rostliny vyuzitelné. Na druhou stranu, M. sativa poskytuje
bakteriim zdroje uhliku, které mohou vyuzit pro sviij metabolismus. Nejcastéji se jedna
0 malat, sukcinat nebo fumarat (Portais et al., 1999). Tato symbiodza je velice prospésna

a dulezita pro kolob¢h dusiku v ptirode.

2.3.1 Prvotni interakce symbiontu

Symbidza je iniciovana chemickymi signaly, které probihaji mezi M. sativa a volné
zijicimi S. meliloti. V pudach s nizkym obsahem dusiku produkuje kofenovy systém
rostliny flavonoidy. Jedna se o nizkomolekularni sekundarni metabolity, které obsahuji
benzenova jadra a jsou syntetizovana fenylpropanoidovou drahou. Rostliny produkuji
mnoho riznych flavonoidl, ale pro bobovité rostliny jsou typické izoflavonoidy,
které jsou tvofeny enzymem isoflavon syntdzou. Mezi izoflavonoidy patii diadzein nebo
genistein (Liu et Murray, 2016). V M. sativa je vyznamnym flavonoidem metoxychalkon
(Dakora et al., 1993) nebo medicarpin, ktery je syntetizovany i mimo symbidzu,

a to béhem napadeni houbovym patogenem (Guenoune et al., 2001).

Nevyhnutnym pifedpokladem na vnimani flavonoidii bakteriemi musi byt jejich
vylouceni rostlinou do rhizosféry. Nasledné jsou rhizobia pfitahovana chemotaxi
k rostling a dochazi k aktivaci bakterialniho genu nodD (Liu et Murray, 2016). Produktem
genu nodD je transkripéni aktivator, ktery se vaze na regulacni sekvence dalSich nod
gent, na tzv. nod boxy, a aktivuje tak ostatni nod geny (Jiménez-Guerrero et al., 2018).

Tyto geny jsou zahrnuty v syntéze a také sekreci Nod faktort (Spaink et al., 1989).

Nod faktory jsou lipo-chitooligosacharidy, které interaguji s rostlinou a maji vliv
na dalsi pribéh symbidzy, jako je zatoceni kofenového vlasku okolo rhizobia nebo také
iniciuji meristematickou aktivitu v kortikalnich bunkéach kofene, ¢imz se formuje
primordium nodulu (Xiao et al., 2014). K nodulaci nemtze dojit, pokud bakterie ztrati
schopnost produkovat Nod faktory nebo rostlina ztrati schopnost tyto faktory vnimat
(Radutoiu et al., 2003). Pro spravny proces symbiozy jsou vSak stejn¢ dulezité
I flavonoidy. Pii potladeni produkce flavonoidl je negativné ovlivnén cely pribéh

symbidzy (Wasson et al., 2006; Abdel-Lateif et al., 2013). Hostitelska specifita rhizobii
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je dana chemickou strukturou Nod faktord, pfedevsim jejich délkou, substitucnimi
skupinami a stupném nasyceni (Oldroyd et Downie, 2008).

Pro percepci Nod fakori rostlinou jsou podstatné LysM receptory (Smit et al. 2007).
Zachyceni Nod faktori receptory spusti Ca®*-dependentni signalni drahu, ktera dale
ovliviiuje spoustu dé&jii v buiice. Jednd se napiiklad o reorganizaci AF (aktinovych
filament), zmény v proudéni cytoplasmy, reorientaci endoplasmatického retikula, pohyb
jadra nebo zmény v buné¢né sténé (Lhuissier et al., 2001). Pro spusténi signaliza¢nich
déju staci velmi malé mnozstvi Nod faktoru, nékteré publikace uvadéji, ze je jedna
o koncentraci 1012 M (Lerouge et al.,1990; Heidstra et al., 1994). U M. sativa dojde
k rapidnimu narustu koncentrace Ca?* iontd jiz po 3 minutach od percepce Nod faktoru
(Felle et al., 1999). Dochazi k aktivaci aniontovych kanalkt a k efluxu CI". Diky tomu
dochazi k depolarizaci plasmatické membrany a akumulaci Ca?* iontl ve $picce
kofenového vlasku (Downie et Walker, 1999). Signalni draha zahrnujici receptorové
kindzy zptsobi oscilaci Ca?* v nukleoplasmé. Je aktivovan komplex sestavajici z
Ca?*/kalmodulin-dependentni protein kindzy a transkripéniho aktivatoru CYCLOPS
(CCaMK-CYCLOPS komplex; Yano et al., 2008; Zipfel et Oldroyd, 2017), ktery
u rostliny zpusobi indukci exprese nékterych specifickych gend, zvanych ¢asné noduliny

— ENODs (Oldroyd et Downie, 2008).

2.3.2 Vznik infekéniho vlakna

Jednotliva rhizobia jsou pfichycena z boku kotfenového vlasku (Obr. 1) a nasledné

wvrwe

a vytvoreni tésné smycky obklopujici bakterii. Formuje se infek¢éni kapsa, ktera je tvofena

Korenovy viasek o

- ° ’
Rhizobiay Infekéni kapsa

Infekcni vidkno

oy — —_— —_—
Jédro Inokulace Pre-infekéni
vidkno
1 dpi 3 dpi 5 dpi

Obr. 1 Interakce kotenového vlasku s Rhizobium a nasledna tvorba infekéni kapsy, pre-infekéniho
a infek¢éniho vlakna. Dpi = dny po inokulaci (upraveno podle Laplaze et al., 2015).
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tésné naskladanymi bunéénymi sténami zatoceného kofenového vlasku (Breakspear
etal., 2014).

Ptredtim, nez se zacne formovat infek¢ni vlakno v kofenovém vlasku, dojde
k zdvojnasobeni velikosti jadra a k jeho piesunu blize k infekéni kapse. Také se tvoii pre-
infekéni vldkno — tzv. cytoplasmaticky most, ktery se tvofi mezi bunéénymi sténami
rostlinné bunky (Obr. 1). Toto vldkno predurcuje cestu, kterou bude nésledné¢ infekéni
vlakno prochazet (Timmers et al., 1999; Fournier et al., 2008).

V misté zachyceni bakterie dojde u rostlinnych bunék k invaginaci bunécné stény
a cytoplasmatické membrany a v téchto mistech zacne prorustat infekéni vldkno. V jeho
Spicce se bakterialni bunky aktivné déli (Gage, 2002). Infek¢éni vldkno roste polarné,
ptes cely kotenovy vlasek az do primarni kiiry kotene, kde vznikne primordium nodulu
(Oldroyd et al., 2011). Tvorba a prodluzovani infekéniho vlakna je zavisla
na bakterialnich exopolysacharidech, v S. meliloti je to naptiklad sukcinoglykan (EPS 1)
(Brewin, 2004). Mutanti, ktefi nejsou schopni biosyntézy sukcinoglykanu jsou sice
zachyceni kofenovym vlaskem, ale nejsou schopni iniciovat tvorbu infekéniho vlakna
(Cheng et Walker, 1998).

Tvorba funkéniho infekéniho vldkna je také zavisla na hostiteli. Hostitelsky gen LIN
je dulezity pro spravné pokracovani symbiozy — pro tvorbu primordia nodulu a jeho
morfogenezi. Mutanti tohoto genu jsou schopni zachytit rhizobia kofenovymi vlasky,
ale selhava tvorba infek¢éniho vlakna (Kuppusamy et al., 2004). Také spravna funkce
LysM receptoru na povrchu kotfenového vlasku je podstatnd pro tvorbu funkénich
infekénich vlaken (Arrighi et al., 2006).

Béhem symbidzy dochdzi také ke zménadm v hladinach fytohormont, pfedevSim
auxini. Pomoci ARF (auxin-response faktor) jsou béhem symbiozy aktivovany nékteré
auxin odpovédné geny, napiiklad gen ARF16. U mutantt tohoto genu dochazi k defektim
béhem infekce. Signalizace pomoci auxind je nezbytna pro spravny pribéh symbiozy,
piedevsim v pocate¢nim stadiu infekce (Spaepen et Vanderleyden, 2011; Laplaze et al.,
2015).

2.3.3 Vniknuti rhizobii do primordia nodulu a jejich diferenciace na bakteroidy
Bakterie vnikaji do bun€k vyvijejiciho se primordia ve formé& infekénich kapek procesem
podobnym endocytoze. Infekéni kapky se tvofi na konci infekéniho vlakna, které miize

byt rozvétvené (Zhang et al., 2019). Tyto infekéni kapky nejsou obaleny bunécnou sténou
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hostitele, ale pouze jeho cytoplasmatickou membranou a tvoii symbiosom (Brewin,
2004). Cytoplasmaticka membrana, ktera oddéluje bakterie od cytoplasmy hostitelské
buriky, se zacina diferencovat a oznacuje se dale jako peribakteroidni membrana (PBM)
(Limpens et al., 2009). Pro vyvoj symbiosomu na funkéni formu je tieba t-SNARE
protein SYP132A (Pan et al., 2016). Také synaptogaminy Sytl, Syt2 a Syt3 u Medicago
truncatula jsou dulezité béhem tvorby symbiosomu (Gavrin et al., 2017).

V symbiosomech dochazi k diferenciaci bakterii na bakteroidy, coz je forma, ktera je
schopna fixovat vzdus$ny dusik a je zavisla na piisunu Zivin od hostitele (Gibson et al.,
2008). V prijmu zivin hraje dulezitou ulohu PBM (Bolafios et al., 2004; Limpens et al.,
2009), protoze se v ni nachdzi specializované kandlky, kterymi prostupuji Ziviny. Existuji
také specidlni transportéry pro amoniak, ktery je transportovan z nodulu do cytoplasmy
rostlinné bunky (White et al., 2007).

Aby dochazelo k fixaci dusiku, musi byt zajis§téno prostfedi s nizkym obsahem
atmosférického kysliku. Nitrogenasa, cozZ je hlavni enzym ucastnici se fixace dusiku, je
na pfitomnost vyssi koncentrace kysliku citliva. Mikroaerofilni prostfedi je zajiSténo
pomoci hostitelské rostliny, kterd kontroluje propustnost kysliku buitkami nodulu pomoci
diftzni bariéry (Ott et al., 2005; Gibson et al., 2008). Pro zajisténi nizké koncentrace
kysliku je také dilezity leghemoglobin. Jednd se o molekulu, kterd se podoba
hemoglobinu u Zivocichl. Leghemoglobin je produkovéan hostitelskou rostlinou a pro
syntetizuji pouze bakterie (O'Brian et al., 1987), ale pozdé&ji bylo zjisténo, Ze hem jsou
schopny produkovat také samotné rostliny (Santana etal., 1998). V nodulech
leghemoglobin snizuje koncentraci volného kysliku na hodnotu 5-10 nM (Soupéne et al.,
1995), kdy tato koncentrace dovoluje spravné fungovani nitrogenasy. Leghemoglobin je
také zodpové€dny za ruzovou barvu nodulu (Gibson et al., 2008). U Glycine max
se leghemoglobin sklada z izoforem (A, C1, C2, C3), které jsou kodované riznymi geny.
Takeé se na struktuie leghemoglobinu podili minoritni, mén¢ charakterizované izoformy

B a D (Fuchsman et Appleby, 1979).

2.3.4 Morfologie hlizky
Histochemicka analyza nodulu M. truncatula ukazala 3 hlavni zény nodulu:
meristematickou (I), infekéni (II) a dusik-fixujici zonu (III) (Zhang et al., 2019).
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V nékterych publikacich se uvéadi také zoéna prechodna (II-III) a senescencni (IV)
(Monahan-Giovanelli et al., 2006; Van de Velde et al., 2006).

Meristematickd zona je tvofena bunkami, které jsou malé a obsahuji hodné
cytoplasmy. V této zoné se neobjevuji zadna infekéni vlakna. V infekéni zon€ jsou bunky
vEétsi nez v meristematické a je mozné v této zoné pozorovat infekéni vlakna i endocyticka
rhizobia, ktera se aktivné déli. V piechodné zon¢ se vyskytuji bakterie, které se postupné
pfeménuji na bakteroidy a rostlinné bunky se pfipravuji na fixaci dusiku produkci
leghemoglobinu (Ogden et al., 2017). Zéna III je nejvétsi a probihd v ni piedevsim
samotnd fixace dusiku. Vyskytuji se tam jiz diferenciované bakteroidy a proteiny nutné
pro fixaci (Udvardi et Poole, 2013). Po pfiblizné¢ 5 tydnech se u nodulu objevuje
senescen¢ni zona, ktera se nachazi v blizkosti uchyceni nodulu na koteni (Soupéne et al.,
1995).

Noduly mohou byt rozdéleny na determinované a nedeterminované. Hlavni rozdil
mezi témito dvéma typy je ten, ze u determinovanych nodult se meristém diferenciuje
a neni dale pfitomny. Noduly maji kruhovy tvar. Tento typ nodult tvofi napiiklad Glycine
max, Lotus japonicus a Vicia faba. Nedeterminovany typ noduli se vyznacuje
pretrvavajicim meristémem, stdle se tvofi nové buiiky nodulu. Rostliny tvofici
nedeterminovany typ nodulu jsou M. sativa, M. truncatula nebo Pisum sativum (Gualtieri
et Bisseling, 2000). Noduly jsou vyZzivovany pomoci cévnich svazku, a to xylémem

a floémem.

2.4 Dynamika cytoskeletu béhem symbiozy

Je znamo, ze cytoskelet rostlin je tvofen mikrotubuly (MT) a aktinovymi filamenty (AF).
MT 1 AF jsou velmi dynamické struktury, které mohou meénit svou organizaci
Vv zavislosti na procesech probihajicich v bufice. Rostlinny cytoskelet reaguje na rtizné
podnéty: na svétlo, teplotu, riistové regulatory, osmoticky stres nebo bioticky stres
(Kobayashi et al., 1997). AF jsou velmi dulezité pro polarni rist bunky — rist kofenovych
vlasku nebo pylové lacky. AF také kontroluji proudéni cytoplasmy (Braun et al., 2004;
Cardenas et al., 2005)

Nevyhnutelnym piedpokladem na uskutecnéni dynamickych procesii u rostlin je
reorganizace cytoskeletu, ktera probiha diky depolymerizaci a op€tovné polymerizaci MT
a AF. Pro reorganizaci jsou dulezité aktin-vazici proteiny a tubulin-vazici proteiny, které

mohou kontrolovat miru polymerizace a depolymerizace (Staiger et Blanchoin, 2006).
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Jak jiz bylo vySe zminéno, béhem symbidzy reaguje rostlina na Nod faktory, které
aktivuji mnoho bunécnych procest. Na Nod faktory reaguje také rostlinny cytoskelet,
kdy ke zménam v jeho organizaci dochazi béhem celého symbiotického procesu,
od prvotnich interakci s bakteriemi, tvorby a prorustani infekéniho vlakna

az k diferenciaci nodulu (Timmers, 2008).

Pro studium dynamickych zmén cytoskeletu béhem symbiotickych procesti se
vyuzivaji transgenni rostliny exprimujici fluorescencné znacené cytoskeletalni proteiny
nebo cytoskelet-vazici proteiny. V ptipadé AF se jedna napiiklad o rostliny exprimujici
konstrukt ABD2:GFP (Zhang et al., 2019), vyuzivajici aktin-vazajici doménu pochazejici
Z proteinu fimbrinu fuzovanou se zelenym fluorescenénim proteinem. V piipade
vizualizace MT se jedna napiiklad o konstrukty GFP:MBD (mikrotubuly-vazici doména
ze savc¢iho proteinu MAP4) (Marc et al., 1998) nebo EB1:YFP, kdy EBI1 je protein vazici
se na plusovy konec MT (Straubeet et al., 2003).

Pro studium symbidzy je také dulezité pozorovat jednotlivé bakterie, proto byly
vyvinuty kmeny fluorescen¢né znacenych bakterii. Kmen S. meliloti 2011 byl oznacen
cervenym fluorescenénim proteinem (RFP) a byl vyuzit pro studium symbiotickych

procesu (Liu et al., 2011; Zhang et al., 2019).

2.4.1 Cytoskelet béhem prvotnich interakci symbionti
V pfitomnosti symbiotickych bakterii dochazi k riznym morfologickym zménam
na kofenovych vlascich. Typické je zatoCeni kotenového vlasku okolo samotné bakterie

0 vice nez 360° (Timmers, 2008).

V kotenovych vlascich jsou AF uspotfadana v longitudinalnich svazcich, které vedou
pies celou bunky az ke Spicce (Katelaar et al., 2003). V apikalni oblasti (zvané apikalni
dom) jsou AF velmi jemna a je mozné je pozorovat pouze S mikroskopy s vysokym
rozliSenim (Baluska et al., 2000; Voigt et al., 2005). AF jsou dulezita pro transport
vezikul. Vezikuly mohou obsahovat komponenty bunétné stény, které se akumuluji
Vv apikélni zo6né€ vlasku a tyto komponenty jsou ndsledn€ vyuzity pro tvorbu nové bunécné
stény béhem polarniho ristu (Hepler et al., 2001).

V ptitomnosti Nod faktorti kofenové vlasky piestavaji rist a objevuje se rozsifeni
ve $pi¢ce vlasku. Hladina ROS (reaktivni formy kysliku), Ca?* a hodnota pH ve vlascich
ovliviiuje aktin-vazici proteiny (ABP). Jedna se napiiklad o proteiny gelsolin, profilin,
vilin nebo aktin-depolymerizujici faktor (ADF) (Fan et al., 2004). Aktivované ABP
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filament, a tedy zatoceni kofenového vlasku okolo bakterie. Mutace nékterého z ABP
zasadné ovliviiuje uspé$ny pribéh symbiodzy (Miyahara et al., 2010).

Také MT hraji dilezitou roli v pocatcich symbidzy. Timmers et al. (1999) na pokusech
s M. truncatula dokazal, ze dynamické zmény MT jsou dulezité pro zatoceni vlasku,
tvorbu pre-infekéniho vlakna a také pro iniciaci rustu infekéniho vlakna.

V kotenovych vléscich jsou ptfitomny kortikdlni MT, které jsou prevazné axidlné
orientované. B¢éhem rustu vlasku kortikalni MT nedosahuji samotné Spicky,
ale pii zastaveni rustu vlasku se MT ve $picce sbihaji (Timmers et al., 2007). Kortikalni

MT se podili spolu s AF na polarnim ristu vlasku a jsou pro n¢j esencidlni (Bibikova
etal., 1999).

Pro vétsinu bobovitych rostlin, véetné M. sativa a M. truncatula, je typicka pfitomnost
endoplasmatickych MT (EMT) béhem symbiozy. Tyto EMT se nachazi v sub-apexu
kotenového vlasku, tvofi sit’ mezi jadrem a samotnou Spickou (Obr. 2 A) a jsou
odpovédné za pozici jadra pfiblizné 30 um od Spicky vlasku (Sieberer et al., 2002). EMT
polymerizuji v riznych smérech. Po aplikaci Nod faktoru jsou EMT velmi dynamické,
tvofi husté svazky a podili se na zatoCeni vlasku okolo bakterie (Obr. 2 B, C) (Esseling
et al., 2003; Sieberer et al., 2005). Pokud neni zadna bakterie zachycena, EMT nejsou
potfeba, rozpadaji se a zlstdvaji pfitomny pouze kortikdlni MT (Obr. 2 D)
(Perrine-Walker et al., 2014).

2.4.2 Cytoskelet béhem ristu infekéniho vlakna

KdyzZ je bakteridlni mikrokolonie zachycena v zatoceni kofenového vlasku, EMT se
stahuji z celé kotenové Spicky do mista jejiho uchyceni a jsou v jejim blizkém kontaktu
(Obr. 2 E). Vyskyt EMT je zajisténa ptitomnosti Nod faktoru. Pti proristani infekéniho
vlakna kofenovym vladskem se EMT reorganizuji a spojuji rostouci konec infekéniho
vlakna s jadrem (Obr. 2 F) (Timmers et al., 1999; Perrine-Walker et al., 2014).

Jadro se pii prorlstani infekéniho vldkna dostava az k bazi kotfenového vlasku
a zustava spojeno s EMT po celou dobu jeho riistu. Dojde-li k naruseni infekéniho vlakna,
EMT se za¢nou rozpadat (Perrine-Walker et al., 2014).

Infekéni vldkno samo o sobé€ neni schopné poldrniho rastu. Rostlinné komponenty,
vcetné MT, tedy tvoii jakousi ,,formu®, kterd urcuje pozici a §itku infekéniho vldkna.

Bez téchto komponent je infekéni vldkno schopné pouze izodiametrického ristu
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(Timmers, 2008). Také jemna AF tésné obklopuji infekéni vlakno, coz potvrdila i 3D
rekonstrukce AF behem prorustani infekéniho vldkna kofenovym vldskem. Hustota AF,
kter¢ infekcni vlakno a jeho vétve obklopuji, je velmi vysoka. Aktinovy cytoskelet tedy
tvofi kanal, ktery pomaha organizovat smér riistu infekéniho vldkna a je také pfitomny v

okoli infekénich kapek (Zhang et al., 2019).

PR
17,9

Obr. 2 Schéma naznaCujici chovani EMT béhem interakce s Rhizobium (upraveno podle
Perrine-Walker et al., 2014). A rhizobii aktivované EMT tvofici svazky ve $pi¢ce kofenového
vlasku. EMT jsou spojeny S jédrem (éed}'l ovél) B vlivem Nod faktori dochdzi u EMT

vvvvvvv

kotenového vlasku okolo rhizobii, D v ptipadé nezachycem rhizobii dochazi k rozpadu EMT,
E EMT jsou seskupeny v blizkosti mista uchyceni rhizobii a za¢ina se vytvaret infekéni vlakno,
F jadro se pfemistuje k bazi kotenového vlasku, EMT spojuje jadro s proristajicim infekénim
vlaknem. EMT jsou aktivni diky stale ptitomnym Nod faktorm.

20



2.4.3 Cytoskelet béhem uvolnéni infek¢nich kapek a tvorby symbiosomii

Infekéni kapky, které jsou vypustény do hostitelské cytoplasmy, zacinaji tvorit brzké
symbiosomy. Brzké symbiosomy jsou obklopeny hustou siti jemnych AF, které tvofi tzv.
»leSeni® (Gavrin et al., 2015), coz také potvrdila 3D rekonstrukce jemnych AF.

V infikované bunce obsahujici maturované symbiosomy se aktinovy cytoskelet
nachdzi predev§im ve formé kratkych fragmentii a bodd, coz znaci, ze AF konstantné
polymerizuji a depolymerizuji. Aktinovy cytoskelet nejspise slouzi pro transport vesikul
a vyménu materiadlu mezi symbiotickymi partnery (Qiu et al., 2015; Zhang et al., 2019).

Také MT je mozné pozorovat pii vypousténi infekénich kapek z infekéniho vlékna.
EMT tvofti hustou sit’ obklopujici jednotlivé infekéni kapky. U mutanta v genu MtEFD-1
(ethylene-responsive factor required for nodule differentation 1) dochazelo k tvorbé
zvétSenych infekénich kapek (Vernie et al., 2008), okolo kterych byly pozorovany husté
svazky EMT.

Pti uvolnéni bakterii do cytoplasmy hostitelské buiiky jsou indukovany rostlinné geny,
které koduji nodul-specifické peptidy bohaté na cystein (NCR) (Van de Velde et al.,
2010). NCR ovliviiuji uvolnéné bakterie a jejich diferenciaci na bakteroidy. U mutanta
M. truncatula dnfl-1 (defective in nitrogen fixation) nejsou NCR v infikovanych
buiikach spravné lokalizované a v zoné fixace dusiku nejsou pfitomny diferenciované
bakteroidy (Van de Velde et al., 2010). U tohoto mutanta bylo také pozorovano vymizeni
MT (Kitaeva et al., 2015). Gavrin et al. (2015) zjistil, ze utohoto mutanta nejsou

pfitomny ani AF v okoli symbiosomi.

Pfi studiu noduld u P. sativum zistaly v pfipadé mutanta sym3, u kterého se rovnéz
uvolnéné bakterie nediferencuji na bakteroidy, MT zachované (Borisov et al., 1997). Toto
pozorovani zna¢i rozdilné molekuldarni mechanismy, které probihaji béhem symbidzy
u dvou rozdilnych druht - M. truncatula a P. sativum (Kitaeva et al., 2015).

Dalsi rozdil mezi témito dvéma bobovitymi rostlinami je v umisténi bakteorid
V dusik fixujici zon€¢ nodulu. U M. truncatula jsou bakteroidy orientovany kolmo
K bunécné sténé rostlinné buiiky a jsou protahlého tvaru. Na druhou stranu bakteroidy

u P. sativum jsou nahodné rozmisténé v dusik fixujici zon¢ a Casto maji tvar pismene

Y (Mergaert et al., 2006; Kitaeva et al., 2015).
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2.4.4 Cytoskelet v maturovaném nodulu

V ruznych ¢astech vyvinutého nodulu je mozné pozorovat riiznou dynamiku rostlinného
cytoskeletu. V meristémové zoné nodulu se nachazi buniky mensi velikosti a obsahuji
perinukledrni sit AF. V bunkach infekéni zony jsou AF kratsi, vice fragmentované
a v bunkach dusik-fixujici zony se nachazeji pouze kratké fragmenty a body AF (Zhang
etal., 2019).

V ptipadé¢ MT se v meristémové oblasti nodulu vyskytuji endoplasmatické, kortikalni
1 perinuklearni MT. Perinuklearni MT obklopuji jadro a spojuji ho s periferii burky.
Kortikalni MT nejsou pravidelné uspofadané (Kitaeva et al., 2015), obdobné jako tomu
je v meristémové zoné kotene (Baluska et al., 1992). Jak je znamo, MT se tcastni déleni
bunék a v meristémové zon¢ se vyskytuji v riznych mitotickych figurach, jako napiiklad
preprofazni svazek, mitotické vieténko nebo fragmoplast.

V infekéni zoné€ jsou v kolonizovanych bunkach ptitomny EMT, které obklopuji
infekéni vlakno. Kortikdlni MT jsou zde nepravidelné uspotfadany. V piipadé,
ze Vv infekéni zoné nedojde k uvolnéni bakterii z infekéniho vlakna, dojde k reorientaci
kortikalnich MT ve III. zoné. MT se tak v této zoné reorganizuji z neuspotradanych vlaken
na vlakna transverzalné orientované. Dojde-li K uvolnéni bakterii az ve III. zoné,
transverzalné orientované MT se opét méni na neuspoiadané svazky, které jsou typické
pro bunky obsahujici bakteroidy (Obr. 3). Z tohoto chovani kortikalnich MT vyplyva,
ze uvolnéni bakterii v infek¢ni zon€ nodulu inhibuje vznik transverzalné usporadanych
vlaken ve III. z6né (Kitaeva et al., 2015).

Tato myslenka byla u M. truncatula potvrzena vyuzitim mutanta ipd3, ktery tvofi
siroka infekéni vlakna, ze kterych nejsou, az na vyjimky, uvoliovany infekéni kapky
a bakterie tak zustavaji uvniti vlakna (Tsyganov et al., 1998; Voroshilova et al., 2001).
V kolonizovanych bunkach obsahujici pouze infekéni vldkna byly ve III. zoné
pozorovany transverzaln¢ orientované¢ svazky MT. Pfi vzacném uvolnéni bakterii
z mutantniho infekéniho vlakna doSlo ve III. z6né k reorganizaci kortikdlnich MT
na nepravideln¢ uspotadané svazky, podobn¢ jak tomu je v meristematickych bunkach.

Organizace kortikalnich MT tedy zavisi na uvolnéni bakterii z infekéniho vlakna

(Kitaeva et al., 2015).

V dusik fixujici zoné se b€hem symbidzy nachazi vedle infikovanych bunck také
bunky neinfikované. V téchto buikéach jsou kortikdlni MT transverzalné uspotfadané

(Kitaeva et al., 2015).
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Obr. 3 Usporadani kortikalnich mikrotubulti v ne/infikovanych butikach nodulu (upraveno podle
Kitaeva et al., 2015). V meristematické zoné tvoii kortikalni MT neuspotadané svazky. V zoné 11
ziistavaji v neinfikovanych a v kolonizovanych butikich kortikalni MT neusporadané. V zoné
Il jsou vpiipadé neinfikovanych nebo kolonizovanych bunék kortikalni MT
transverzaln¢ usporadany. Dojde-li k uvolnéni bakterii v zoné III, kortikdlni MT se méni
Z transverzalné orientovanych MT na neuspotadané svazky.

2.5 MAPK signaling

Rostliny jsou pfisedlé organismy a nemohou opustit své stanovisté, musely si proto
vyvinout zpiisob, jak se branit nepfiznivym podminkam. Pro rychlou reakci na stresové
podminky si vyvinuly zptlisob, jak rychle a efektivné reagovat na dany podnét a spustit
pozadovanou odpovéd’. Jednd se o mitogenem aktivované protein kinazy neboli MAPKs.
MAPKSs jsou signalni proteiny tvofici kaskadovit¢ komplexy, ve kterych dochazi

K ptenosu signalu. Tyto komplexy jsou Casto tvofeny tfemi kinazami: MAP kinazou
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kindzou kinazou (MAPKKK, MAP3K), MAP kinazou kindzou (MAPKK, MAP2K)
a MAP kinazou (MAPK). Jsou odpovédné za pienos extraceluldrniho signalu do bunky.
MAPK kaskddy mohou dale aktivovat transkripcni faktory, ovliviiovat dynamiku
cytoskeletalnich proteint, maji také vliv na vezikularni transport anebo mohou ovliviiovat
jiné kinazy (Rodriguez et al., 2010).

Pojmenovani kindzy je obecné oznaceni pro enzymy fosfotrasnferazy. Katalyticka
doména kinaz obsahuje ATP vazebné misto. V eukaryotnich bunkach se katalyticka

doména sklada z 250-300 aminokyselin a je sloZzena z 12 subdomén (Hanks et Hunter,
1995).

V MAPK kaskadé dochazi k reverzibilnimu pfenosu fosfatové skupiny z nadrazené
MAPK na nasledujici kindzu. Aktivovat MAP3K lze napfiklad jinymi protein kindzami
(Kim et al., 2012), transmembranovymi receptory (Lee et al., 2012), receptor-podobnymi
kinazami (Hord et al., 2008) nebo také GTPasami (Su et al., 2015). Aktivovana MAP3K
dale fosforyluje nasledujici MAP2K na serinovém nebo threoninovém zbytku. Motiv,
ktery MAP3K rozeznavaji je S/T-X5-S/T, kdy X muze byt jakakoli aminokyselina.
MAP2K nasledné dvojité fosforyluje MAPK na tyrosinu a threoninu. Rozpoznavaci
motiv je T-X-Y (Rodriguez et al., 2010; Hettenhausen et al., 2014). Aktivovana kinaza

muze byt deaktivovana defosforylaci, a to diky enzymim fosfatazam.

Interakce mezi jednotlivymi komponenty kaskady je Casto zajiSt€na piitomnosti
tzv. scaffold proteinu. Zajistuje fyzickou blizkost jednotlivych kinaz a také zabranuje

vzniku kompetentnich reakecii.

MAPKSs jsou u rostlin aktivovany béhem tvorby gamet, pfi embryogennim 1 post-
embryogennim vyvoji. Jsou aktivni béhem tvorby kotenil, kotfenovych vlaska, listh
a Vv ptipadé bobovitych rostlin také béhem tvorby noduli (Samaj et al., 2002; Komis
et al., 2018). K jejich aktivaci dochazi i béhem ruznych stresi. Jedna se napiiklad o stres
z vysokych nebo nizkych teplot, ROS, UV, sucho, osmoticky stres, tézké kovy nebo také
patogeny (Opdenakker et al., 2012; Rasmussen et al., 2012; Smékalova et al., 2014; de
Zelicourt et al., 2016). MAPKSs zprostiedkovavaji také odpovéd’ na hormonalni stimuly,

mohou regulovat bundény cyklus a vyvoj (Komis et al., 2011; Samajova et al., 2013).

U modelové rostliny Arabidopsis thaliana bylo objeveno 110 gent kédujici proteiny
z MAPK rodiny. Z toho 80 gend koduje MAP3K, 10 gentt koduje MAP2K a 20 genti
koduje MAPK (de Zelicourtetal., 2016; Raja et al., 2017). MAP3K tvofi nejvetsi skupinu

aVvA. thaliana jsou rozdéleny do tii podskupin podle podobnosti sekvenci. Jedna
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se 0 podskupiny: MEKK-like kinazy, RAF-like kinazy a ZIK-like kinazy (Danquah et al.,
2014).

M. truncatula je modelova rostlina pro studium symbiozy bobovitych rostlin
s bakteriemi rodu Rhizobium. Je malého vzristu, ma diploidni genom, kratky zivotni
cyklus, je samosprasna a také pomérné snadno transformovatelna (Young et al., 2011).
Jeji genom je pln€ osekvenovan a diky tomu mohly byt pe¢livé prostudovany i MAPKS.
Neupane et al. (2013) zjistil, ze v genomu M. truncatula je 18 genti pro MAPK a 4 geny
kodujici MAP2K. Pfi dal$im studiu bylo zjisténo, ze se v genomu nachazi 73 genti koduji
MAP3K, z nichz se 28 tadi do skupiny MEKK, 20 do skupiny RAF a 25 do skupiny ZIK.
Velka ¢ast téchto kinaz je ortologni ke kinazam v A. thaliana (Li et al., 2016).

Geny pro MtMAP3K jsou exprimovany v ruznorodych rostlinnych pletivech béhem

rizného vyvojového stadia, coz potvrdila expresni analyza mRNA. Béhem nodulace je

aktivovano 14 MtMAP3K (Li et al., 2016).

2.5.1 MAPKSs signaling u M. sativa
U M. sativa byly rovnéz studovany MAPK kaskady, které v buiice pienasi signal
a aktivuji rtizné bunééné odpovédi (Samajova et al., 2013; Komis et al., 2018).

Osekvenovany genom M. sativa je dostupny v databazi (www.alfalfatoolbox.org; Shen

et al., 2020), ale pro studium transkriptomu M. sativa je stale vyuzivana blizce piibuzna
M. truncatula (Tang et al., 2014) nebo vyslechténa diploidni forma M. sativa — CADL
(Fajardo et al., 2016).

OMTKI1 je trojita kinaza u M. sativa. Také byly studovany MAP2K — SIMKK a PRKK
(Nakagami et al., 2004). Znamé MAPK u M. sativa jsou SIMK, SAMK4, MMK3
a MMK2 (Ichimura et al., 2002).

Uvedené MAPK byly studovany v piipad€ abiotického a biotického stresu a nékteré
také b&hem symbiotickych procest s hlizkovitymi bakteriemi. Pro ptehlednost jsou

jednotlivé kinazy a jejich odpovédi na stres shrnuty v Tab. 1.
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Tab. 1 Souhrnna tabulka ukazujici MAP3K, MAP2K a MAPK u M. sativa a jejich odpovédi
na stres. Upraveno podle Samajova et al. (2013).

Typ a nazev kinazy Stres
MAP3K
OMTK1 Oxidativni stres
MAP2K
SIMKK Stres z tézkych kovi, solny stres, bioticky stres
PRKK Bioticky stres
MAPK
MMK?2 Stres z tézkych kovt, bioticky stres
MMK3 Oxidativni stres, bioticky stres, stres z t¢zkych kovt
SAMK Stres z tézkych kov, stres z nizkych teplot, poranéni, sucho
SIMK Bioticky stres
HAMK Stres z vysokych teplot

2511 MAP3Ku M. sativa
Znamou trojitou MAP kinazou je v ptipadé M. sativa OMTK1 (oxidative stress-activated
mitogen-activated protein triple-kinase 1) (Nakagami et al., 2004). Pfi studiu protoplasti
M. sativa bylo zjisténo, ze OMTKI1 vykazuje kinazovou aktivitu a zpusobuje bunéénou
smrt (Obr. 4). Po aplikaci riznych stresovych faktor nebo hormonti se ukazalo, ze pouze
oxidativni stres aktivuje tuto trojitou kindzu. Konkrétné¢ byla aktivovana peroxidem
vodiku (H202). OMTKI1 dale fosforyluje MAP kindzu MMK3. Zatim neni zndmo,
zda OMTK1 aktivuyje MMK3 piimo nebo je v kaskadé prfitomna n&jaka MAP2K
(Nakagami et al., 2004).

OMTKI1 ma také funkeci ,,scaffoldového® proteinu, kdy drzi pohromadé¢ signalni
molekuly dulezité pro pfenos H2O> signalu vedouci az k bunééné smrti buiiky (Nakagami

et al., 2004).
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Bunécna smrt

Obr. 4 Schéma znazortiujici aktivaci MMK3 vlivem OMTK 1. Upraveno podle Nakagami et al.
(2004). H,0; aktivuje OMTKI, ktera nasledné aktivuje MMK3. Neni znama MAP2K t¢astnici
se této signalni drahy. Aktivni MMK3 ma za nasledek indukci bunééné smrti u M. sativa.

2512 MAP2K u M. sativa
Znamé MAP2K u M. sativa jsou SIMKK (salt-stress-inducible MAP kinase kinase)
a PRKK (pathogen-responsive protein kinase kinase). Tyto dvé MAP2K se od sebe velmi
odliSuji. V primarni sekvenci jsou identické pouze z 30 %. Jsou fazeny do odlisnych
podrodin, maji odli§né substraty a regulacni mechanismy (Cardinale et al., 2002).
Na druhou stranu obé tyto MAP2K v sekvenci obsahuji vedle katalytické domény také
putativni MAPK dokovaci misto, které je na N konci a je tvofeno sérii bazickych
a hydrofobnich aminokyselin (Ichimura et al., 2002).

Ortologem PRKK v A. thaliana jsou MKK1 a MKK2, ortologem SIMKK
v A. thaliana jsou MKK4 a MKKS5 (Tena et al., 2001; Ichimura et al., 2002).
V M. truncatula ma MtMKKS5 nejvyssi sekvencni podobnost se SIMKK, kdy je identicka
2 95 %.

SIMKK stejné¢ jako PRKK reaguji na ruzné patogenni elicitory, jako je napf.
oligopeptid pepl3 z patogena Phytophthora sojae (Cardinale et al., 2000).

SIMKK je také aktivovana pti solném stresu a fosforyluje SIMK, ktera dale $iti signal

a aktivuje ruzné transkripcni faktory (Cardinale et al., 2002). V neaktivnim stavu jsou
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tyto kinazy lokalizovany v cytoplasmé a v jadie. Po aktivaci solnym stresem je vétSina
zasob SIMK i SIMKK pfesunuta z jadra do kompartmenti v cytoplasmé (Ovecka et al.,
2014). Interakce mezi SIMK a SIMKK je v piipadé solného stresu velmi specificka,

protoze nebyla pozorovana zadna interakce SIMKK s ostatnimi MAPKS.

K aktivaci SIMKK muze dochazet také v ptitomnosti ethylenu. Ethylen je rostlinny
hormon, ktery hraje dulezitou roli v mnoha vyvojovych a fyziologickych procesech.
Histidin proteinova kinaza ETRI1 funguje jako ethylenovy receptor (Obr. 5). Tato
receptorova kinaza v nepiitomnosti ethylenu aktivuje CTR1. Bylo zjisténo, ze CRT1 ma
podobnou sekvenci s MAP3K patfici do skupiny RAF. CRT1 funguje jako negativni
regulator SIMKK v nepfitomnosti ethylenu. V pfitomnosti ethylenu je CTR1 inaktivovan
a SIMKK neni déale inhibovana. SIMKK nasledné fosforyluje SIMK a MMK3. SIMK
a MMK3 dale aktivuji signalni proteiny EIN2/3 (ethylen-insensitive protein 2/3), které
pomahaji spoustét expresi ethylen-odpovédnych gend. Ethylen odpovédné geny jsou
naptiklad glutathion S-transferasa 2, ethylen-odpovédny transkripéni faktor 1 nebo

endochitinasa B (Lecourieux et al., 2003).
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Obr. 5 Schéma ukazujici MAPK signalni drahu aktivovanou prekurzorem ethylenu ACC
(1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina) v rostlinach. Upraveno podle Lecourieux et al.
(2003). ETR1 funguje jako ethylenovy receptor a v jeho nepfitomnosti aktivuje CTR1, ktery je
negativnim regulatorem SIMKK, SIMK a MMK3 u M. sativa a MPK6/13 u A. thaliana.
V piitomnosti ethylenu je CTR1 neaktivni a SIMKK tedy neni dale inhibovana. SIMKK aktivuje
SIMK a MMKG3, které dale aktivuji skrz signdlni proteiny EIN2/3 ethylen-odpovédné geny.

25.1.3 MAPK u M. sativa
SIMK (salt-induced MAPK) je 46 kDa signalni protein. Jak jiz byl zminéno, je aktivovan

nadfazenou SIMKK b&hem solného stresu a také béhem ptisobeni prekurzoru ethylenu
ACC (1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina; Jagodzik et al., 2018). Ortologem
SIMK v A. thaliana je MPKG6 (Ichimura et al., 2002).

Dale byly u M. sativa studovany MAPK, které jsou dilezité pro odpoveéd na stres
z vysoké ¢i nizkée teploty. Jedna se o HAMK (heat shock-activated MAPK) a dale SAMK
(stress-activated MAPK). HAMK je aktivovana, jak ndzev napovida, b&hem stresu
z vysokych teplot. Aktivace kinazy je zapficinéna tzv. fluidizaci membrany. Naopak
SAMK je aktivovana pfti nizkych teplotach. Pro aktivaci SAMK je také nutna zména
Vv kompaktnosti membrany, kdy dochazi k jejimu zpevnéni vlivem nizkych teplot
(Sangwan et al., 2002). Tyto zmény na membrané dale ovliviiuji cytoskelet, tok Ca%

a vapnik-dependentni protein kinazy (CDPK). V zavislosti na teplotnim stresu nakonec
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dojde k aktivaci SAMK nebo SIMK, které¢ aktivuji transkripcni faktory (Sangwan et al.,
2002). Ortologem SAMK v A. thaliana je MPK3 (Ichimura et al., 2002).

V pritomnosti tézkych kovi, jako je naptiklad Cu nebo Cd jsou aktivovany Ctyfi
MAPK. Jedna se o SIMK, SAMK, MMK3 a MMKZ2. Pti stresu z tézkych kovi aktivuje
SIMKK pouze SIMK a SAMK. Bylo také zjisténo, ze SIMKK aktivuje zminéné MAPK
pfi aplikaci CuCly, ale ne v pfitomnosti CdCly. Pravdépodovné existuje nékolik odlisnych

signalnich drah reagujicich na stres z t€Zkych kovti u M. sativa (Jonak et al., 2004).

MMK3 (Medicago MAPK 3) je 44 kDa protein, ktery je aktivovan béhem riznych
typu strestt v M. sativa (Cardinale et al., 2000). Jak jiz bylo zminéno, tato MAPK je
aktivovana SIMKK Vv pfitomnosti ethylenu. Také je aktivovana v reakci na bioticky stres,
pti pisobeni H2O> nebo v pritomnosti tézkych kovi (Cardinale et al., 2002; Lecourieux
et al., 2003; Nakagami et al., 2004). Ortologem MMK3 v A. thaliana je MPK13 (Ichimura
et al., 2002).

Protein MMK3 je detekovan béhem celého bunééného cyklu, ale kindzova aktivita je
detekovdna pouze v pozdé¢jsi €asti cyklu, a to béhem tvorby fragmoplastu, bunééné
desticky a v pribchu cytokineze. Bunécnd desticka je piepazka mezi dcefinnymi
bunkami, kterd se tvofi od stfedu smérem k cytoplasmatické membrané (Stachelin
et Hepler, 1996). Bylo dokédzano, ze MMK3 je dilezita pro regulaci cytokineze (Bogre
etal., 1999). Pro aktivitu MMK3 je také nutny intaktni cytoskelet. Pfi aplikaci latky
depolymerizujici MT nebyla aktivita MMK3 v telofazi pozorovana (Bogre et al., 1999).

Kinaza MMK2 (Medicago MAPK?2, 44 kDa), jejiz ortolog v A. thaliana je MPK4, je
také aktivovana béhem riiznych strest. Jedna se o stres z t€Zkych kovii nebo bioticky stres

(Cardinale et al., 2000; Cardinale et al., 2002; Jonak et al., 2004).

2.5.2 Hormony béhem symbiozy u M. sativa a M. truncatula

Mnozstvi vytvofenych nodulti je kontrolovano kombinaci pozitivni a negativni regulace.
Pozitivni regulaci ovliviiuji nékteré hormony — cytokinin a auxin, které jsou dulezité
pro organogenezi noduld (Frugier et al., 2008; Suzaki et al., 2012). Cytokininové
receptory CREL (cytokinin response 1) z M. truncatula a LHK1 (lotus histidine kinase 1)
z L. japonicus jsou dulezité pro tvorbu nodulu, protoze rostliny s mutantnimi receptory
tvofi pouze velmi omezené mnozstvi nodulti (Gonzalez-Rizzo et al., 2006; Murray et al.,
2007; Tirichine et al., 2007).

30



Jiné hormony, které jsou Casto spojeny s obrannymi mechanismy rostliny béhem
stresu, negativné ovliviuji signaling Nod faktoru a dalsi pribéh infekce symbiotickymi
bakteriemi. Jedna se o kyselinu salicylovou, ABA, ethylen nebo jasmonat (Ryu et al.,
2012). Bylo zjisténo, ze ethylen negativné ovliviiuje tvorbu noduli u M. truncatula.
Mutantni rostliny necitlivé na ethylen mély po inokulaci rhizobii zvyseny pocet nodula

oproti nemutantnim rostlinam (Penmetsa et Cook, 1997; Oldroyd et al., 2001).

Hormony pomahaji kontrolovat vznik a optimalni vyvoj nodulti vzhledem k okolnim
podminkam, jako je naptiklad mnozstvi rostlinou vyuzitelného dusiku v ptidé (Ryu et al.,

2017).

2.5.3 MAPK signaling béhem symbiozy u M. sativa a M. truncatula

Béhem symbiotického procesu jsou aktivovany rtizné MAPK signalni drahy.
V M. sativa kinaza SIMK a ji nadfazend SIMKK reguluji riist kofenovych vlaskii (Samaj
etal., 2002; Berson et al., 2014), které jsou hlavnim cilem symbiotickych dusik-fixujicich
bakterii. Pozitivni vliv SIMK na rust kofenovych vlasku byl potvrzen pfi experimentu
vyuzivajici rostliny N. benthamiana nadexprimujici tuto kindzu, kdy byly pozorovany
deli kofenové vlasky ve srovnani s kontrolnimi rostlinami (Samaj et al., 2002).

V epidermalnich buiikéch kotene je SIMK lokalizovana ptedevsim v jadfe. Pii rlstu
kofenovych vlaski je SIMK aktivovdna a presunuta zjadra do Spicky rostouciho
kotfenového vlasku a nachdzi se vté€sné blizkosti jemnych AF. Bylo zjiSténo,
Ze pii pusobeni inhibitoru aktinu, jako je latrunculin B, dojde k ovlivnéni lokalizace
a aktivity SIMK, kdy je relokalizovana zpét do jadra (Baluska et al., 2000). V ptipadé
pusobeni jasplakinolidu, coz je cyklicky peptid izolovany z moiské houby Jaspis
johnstoni pusobici jako stabilizator AF, byla pozorovana kolokalizace SIMK se svazky
AF v cytoplasmé (Bubb et al., 2000). Tyto latky pusobici na aktinovy cytoskelet maji
piimy vliv na intracelularni lokalizaci SIMK (Samaj et al., 2002).

Pti subcelularni lokalizaci SIMK v nodulech se ukézalo, Ze se vyskytuje v blizkosti
konce infekéniho vlakna a v blizkosti infekénich kapek, které jsou uvolnény v infekéni
zon¢ nodulu. V dusik fixujici zoné se SIMK vyskytuje v podobé bodovych struktur
Vv blizkosti diferencovanych bakteroidli. SIMK se v téchto oblastech vyskytuje v aktivni
formé, coz potvrdila kolokalizace s vyuzitim anti-SIMK a anti-fosfo-p44/42 specifickych

protilatek. Z téchto informaci lze vyvodit zavér, ze pro uvolnéni rhizobii z infek¢éniho
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vlakna a jejich diferenciaci na bakteroidy je vyZadovana aktivace SIMK (Hrbackova
et al., 2020).

V piipadé¢ M. sativa bylo zjisténo, ze v SIMKKi liniich se snizenou abundanci
kotenovych vlaskt, které¢ jsou v koneéném dusledku kratsi ve srovnani s kontrolnimi
liniemi. Na druhou stranu, v piipad¢, ze je SIMK nadexprimovana, kofenové vlasky
rostou po del$i dobu a jsou ve srovnani s kontrolnimi delsi (Hrbackova et al., 2020).

Bylo zjisténo, ze linie nadexprimujici SIMK tvofi vice infek¢nich vlaken, ktera se
vyskytuji v klastrech. Také v ptipad¢€ nodult byla pozorovana tvorba klastrti, ve kterych
bylo mozné nalézt i vice néz 5 pIn¢ vyvinutych noduli v té¢sné blizkosti. Zvysené
mnozstvi infek¢nich vlaken a nodulii tvoficich klastry v liniich nadexprimujicich SIMK
ukazuje, Ze tato kindza ma pozitivni vliv na proces symbiozy a je dilezit4 pro jeji spravny
pribéh. SIMKKi linie naopak tvofi mén¢ infekénich vldken, ktera jsou prevazné
samostatné a téméf netvoti klastry. Obdobné tomu je i v pfipadé noduld, kterych je

tvofeno mén¢ ve srovnani s linii nadexprimujici SIMK (Hrbackova et al., 2020).

Mnozstvi vytvofenych nodulli v kofenovém systému je kontrolovano hostitelskou
rostlinou a zalezi na prostiedi, ve kterém se rostlina nachazi. Mortier el al. (2012) zjistil,
ze bobovité rostliny tvofi pouze minimalni pocet nodulli, ktery je nezbytny pro jeji
spravny vyvoj v daném prostiedi.

Kinazy fosforyluji a tim aktivuji spoustu proteind dulezitych pro iniciaci a celkovy
priabéh symbidzy. Pii fosfoproteomické analyze proteinti ziskanych z bunék kotenti
M. truncatula byla objevena fosforylaéni mista na klicovych proteinech zahrnutych
V iniciaci symbidzy. Jedna se o proteiny SKL (sickle), NUP133 (nucleoporin 133) a IPD3
(interacting protein of DMI3). SKL a NUP 133 jsou lokalizovany na jaderné membrané,
IPD3 je lokalizovano v nukleoplasmé (Grimsrud et al., 2010).

IPD3 je protein interagujici s vapnik/kalmodulin-dependentni protein kindzou DMI3,
ktera je dulezita pro transdukci signalu béhem symbidzy (Lévy et al., 2004). Byla
objevena 2 mista fosforylace a 4 potenciondlni mista fosforylace.

SKL je ortologem EIN2 z A. thaliana, u¢astni se signalizace ethylenem a je negativnim
regulatorem nodulace (Penmetsa et al., 2008). Protein NUP133 je dulezity pro vyvoj
nodulu a perinuklearni oscilaci vapniku (Kanamori et al., 2006). Fosfoproteomickou
analyzou bylo na proteinu SKL nalezeno 6 fosforyla¢nich mist a Vv pfipadé proteinu
NUP133 byla nalezena 2 mista fosforylace (Grimsrud et al., 2010).
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Obr. 6 Schéma ukazujici negativni roli MAPK signalingu béhem ranych symbiotickych procest
v M. truncatula. Upraveno podle Ryu et al. (2017). MKKS je aktivovana abiotickym nebo
biotickym stresem a piimo aktivuje MPK3/6 fosforylaci motivu TEY. MPK3/6 fyzicky interaguji
s transkripénimi faktory NSP1 a ERNI1. Dochazi k fosforylaci NSP1 a ERN1 a vtomto
fosforylovaném stavu jsou neaktivni a negativné reguluji proces nodulace. U0126 je MAPK
specificky inhibitor.

Naopak signalni draha u M. truncatula a L. japonicus zahrnujici MKKS5
a MPK3/MPK6 negativné ovlivitluje symbiotické interakce mezi M. truncatula
a S. meliloti (Obr. 6). Tyto kinazy béhem pulsobeni abiotického i biotického stresu
negativné reguluji transkripcni faktory NSP1 (nodulation signaling pathway 1) a ERN1
(ethylene response factor required for nodulation 1), které jsou dilezité pro proces
nodulace. Transkripéni faktor ERN1 je fosforylovan MPK3/6 a ztraci tak svou aktivitu,
ktera spociva v regulaci tvorby infek¢niho vlakna a tvorby primordia nodulu (Chen et al.,
2012; Kawaharada et al., 2017; Ryu et al., 2017). Pii vyuziti MAPK specifického
inhibitoru U0126 (Favata et al., 1998) doslo ke zvyseni po¢tu noduld i béhem plisobeni
solného stresu. To naznacuje, ze stresem indukované kindzy (MKKS, MPK3/6) jsou

zahrnuty v inhibici symbiotickych procest pii ptisobeni stresu (Ryu et al., 2017).
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2.5.4 MAPK signaling a cytoskelet

MAPK signaling mé také vliv na organizaci cytoskeletu, a naopak cytoskelet mlize mit
vliv na MAPK signaling.

U M. sativa existuji, jak jiz bylo zminéno, kinaizy HAMK a SAMK, které jsou
aktivovany pfi teplotnim stresu vlivem zmény integrity cytoplasmatické membrany
a zménou organizace MT (Sangwan et al., 2002). V zavislosti na stavu MT dochazi také
k aktivaci MMK3 u M. sativa a p43N" u Nicotiana tabacum (Calderini et al., 1998; Bogre
etal., 1999). Ob¢ kinazy jsou aktivovany v pozdni anafazi a v telofazi a jsou lokalizované
Vv oblasti, kde dochazi k prolinani plus konct antiparalelnich MT (Otegui et Staehelin,
2000).

Prostudovanou MAPK signélni drahou ovliviiyjici cytoskelet je NACK-PQR dréha
u N. tabacum. Tato draha zahrnuje MAP3K NPK1 (nucleus and phragmoplast localizing
kinase 1), dalle MAP2K NQK1 a MAPK NRK1 (Nishihama et al., 2001; Soyano et al.,
2003; Takahashi et al., 2004). NPK1 je aktivovana interakci s NACK1 a NACK2 kinesin-
podobnymi proteiny. NACK-PQR komplex pusobi v oblasti fragmoplastu a reguluje
proces cytokinese. VSechny substraty NRKI nejsou znamy, ale bylo zjiSténo,
ze fosforyluje MAPG65-1. Tento protein je zahrnut v zesitovani MT a kontroluje
tak expanzi fragmoplastu (Nishihama et al., 2002; Sasabe et Machida., 2006).

U A. thaliana funguje velmi podobny MAPK komplex ovliviiujici cytoskeletalni
proteiny (Obr. 7). Je sloZzen z n¢kolika MAP3K, a to z ANP1, ANP2 a ANP3, kter¢ patii
do rodiny kinaz ANP. Tyto MAP3K jsou homologni k NPK1 z N. tabacum (Krysan et al.,
2002). Déle je soucasti MAP2K ANQI/MKKS®6, ktera je homologem NQKI1 (Soyano
et al., 2003). V komplexu se také nachazi kinaza MPK13, ktera je homologem NRKI.
Podobnou aminokyselinovou sekvenci jako NRK1 maji také kinazy MPK4, MPKS,
MPK11 a MPK12 z A. thaliana (Kosetsu et al., 2010). Aktivatorem ANP jsou kinesiny
HINKEL/STUD (Tanaka et al., 2004). Substratem pro fosforylaci proteinem MPK 13 jsou
¢lenové rodiny proteinit MAP65, stejné jako v piipadé N. tabacum (Beck et al., 2010).

Clenové ANP rodiny se mohou navzajem nahradit, coz dokéazali studie vyuZivajici
mutanty v jednom z geni pro ANP proteiny (anpl, anp2 a anp3). Dvojiti mutanti
(anplanp2, anplanp3 nebo anp2anp3) uz vykazovali fenotyp, kdy byly pozorovany
defekty v cytokinezi (Krysan et al., 2002).
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Obr. 7 Schéma signalni drahy aktivujici protein MAP65 u A. thaliana. Upraveno podle Komis et
al. (2018). Kinesinu-podobné proteiny HINKEDL a STUD aktivuji trojitou kinazu ANP. Signal
se dale siti na MAP2K ANQI/MKKS®6 a ta nasledné fosforyluje kinazu MPK4 nebo MPK13.
Substratem MPK4/13 je MAP65, coz je MT-vazici protein.

2.6 Princip a vyuziti Golden Gate klonovani

Golden Gate klonovani (GGC) je metoda molekularniho klonovani, ktera umoziuje
zabudovani né€kolika inzertd v pozadované orientaci do akceptoru, a to v jediné reakci.
Tato metoda se také vyznacuje vysokou eficienci, kdy az 90 % bakterialnich kolonii
rostoucich na miskach obsahuje zadany konstrukt (Engler et al., 2009).

Ke klonovani se vyuZivaji restrikéni enzymy typu IIS Bpil (Bbsl), Bsal a Esp3l
(BsmBI), které se vyznacuji tim, Ze §t€pi DNA mimo rozpoznavaci sekvenci. Mohou tak
vytvofit ne-palindromické 4bp presahy, kterych komplementarita se vyuZiva
pro vytvoteni konstrukti, pricemz jednotlivé ¢asti jsou ligovany pomoci T4 DNA ligasy.
Klonovaci reakce je v podstaté nevratna, protoze finalni produkt neobsahuje
rozpoznavaci sekvenci pouzitého enzymu, a proto nemiZe byt stejnym enzymem
op&tovné rozstépen.

Systém klonovani je standardizovany a je tvofen nékolika Grovnémi. Uroven 0
predstavuje zakladni genetické jednotky ((napt. promotory, 5" nebo 3" neprekladané
oblasti, signalni peptidy, kédujici sekvence genu (CDS), terminatory)). Kazdy zakladni
geneticky modul ma pfifazeny vlastni par 4bp piesahti a klonovaci vektor (odvozeny

od vektoru pUC 19). Moduly tirovné 0 mohou byt ligovany za vzniku modulu urovné 1,
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ktery tvoii funkéni transkripéni jednotku (Obr. 8). Obdobné i moduly trovné 1 mohou

byt ligovany za vzniku multigenovych konstruktt (tiroven 2, Obr. 9).

-
-
-

Uroveri 0 GGAG  AATG AATG  GCTT cetT  [GEGH
3
m

Zakladni genetické |5 — — —
oty ey 18P0} — 8- —8—BBE-3-

. RB
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Bsal + T4 ligaza

GGC reakce
. GCAA
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Transkripéni jednotka L3 E-
fame’)
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Obr. 8 Obecné schéma klonovani zakladnich genetickych jednotek (uroven 0) do akceptoru
urovné 1 s vyuzitim enzymu Bsal a T4 ligasy. Ke spojeni jednotlivych ¢asti dochazi na zakladé
komplementarity 4bp piesahti. Po ligaci vznika transkripéni jednotka. Upraveno podle
Marillonnet et Werner (2015). Legenda: Pro — promotor; CDS — kodujici sekvence; Ter —
terminator; spe® — rezistence ke spektinomycinu; amp® — rezistence k ampicilinu; RB/LB —
leva/prava hraniéni sekvence, LacZa — operon kodujici B-galaktosidasu.
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Obr. 9 Obecné schéma klonovani transkripénich jednotek (trovné 1) do akceptoru trovné 2
s vyuzitim enzymu Bpil a T4 ligasy. Ke spojeni jednotlivych Casti dochazi na zakladé
komplementarity 4bp piesaht. Po ligaci vznika multigenovy konstrukt. Pro spojeni posledniho
inzertu s akceptorem se vyuziva koncovy linker. Upraveno podle Marillonnet et Werner (2015).
Legenda: Pro — promotor; CDS — kodujici sekvence; Ter — terminator; L2E — koncovy linker 2;
kanR —rezistence ke kanamycinu; RB/LB — levé/prava hraniéni sekvence, CRed — operon kodujici
kantaxantin.

Klonované sekvence nesmi obsahovat rozpoznavaci mista pouzivanych enzymi typu
I1S. V opaéném piipadé je nutné tyto sekvence domestikovat. K odstranéni jakéhokoli
restrikéniho mista typu IIS je substituce jednoho nukleotidu dostacujici. Domestikace
sekvenci se provadi cilenou mutagenezi pomoci PCR s vyuzitim primerti s 5'4bp ptesahy,
které obsahuji pozadovanou zménu. Spolu s piesahy jsou na oba konce jednotlivych
klonovanych fragmentli umistény rozpoznavaci mista pro enzym Bpil. Pro odstranéni
mist v rdmci kodujicich sekvenci je mozné pfipravit mutace bez zmény vysledné
sekvence proteinu diky degeneraci genetického kodu. Nicméné v piipadé nekodujicich
sekvenci (napt. promotori), kde motivy regulaéni sekvence nemusi byt nutné znamy, je
vhodné pozdé&ji ovérit, zda zavedena mutace neovlivnila genetickou funkci koédovanou
danou sekvenci (Engler et al., 2013).

Domestikované sekvence jsou nasledné ligovany do akceptoru trovné 0 na zakladé
komplementarity 4bp piesahii. Samotna klonovaci reakce probiha v termocykleru,

ve kterém se cyklicky méni teplota mezi 16 °C (optimum pro T4 DNA ligasu) a 37 °C
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(optimum pro restrik¢ni endonukleasy). Produkty Golden Gate klonovaci reakce jsou déle
transformovany do kompetentnich bakterii. Sekvence naklonovanych modult 0 je nutné
ovetit pomoci restrikéniho Stépeni a sekvenovani.

Akceptory urovné 1 se navzajem lisi vn€jSimi tzv. pozi¢nimi pary 4bp piesaha, které
udavaji naslednou pozici kazdé transkripéni jednotky ve finalnim akceptoru urovné 2,
pfiCemz mozno vyuzit pozice 1 az 6. K dispozici je 7 akceptort 1 pro zabudovani
transkrip¢ni jednotky do akceptoru 2 v piimé orientaci, a 7 akceptorti pro zabudovani
V reverzni orientaci. Akceptory 1 pro pfimou a reverzni orientaci pro stejnou pozici
obsahuji stejné 4bp piesahy, které se 1isi jenom v orientaci. Vnitini 4bp pfesahy nutné
pro ligaci modult Grovné 0 jsou ve vSech akceptorech 1 stejné (Engler et al., 2014).

Do akceptoru trovné 2 je mozné najednou naklonovat celkem 6 transkripénich
jednotek v pfedem uréeném poiadi. Posledni transkripéni jednotka musi byt spojena
s findlnim akceptorem pomoci koncového linkeru. V pifipadé klonovéani konstruktu
obsahujicitho vice nez 6 jednotek, je nutné vyuzit specidlni linker, ktery obsahuje
LacZ/CRed operon a jeden par rozpoznavacich mist pro enzym typu IIS navic (Bsal nebo
Esp3l; Obr. 10). Tento linker tak umozni zabudovani dalSich transkrip¢nich jednotek
za vzniku konstruktu urovné 2i (Engler et al., 2014; Marillonnet et Werne, 2015).

Akceptory jednotlivych urovni se také 1isi rezistenci k antibiotiku. Vektory tirovné 0
obsahuji rezistenci na spectinomycin, Urovné 1 na ampicilin/karbenicilin a vektory
urovné 2 obvykle na kanamycin. V akceptorech pro urovenl 0 a 1 se také nachazi LacZ
operon pro modro-bilou selekci bakterialnich kolonii. Béhem klonovani irovné 0 nebo 1
dochazi k vysttizeni LacZ operonu, ktery je nahrazen inzertem, a proto jsou bakterialni
kolonie nesouci poZadovany konstrukt bilé. V piipadé¢ netspéSného klonovani jsou
kolonie zbarveny modfe, protoze dochazi k indukci exprese p-galaktosidasy a ke $tépeni
barevného substratu X-Gal. Ve vSech prazdnych akceptorech pro uroveil 2 se nachazi
CRed operon kodujici geny pro syntézu kantaxantinu. Kantaxantin je ketokarotenoid
a zpusobuje Cervené zbarveni kolonii obsahujici prazdny vektor (Engler et al., 2009;

Marillonnet et Werne, 2015; Marillonnet et Griitzner, 2020).
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Obr. 10 Konstrukt Grovné 2 nesouci linker s LacZ operonem a rozpoznavacimi misty enzymu
Bsal, diky kterym je mozné zabudovat dalsi transkripéni jednotky a vytvoftit uroven 2i. Upraveno
podle Marillonnet et Werner (2015). Legenda: Pro — promotor; CDS — kédujici sekvence; Ter —
terminator; kan® — rezistence ke kanamycinu; RB/LB — levéa/prava hrani¢ni sekvence, LacZo —
operon kodujici B-galaktosidasu.

Akceptory pro uroven 1 a 2 jsou binarni - obsahuji pocatky replikace pro E. coli
a A. tumefaciens, a levou a pravou hrani¢ni sekvenci. Tyto hrani¢ni sekvence ptivodné
pochazi z Ti plasmidu bakterie A. tumefaciens, ktera ma schopnost pienaSet ¢ast své
genetické informace ve formé¢ T-DNA do genomu hostitele, kde mize dojit k jejimu
ptepisu (Gelvin, 2017). Hrani¢ni sekvence tedy slouzi k rozpoznani ¢asti DNA, ktera ma
byt za pomoci bakterie A. tumefaciens ptenesena a inkorporovana do genomu rostlin
(Mysore et al., 1998).

Standardizované systémy Golden Gate moduli a vektorli byly vyvinuty pro rostliny,
houby nebo bakterie E. coli (Engler et al., 2014; Agmon et al., 2015; Moore et al., 2016).
Déle byla vyvinuta sada moduli a plasmidi vyuzitelnych pro Siroké spektrum
gram-negativnich bakterii, které jsou fylogeneticky vzdalené od bakterii E. coli. Nové
vyvinuté moduly obsahuji napt. oriT (poc¢atek pienosu), které jsou dulezité pro ptenos
DNA mezi bakteriemi béhem konjugace. Diky oriT je mozné plasmidy namnozit v E. coli
a poté konjugaci ptenést do dalSich bakterii, napt do bakterii rodu Rhizobium (Geddes et
al., 2019).

Metodou Golden Gate byly pfipraveny konstrukty arovné 1 a 2, jejichz exprese byla
testovana v bakterii Rhizobium leguminosarum v prostiedi bakterialni kultury a také
béhem symbiotické interakce s kofenovym systémem Pisum sativum. Konstrukty s oriT
byly do R. leguminosarum vneseny triparentalni konjugaci (Figurski et Helinski, 1979)
a obsahovaly reportérovy gen gusA (kodujici B-glukuronidasu), celB (kédujici endo-1,4-
B-B-glukanasu) nebo gen kodujici fluorescentni protein GFP pod kontrolou promotoru
genu nifH (kodujici nitrogenasu), ktery fidi expresi geni v nodulech béhem symbidzy
(Johnston et Beringer, 1975; Geddes et al., 2019). Exprese reportérovych gent byla
potvrzena, a tim byla ovéfena funkénost nové vyvinutych moduld a vektorii uréenych

pro Sir§i spektrum gram-negativnich bakterii (Geddes et al., 2019).
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Metoda Golden Gate klonovani byla vyuzita pifi pfipravé TALE (transcription
activator like effectors) a TALEN (TALE nuclease; Zhang et al., 2020). TALE jsou
ptirozené produkovany patogennimi bakteriemi rodu Xanthomonas a funguji jako
aktivatory transkripce genii hostitele, ¢imz reprogramuji jeho transkriptom ve svij
prospéch. TALE obsahuji repetice, které jsou schopné véazat se na specificky nukleotid
DNA. Je mozné pfipravit syntetické TALEN, které se budou véazat na specifickou
sekvenci cilové DNA a §tépit ji (Khan et al., 2017). Byla vyvinuta sada Golden Gate
vektorti obsahujici jednotlivé DNA vazebné repetice a také sada akceptorti, do kterych
jsou vybrané repetice klonovany. Vytvofena standardizovana sada velmi usnadiiuje

a urychluje ptipravu novych TALEN (Cermak et al., 2011).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Alfa Aesar: Phytagel

Applichem: Heptahydrat siranu hote¢natého (MgSO4-7H20)

Duchefa Biochemie: 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D), ampicilin, fosfinotricin,

Gamborg B5 médium zakladni smés soli, Gamborg B5 smés vitamint (1 000x), glutamin,
kanamycin, kinetin, Murashige & Skoog (MS) zakladni smés soli, Nitsch & Nitsch smés
vitamini (1 000x), pentahydrat siranu méd’natého (CuSQO4-5H,0), spectinomycin,
ticarcillin disodny

Fermentas: RNasa A

Honeywell Fluka: chlornan sodny (NaClO)

Nippon Genetics: Midori Green

Penta: 70% a 96% ethanol

Sigma-Aldrich: 2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina monohydrat (MES), agarosa,
D-glukosa, dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (NaxHPO4-2H.0), dihydrat
molybdenanu sodného (Na2Mo00O4-2H,0), dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4),
disodna sl EDTA (Na2EDTA), dusi¢nan draselny (KNOs3), ethylendiamintetraoctova
kyselina (EDTA), glycerol, heptahydrat siranu hore¢natého (MgSOa4-7H20), heptahydrat
siranu Zeleznatého (FeSQO4-7H20), hydrat siranu manganatého (MnSO4-H20), hydrat
siranu zine¢natého (ZnSO4-H20), hydroxid draselny (KOH), hydroxid sodny (NaOH),
chlorid hotecnaty (MgCl2), chlorid sodny (NaCl), chlorid vapenaty (CaClz), kvasni¢ny
extrakt, kyselina chlorovodikova (HCl), kyselina borita (H3BO3), kyselina octova, L-
glutation, L-prolin, L-serin, Luria Bertani (LB) broth médium, LB broth médium
S agarem, myo-inositol, sacharosa, siran hotec¢naty (MgS0g),
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris baze), trypton, Tween 20, octan draselny
(CH3COOK)

Thermo Scientific:  5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl  B-D-Galaktopyranosid  (X-Gal),
6x DNA loading dye, dNTP mix (10 mM), GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, hovézi
sérovy albumin (BSA), isopropyl p-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG), Phusion™ High-
Fidelity DNA Polymerasa, Phusion HF pufr (5x), pufr pro T4 DNA ligasu (10x), T4 DNA

ligasa
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3.1.2 Pouzité restrik¢éni endonukleasy

Thermo Scientific: Alw44l, BamHI, Bpil (Bbsl), Bsal (Eco31l), EcoRlI, Hindlll, Ndel,

Pael, Pvul.

3.1.3 Pouzité primery

Vsechny pouzité primery (Tab. 2, Tab. 3) byly navrzeny Mgr. Michaelou Tichou. Ph.D
pomoci Primer3Plus (https://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi ) a programu Geneious Prime. Primery byly pfipraveny
firmou Eurofins Genomics a byly dodany v lyofilizovaném stavu. Lyofilizované primery
byly rozpustény v daném objemu MilliQ H20 podle firmou dodaného manualu, takze
koncentrace zasobniho roztoku primert ¢inila 100 pmol-ul™ (100 uM). Déle byly zasobni

roztoky fedény 10x a byly tak ziskany pracovni roztoky o koncentraci 10 pmol-pl-! (10
uM). Primery byly uchovavany pii -20 °C.

Tab. 2 Primery vyuzité pti domestikaci genu AtTUAG a tagRFP-T.

Nazev

5"— 3’sekvence

CAtTUA6_GC-Fpl

AAGAAGACTTAAT Gagagagtgcatttcgatccaca

CAtTUA6_GC-Rpl

TTGAAGACAAcCIctttaccactgatgagttgttcagg

CAtTUAG_GC-Fp2

AAGAAGACTTgaGgacgctgctaacaatttcgee

CAtTUAG_GC-Rp2

TTGAAGACAA(gGagaccagtacagttatcagcgagce

CAtTUA6_GC-Fp3

AAGAAGACTTctCcaaggattccttgttttcaacgct

CAtTUA6_GC-Rp3

TTGAAGACAAQgCctctcaatgttaagggagcegtct

CAtTUA6_GC-Fp4

AAGAAGACTTagGcctacctacaccaacctcaaccy

CAtTUA6_GC-Rp4

TTGAAGACAACGAACCgtattcctctccttcatcatcctca

CAtTUA6_GC-Rp4n

TTGAAGACAAAAGCttagtattcctetecttcatcatect

tagRFP-T_GC-Fpl

AAGAAGACTTTTCGatggtttcaaagggagaagagct

tagRFP-T_GC-Rp1

TTGAAGACAACcCIcgtatgtggtgactctctc

tagRFP-T_GC-Fp2

AAGAAGACTTgaGgacgggggcgtgctg

tagRFP-T_GC-Rp2

TTGAAGACAAITtctttgtcggectecttga

tagRFP-T_GC-Fp3

AAGAAGACTTgaAacctacgtcgageage

tagRFP-Ts_GC-Rp3

TTGAAGACAAAAGCttagttaagtttgtgccccag

tagRFP-T_GC-Fp1N

AAGAAGACTTCCATatggtttcaaagggagaagagct

tagRFP-Tx_GC-Rp3N TTGAAGACAACAT Tgttaagtttgtgccccagtttg

Legenda: F — forward primer; R — reverse primer; ¢ — kodujici sekvence; n/N — amplifikace
fragmentu uréeného pro N-terminalni fazi; s — amplifikace sekvence se stop kodonem; x —
amplifikace sekvence bez stop kodonu. Cervené jsou znazornény rozpoznavaci mista pro enzym
Bpil, modie 4bp ptesahy nutné pro fuzi jednotlivych ¢asti genti a zaklonovéni do akceptorového
vektoru arovné 0, zelené je znazornéna oblast domestikace, fialové je znazornén stop kodon.
Sekvence komplementarni k cilové DNA je psana malymi pismeny. Velké pismeno v zelenych
oblastech predstavuje zmutovanou bazi.
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Tab. 3 Primery vyuzité pti PCR amplifikaci promotoru EF1a a genu EGFP.

Nazev 5’— 3’sekvence

pEFla_GC-F AAGAAGACTTGGAGggaagtttctctcttgagggagg
pEFla_GC-R TTGAAGACAACATTggttagagactggtcaacaa
pEFla_GC-Rn TTGAAGACAAATGGggttagagactggtcaacaa
EGFP_GC-F AAGAAGACTTTTCGatggtgagcaagggcgag
EGFP_GC-R TTGAAGACAAAAGCttacttgtacagctcgtcca
EGFP_GC-Fn AAGAAGACTTCCATatggtgagcaagggcgag
EGFP_GC-Rn TTGAAGACAACATT Tcttgtacagctcgtccatge

Legenda: F — forward primer; R — reverse primer; p — promotor; n - amplifikace fragmentu
uréeného pro N-terminalni fizi. Cervené je zndzornéno rozpoznavaci misto pro enzym Bpil,
modie 4bp presahy nutné pro zaklonovani do akceptoru tirovné 0, fialové — stop kodon. Sekvence
komplementérni k cilové DNA je psana malymi pismeny.

3.1.4 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy XA 110/2X (Radwag)

Autoklav Sterivap HP IL (MMM Group)

Centrifuga ROTANTA 460R (Schoeller Instruments)
Centrifuga Scan Speed 1730 MR (Scala Scientific)
Elektromagneticka michacka MSH-420 (Boeco)
Elektroporator ECM399 (BTX)

Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)
Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop LSM 880 s Airyscan (Zeiss)
Laboratorni ptedvazky S1502 (BEL-Engineering)
Mikrocentrifuga Microfugel6 (Beckman Coulter)
NanoDrop Lite (Thermo Scientific)

PCR cycler T100 Thermal Cycler (BioRad)

pH metr stolni PC 2700 (Eutech instruments)
Simplicity Water Purification System (Merk)

Skener Image Scaner 111 (Epson)

Spektrofotometr Smart SpecTM plus (Bio-Rad)
Sterilni laminéarni box (Merci)

Termoblok ThermoStat C (Eppendorf)

Trepacka s nastavitelnou teplotou ES-20 (Biosan)

UV transiluminator Gel DocTM EZ Imager (program Image Lab 4.0.1., Bio-Rad)
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Vortex Microspin FVV2400 (Biosan)

Zoomovaci fluorescencni stereomikroskop Axio Zoom.V16

3.1.5 Software

ApE - A plasmid editor v2.0.37, EPSON scan, Geneious Prime 2020.2.2, Image Lab 4.0.1
a6.0.1, ImageJ 1.52p, Microsoft Office 365, Zen 3.3 (modra edice)

3.1.6 Roztoky a média

LB tekuté médium

25 g1t LB médium
MilliQ H20

pH = 7,2 (1 mol-I" KOH), sterilizace média autoklavovanim.

LB tekuté médium bez NaCl

10 g1t pepton
5gl? kvasni¢ny extrakt
MilliQ Ho0

Sterilizace média autoklavovanim.

LB tuhé médium
40 g1t LB médium s agarem
MilliQ H,0

Sterilizace média autoklavovanim.

SOC médium
2% (wiv) trypton
0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt
10 mmol-1* NaCl
2,5 mmoll*  KCI
MilliQ H20
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pH = 7,5 (1 molI? NaOH), sterilizace média autoklavovanim, po
vychlazeni pfidani:

20 mmol'l?  D-glukosa

10 mmol-1t ~ MgCl;

Sterilizace média filtraci ptes 0,22 um membranovy filtr.

1 mol‘I'* Tris-HCI
12,1¢g Tris baze
100 ml MilliQ H.O
pH 7,6 (koncentrovana HCI)

Sterilizace roztoku filtraci ptes 0,22 pm membranovy filtr.

10 mmol-1'* Tris-HCI
1ml 1 mol-I™ Tris-HCI
99 ml MilliQ H20

Sterilizace roztoku filtraci ptes 0,22 pm membranovy filtr.

Roztoky pro piipravu chemokompetentnich bunék E. coli

Roztok 1

20 ml 10 mmol-1* Tris-HCI (pH 7,6)
0,19¢ MgCl2

Roztok 2

20 ml 10 mmol-1? Tris-HCI (pH 7,6)
0,22 g CaCl»

Roztok 3

17 ml 10 mmol-1"! Tris-HCI (pH 7,6)
0,22 ¢ CaCl;

3ml 100% (v/v) glycerol

Sterilizace roztoki filtraci pfes 0,22 pm membranovy filtr.
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Tris-acetatovy pufr (50x koncentrovany zasobni roztok)

121¢g Tris baze
28,55 ml kyselina octova
50 ml EDTA
421,45 mi MilliQ H20
pH 7,8
Tekuté Y2 MS médium
2,291 MS zikladni smés soli
10 .1t sacharosa
MilliQ H20

pH =5,8 (1 mol-1t a 0,1 mol-I"t KOH), sterilizace média autokldvovanim.

Roztoky pro sterilizaci lista M. sativa

Roztok 1
70% (v/v)

Roztok 2
0,1% (w/v)

Roztok 3
0,05% (w/v)
1% (vIv)

ethanol

Tween 20
MilliQ H20

Sterilizace roztoku filtraci ptes 0,22 pm membranovy filtr.

Tween 20
chlornan sodny
MilliQ H.0

Sterilizace roztoku filtraci ptres 0,22 pm membranovy filtr.

Zasobni roztok kinetinu (0,1 mg-ml™)

4 mg
80 ul
39,92 ml

Kinetin

1 mol-1"* NaOH

MilliQ H20

Sterilizace roztoku filtraci ptes 0,22 pm membranovy filtr.
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Zasobni roztok 2,4-D (1 mg-ml?)

40 mg
300 pl
39,7 ml

2,4-D
1 molI't NaOH
MilliQ H.0

Sterilizace roztoku filtraci pies 0,22 pm membranovy filtr.

Roztok aminokyselin (250 ml)

6,659
0,839
0,004 g
0,083 g

L-glutamin
L-serin
adenin
L-glutation
MilliQ H20

Sterilizace roztoku filtraci ptes 0,22 pm membranovy filtr.

B5H médium k indukci tvorby kalusi

3,1 gt
0,5 g1t
0,25 g1t
0,5 g1t
30 g1t
45glt

1,0 mg-1?t
0,1 mg1?
1,0 ml-1?t
30 ml1'?

Gamborg BS5 zékladni smés soli

KNOs3

MgSQO4 - 7H20

prolin

sacharosa

phytagel

MilliQ H.0O

pH=5,7 (1 mol-1t a 0,1 mol-I"t KOH), sterilizace média autokldvovanim,
po vychlazeni ptidani:

2,4-D (1,0 ml-1*t zdsobniho roztoku 2,4-D 1,0 mg-ml™?)
kinetin (1,0 ml-1* zasobniho roztoku kinetinu 0,1 mg-ml™)
1 000x Gamborg B5 smés vitaminil

zasobni roztok aminokyselin

B50 embryogenni médium

3,1 gl

Gamborg B5 zakladni smés soli
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0,5 g1t
0,25g-1
0,5 g1t
30 g1t

4,5 g1t

1,0 ml-1?
30 ml-1?

KNOs3

MgSO4 - 7H20

prolin

sacharosa

phytagel

MilliQ H2O

pH =5,7 (1 mol-1"t a 0,1 mol-I'* KOH), sterilizace média autoklavovanim,
po vychlazeni pfidani:

1 000x Gamborg B5 smés vitamini

zasobni roztok aminokyselin

MMS pevné kultivaéni médium

43 gt
30 g1t
0,1 g1t
4,5g1?

1 ml-1?

MS zékladni smés soli

sacharosa

myoinositol

phytagel

MilliQ H.O

pH =5,7 (1 mol'1* a 0,1 mol-I"* KOH), sterilizace média autoklavovanim,
po vychlazeni ptidani:

1 000x Nitsch & Nitsch smés vitaminu

MS pevné kultiva¢ni médium

43 gt
30 g1t
4,5 g-l'l

MS zakladni smés soli
sacharosa

phytagel

MilliQ H20

pH =5,7 (1 mol-I"t a 0,1 mol-I't KOH), sterilizace média autoklavovanim.

Tuhé/tekuté Fahrieus médium bez N2

Makronutrienty: Zasobni roztok: Pracovni roztok:
MgSO4- 7H20 123,2 g1t 1 ml-I?t
KH2PO4 95,3 g1t 1ml-I?t
NazHPO; - 2H20 712 gl 2ml-I?t
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Fe-EDTA: 2,5mlI?t

FeSO4 - 7TH20 56 gl

Na,EDTA 74 g1t
Mikronutrienty: Zasobni roztok: Pracovni roztok:
MnSOa - H0 1gl? 100 pl-I
CuSOs - 5H20 1,5 gt 100 -1
ZnS04 - H,0 1,7 gl 100 pl-I
HsBOs 1gl? 100 pl-I*
Na;MoO; - 2H,0 1,1 g1t 100 pl-I*

V ptipadé piipravy tuhého média je ptidano 11 g-1"t mikroagaru.
pH =6,5 (1 mol-1? a 0,1 mol-1"t HCI), sterilizace autoklavovanim, po vychlazeni pfidani:

CaCl 0,11098 g-ml* 100 pl-I*

3.1.7 Kity
Qiagen: QIAprep® Spin Miniprep Kit
Thermo Scientific: GeneJET Gel Extraction Kit

Addgene: MoClo ToolKit, MoClo Plants Part Kit

3.1.8 Biologicky material

Rostlinny material

e Kontrolni rostliny M. sativa RSY (kultivar Regen SY) pochazejici ze somatické
embryogeneze.

e Transgenni rostliny M. sativa RSY stabiln¢ exprimujici marker alfa TUBULINU-
6 p35S::tagRFP:AtTUA6 (dale tagRFP-TUA6) pochazejici ze somatické
embryogeneze.

e Transgenni rostliny M. sativa RSY exprimujici marker F-aktinu
p35S::FABD2:GFP (dale FABD2-GFP) pochazejici ze somatické embryogeneze.
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Rostliny M. sativa byly regenerovany procesem somatické embryogeneze a kultivovany
na kultivaénich médiich v Petriho miskach ve fytokomote s nastavenou teplotou 21 °C
a vlhkosti 60 % ve dne a 70 % v noci. Fotoperioda byla nastavena na 16 h svétlo a 8 h
tmu. Ex vitro rostliny byly péstovany za stejnych podminek v kvétinacich obsahujicich

substrat a perlit.

Pouzity bakterialni materiél a jeho specifikace

e Escherichia coli kmen DH5a — tento kmen byl vyvinut pro vylepSeni u¢innosti
transformace. Obsahuje mimo jiné mutace recAl a endAl. V ptipad¢ recAl se
jednd se o jednobodovou mutaci, ktera inaktivuje schopnost homologni
rekombinace. Mutace endAl inaktivuje intracelularni endonukleasy a zamezuje
degradaci transformovanych plasmidi. Tento kmen byl vyuzit pii piipravé
markera cytoskeletu Golden Gate klonovanim.

e Sinorhizobium meliloti kmen Sm2011 — jedna se o dusik fixujici bakterie schopné
symbidzy s rody Medicago, Melilotus nebo Trigonella spp. Tento kmen byl vyuzit
pti fenotypové analyze béhem symbiotickych interakei s transgennimi liniemi M.

sativa.

Pouzité plasmidy

Vsechny pouzité plasmidy spolu s jejich popisem a rezistenci jsou uvedeny v Tab. 4.
Akceptorové plasmidy vyuzité pro klonovani jsou komeréné dostupné v kitu MoClo
ToolKit (Addgene). Dale byly pouzity plasmidy nesouci moduly tirovné 0 (35S CMV
promotor, 35S CMV terminator, Nos promotor, Nos terminator, gen kodujici fosfinotricin
acetyl transferasu), které jsou soucasti kitu MoClo Plants Parts Kit (Addgene). Bakterie
E. coli DH10B nesouci plasmidy jsou uchovavany ve formé bakterialnich konzerv
pii - 80 °C.

Pro amplifikaci n€kterych sekvenci byly vyuzity jako templaty plasmidy dostupné na
Oddéleni  bunécné biologie, CRH: pEN-attR2-EGFPstop-attL3, pEN-attR2-
tagRFP- Tstop-attL3, pIG121Hm nesouci konstrukt 35S::tagRFP:AtTUA6 (Murata et al.,
2013) a pEN-attL4-pEFlo-attR1.
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Tab. 4 Plasmidy pouzité pii klonovani.

Nazev Popis plasmidu Rezistence Koncentrace
(bakterie/rostliny) antibiotik
(ng/ml)

pICH41295  Uroven 0 akceptor pro modul spe 100
Pro+5U

pAGM1251  Uroven 0 akceptor pro modul spe 100
Pro+5U (f)

pAGM1287  Uroven 0 akceptor pro modul spe 100
CDSl1ns

pICH41308  Uroven 0 akceptor pro modul CDS1 spe 100

pAGM1301  Uroven 0 akceptor pro modul CT spe 100

pAGM1276  Uroven 0 akceptor pro modul NT1 spe 100

pICH41744  Koncovy linker 2 spe 100

pICH87633  Uroven 0 obsahujici Nos promotor + spe 100
Q5U

pICH42222  Uroven 0 obsahujici gen pro spe 100
fosfinotricin acetyl transferasu (bar)

pICH41421  Uroven 0 obsahujici 3U + Nos spe 100
terminator

pICH51266  Uroven 0 obsahujici 35S CMV spe 100
promotor + Q 5U

pICH41414  3U + 35S terminator spe 100

pICH47802  Uroven 1 akceptor, pozice 1, reverzni amp 50
orientace

pICH47742  Uroven 1 akceptor, pozice 2, pfima amp 50
orientace

pAGM4723  Uroven 2 akceptor kan 50

PEN-attR2- Entry klon obsahujici gen EGFP se kan 50

EGFPstop- stop kodonem

attL.3

plG121Hm Binarni vektor nesouci konstrukt kan/hyg 400/50
35S::tagRFP:AtTUAG

pEN-attL4- Entry klon obsahujici promotor kan 50

pEFla-attR1 pEFla

pEN-attR2-  Entry klon obsahujici gen tagRFP-T kan 50

tagRFP-

Tstop-attL3

Legenda: pro — promotor; 5U — 5 'nepiekladana oblast, (f) — fuze s N-koncovym modulem; CDS1
— kodujici sekvence se stop kodonem; CDS1ns — kodujici sekvence bez stop kodonu; CT - C-
termindlni znacka; NT1 — N-terminalni znacka; 3U — 3 'neptekladana oblast; CMV promotor —
promotor z viru mozaiky kvétaku; Nos promotor — promotor genu pro NOPALIN SYNTASU
z Agrobacterium tumefaciens; Q 5U — 5'nepiekladana oblast z viru mozaiky tabaku; EGFP —
ENHANCED GREEN FLUORESCENT PROTEIN; RFP — RED FLUORESCENT PROTEIN;
tagRFP-T — fluorescenéni protein odvozen od tagRFP, ,, T* oznacuje mutaci S158T; TUA6 —
TUBULIN ALPHA 6, EFla — ELONGATION FACTOR 1 «; spe — spektinomycin; amp —
ampicilin; kan — kanamycin; hyg — hygromycin B.
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava Kkultiva¢nich médii

Chemikalie potfebné pro piipravu pfislusného média byly navazeny na laboratornich
vahach nebo ptfedvazkach. Na elektromagnetické michacce byly chemikalie postupné
rozpustény v piiblizn¢ 3/4 konecného objemu MilliQ vody. pH média bylo upraveno na
pozadovanou hodnotu kyselinami nebo zasadami. Objem média byl poté doplnén
na kone¢nou hodnotu a opét bylo zméteno a pripadné upraveno pH. Médium bylo rozlito
do sklenénych lahvi a bylo sterilizovano autoklavovanim. Chemikalie, které nemohly byt
pridany do média pied autoklavovanim kvili nebezpeci jejich degradace, byly pfidany
po vychladnuti média na piiblizné¢ 60 °C. Sterilni kultivacni média byla rozlévana

do sterilnich Petriho misek.

3.2.2 Sterilizace lista M. sativa

Zdravé listy pochazejici z 2.-5. nodu rostliny M. sativa stabilné exprimujici poZzadovany
konstrukt nebo listy kontrolnich rostlin byly ustfizeny a vlozeny do sterilni vody. Listy
pochazejici z ex vitro podminek byly vysterilizovany ve falkoné obsahujici 70% ethanol
po dobu 10 sekund. Po uplynuti této doby byly listy pielozeny do falkony obsahujici 0,1%
(w/v) Tween20, kde byly protiepavany po dobu pfiblizn¢ 10 min. Nasledn¢ byly listy
presunuty do falkony obsahujici 0,05% Tween20 a 1% (v/v) chlornan sodny. Listy byly
ve falkoné protiepavany po dobu 1,5 min. Po uplynuti této doby byly listy vyjmuty
z falkony a 3x promyty ve sterilni destilované vodé€ a nésledn€ vysuSeny na sterilnim

filtratnim papiru.

3.2.3 Somaticka embryogeneze M. sativa

Osusené listy byly s pouZitim sterilniho skalpelu opatrné rozifezany na polovinu a také
byly odiezany fapiky. Nafezané c¢asti listi byly pomoci sterilni pinzety pieneseny
na Petriho misky obsahujici kalus indukujici BSH médium. Kalus se vyvinul po pfiblizné
mésici kultivace v kultivaéni komote. Vytvofené kalusy byly v laminarnim boxu
pfeloZzeny na embryogenni B50 médium. Embrya se zacala tvofit po 3 a vice tydnech
kultivace na tomto médiu. Dozravajici embrya byla postupné steriln¢€ prenaSena na MMS
médium, kde byla ponechdna po dobu 2-4 dni, aby doslo k indukei ristu primarniho

kofene.
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3.2.4 Fenotypova analyza transgennich linii M. sativa

Pii fenotypové analyze byly srovnavany transgenni linie M. sativa nesouci konstrukty
35S::tagRFP:TUAG a 35S::FABD2:GFP s kontrolni linii RSY. Analyza byla zamétena
na kofenovy systém rostlin, ktery je mistem symbiotickych interakci s S. meliloti. Cilem
této analyzy bylo zjistit, zda se vyskytuji fenotypové rozdily mezi jednotlivymi liniemi
ve srovnani s kontrolou a zda maji pfipadné odchylky mezi liniemi vliv na symbioticky

proces.

3.2.4.1 Méreni piiristku primarniho kofene somatickych embryi M. sativa

Somaticka embrya s rostoucim primarnim kofenem byla pfenesena na MS médium,
kde byla ponechana 15 dni. Prvnich 5 dni na tomto médiu byly kazdy den potizovany
skeny, poté byly Petriho misky s rostlinami skenovany kazdych 5 dni. Po 15 dnech rtstu
na MS médiu byly rostliny pfeneseny na Fahrdeus médium bez N». Misky byly skenovany

4. a 8. den rustu na tomto médiu.

Délka hlavniho kofene a jeho prirtstek byl méfen pomoci programu Imagel. Pocet
lateralnich kofenti byl stanoven na 15. den kultivace na MS médiu. Pro statistickou
analyzu piirustku primarniho kofene byla provedena ANOVA (analysis of variance)
s Tukey HSD testem. Pro statistickou analyzu lateralnich kotent byl vyuzit Studentiv
t-test.

3.2.4.2 Inokulace rostlin s S. meliloti a hodnoceni po¢tu nodulu

Samostatné kolonie bakterie S. meliloti Sm2011 byly pies noc kultivovany v tekutém LB
médiu pii 28 °C a 180 RPM. Falkona obsahujici bakteridlni kulturu byla obalena
v alobalu, protoze S. meliloti je bakterie pfirozené Zijici ve tmé. Po kultivaci byly bakterie
centrifugovany (10 min, 2 000 RCF) a pelet byl resuspendovan v tekutém Fahrdeus médiu
bez N tak, aby ODeoo odpovidalo hodnoté 0,5. Nasledovala dalsi kultivace pro regeneraci
bakterii pii 28 °C pfiblizné 3 hod. Dvacet tfi dni staré rostliny rostouci 8 dni na tuhém
Fahrideus médiu bez N2 byly inokulovany S. meliloti Sm2011, kdy byly na kofeny rostlin
pfimo aplikovéany bakterie pomoci pipety. Petriho misky byly skenovany a pozorovany
pod binokularni lupou 8. a 25. den po inokulaci (dpi) pro zjisténi poctu vytvorenych
nodult. Pro statistickou analyzu poc¢tu nodulti u jednotlivych linii byl proveden Studentv

t-test.
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3.2.5 Klonovani Golden Gate

3.2.5.1 Plan klonovani markeri a TUBULINU-6

Pro ptipravu fluorescencnich markeri cytoskeletu metodou GGC byl pfipraven plan
klonovani. Bylo nutné navrhnout, které akceptory urovné 0 budou vyuzity (Obr. 11 a 12),
aby mohly byt navrzeny primery s pfislusSnymi 4bp ptesahy pro pozadované sekvence.

Do akceptoru trovné 0 urceném pro promotor a 5'UTR (vSeobecné oznacen jako
Pro 5U, pICH41295) byl klonovan konstitutivni promotor EF/a. Dale byla do akceptoru
0 urceném pro CDS1/CDSlns (pICH41308/pAGM1287) klonovana sekvence genu
pro TUBULIN ALFA izoformu 6 z A. thaliana - AtTUA6 (At4g14960.2, Tair). Geny
kodujici EGFP a tagRFP-T byly klonovany do akceptoru urovné 0 uréeném pro C-
termindlni (CT, pAGM1301) nebo N-terminalni znacku (NT, pAGM1276). Pro ukonceni
transkripce byl pouzit CMV 35S terminator. CMV 35S promotor a terminator jsou
soucasti MoClo Plant Parts Kit (Addgene). Sekvence promotoru EFla, genu AtTUAG,
EGFP a tagRFP-T byly ziskany pomoci PCR z plasmidi dostupnych na OBB, CRH.

Transkripéni jednotky (Grovent 1) vznikly spojenim moduld Grovné 0 a akceptoru
urovné 1 (pICH47742). Tento akceptor zajist'uje pfimou orientaci klonované transkripéni
jednotky v pozici 2 finalniho akceptoru. Byly klonovany transkripéni jednotky se
znackou na C konci genu zajmu (Obr. 11) a také transkripcni jednotky se znackou na N
konci genu zajmu (Obr. 12). V planu bylo piipravit nasledujici transkripéni jednotky:
p35S::AtTUAG:EGFP, p35S::EGFP:AtTUAG, p35S::AtTUAG:tagRFP-T, p35S::tagRFP-
T:AtTUAG6, pEFl0.::AtTUA6.EGFP, pEFlo::EGFP:AtTUA6, pEF1a.::AtTUAG6:tagRFP-
T apEFlo::tagRFP-T:AtTUAG.

Také byla v planu pfiprava findlnich multigenovych konstruktd. Findlni moduly
urovné 2 mély sestavat z markeru a TUBULINU-6, selekéni transkripéni jednotky
pNOS::bar:tNOS, koncového linkeru (pICH41744) a finalniho akceptoru urovné 2
(PAGM4723).

Vlivem pandemie COVID-19 bylo klonovani pteruSeno béhem piipravy moduld
urovné 1. Moduly p35S::EGFP:AtTUAG a p35S::tagRFP-T:AtTUAG nebyly pfipraveny,

stejné tak zadny findlni modul Grovné 2.
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GGAG AATG AATG TTCG JTCG GCTT GCTT

Pro + 50 3 3__cosins £l cr <EfF

pICH41295 pAGM1287 PAGM1301 piCH41414
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Obr. 11 Typy modult a vektora Grovné 0 vyuzité pii pfipravé konstrukti trovné 1 se znackou
na C konci genu zajmu. Znazornéné jsou 4bp piesahy specifické pro jednotlivé moduly. Upraveno
podle Marillonnet et Werner (2015). Legenda: Pro — promotor; 5U — 5" nepiekladana oblast; CDS
ns — kodujici sekvence bez stop kodonu; CT — C terminalni znacka; 3U — 3" neptekladana oblast;
Ter — terminator. Hvézdicka znaci stop kodon.

GGAG CCAT CCAT AATG AATG GCTT  GCTT ceeT
pAGM1251 PAGM1276 pICH41308 pIiCH41414

Obr. 12 Moduly a vektory urovné 0 vyuzité pii piipravé konstruktd urovné 1 s N-terminalni
znaCkou. Znazornéné jsou i 4bp piesahy. Hvézdicka znaci stop kodon. Upraveno podle
Marillonnet et Werner (2015). Legenda: Pro — promotor; 5U — 5" neptekladana oblast; CDS —
kédujici sekvence; NT — N terminalni znacka; 3U — 3" neptekladana oblast; Ter — terminator.

3.2.5.2 Plan klonovani rezistence na herbicid fosfinotricin

Pro selekci rostlin nesoucich multigenové konstrukty (aroven 2) byl pfipraven konstrukt
nesouci selek¢éni marker — gen bar kodujici enzym fosfinotricin-N-acetyl transferasu. Gen
bar byl exprimovan pod kontrolou konstitutivniho promotoru AtuNos a pro ukonceni
transkripce byl vyuzit Nos terminator (Obr. 13). Uvedené moduly byly na zakladé¢
komplementarity 4bp ptesahti klonovany do uroven 1 akceptoru pICH47802. Tento
akceptor trovné 1 zajiSt'uje reverzni orientaci transkripéni jednotky v pozici 1 ve findlnim

akceptoru. Vsechny vyuzité moduly i akceptor jsou soucasti MoClo Plant Parts kitu.

GGAG AATG AATG GCTT  GCTT
E Mos promotor + 0 5U ,__.3 .—5 CD-bar k| ,,E U+ "“"'-n
plCHB7633 pICH42222 pICH41421

Obr. 13 Moduly a vektory Grovné 0 vyuzité pii piipravé konstruktu urovné 1 - pNOS::bar:tNOS.
Znazornéné jsou i 4bp presahy. Upraveno podle Marillonnet et Werner (2015).
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3.2.5.3 Priprava elektrokompetentnich bunék E. coli DH5a

Byl proveden roztér komer¢nich elektrokompetentnich bunék E. coli DH50 (Thermo
Scientific) na Petriho misku obsahujici tuhé LB médium bez antibiotik. Bakterie byly
kultivovany ptes noc pii 37 °C. Dalsi den byla do sterilni falkony s tekutym LB médiem
bez antibiotik pfenesena jedna kolonie. Falkona byla umisténa do tfepacky (180 RPM)
a bakterialni kultura byla kultivovana pfi teploté 37 °C pies noc. Nasledujici den byl jeden
litr sterilniho LB média bez NaCl inokulovan 10 ml no¢ni kultury. Bakterialni kultura
byla kultivovana na ttepacce pii 37 °C, dokud nebyla hodnota ODsgo V rozmezi 0,4-0,6
(ptiblizné 4 hod.). Jeden litr bakterialni kultury o pozadovaném ODsoo byl rozlit po 166
ml do 6 sterilnich 200 ml falkon. Falkony s bakterialni kulturou byly inkubovany na ledu
po dobu 30 min. Kultury byly centrifugovany (3 400 RCF, 4 °C, 10 min) a poté byly
falkony obsahujici pelet umistény zpét na led. Supernatant byl v laminarnim boxu vylit
do GMO opadu a pelet byl v jednotlivych falkonach resuspendovan v 166 ml sterilni
vychlazené MilliQ vody. Kultura byla opét centrifugovana za stejnych podminek.
Supernatant byl odstranén do odpadu a bakterialni pelet byl resuspendovan v 83 ml
vychlazené MilliQ vody. Po nasledujici centrifugaci a odstranéni supernatantu byl pelet
resuspendovan ve vychlazeném 10% glycerolu o celkovém objemu 20 ml. Po centrifugaci
byl opét odpipetovan supernatant. VSechen pelet byl postupné resuspendovan do jediné
falkony, kde byl resuspendovan celkové ve 3 ml 10% glycerolu. Elektrokompetentni
buiikky byly alikvotovany do vychlazenych mikrozkumavek po 50 pl a zmraZzeny
v tekutém dusiku. Elektrokompetentni buiiky byly uchovavany v hlubokomrazicim boxu

pti -80 °C.

3.2.5.4 Priprava chemokompetentnich bunék E. coli DH5a

Pro ptipravu startovni kultury bylo pfes noc kultivovano 15 ul bakterialni kultury E. coli
DHS5a v 3 ml tekutého LB média. Kultivace probihala na tfepacce pii 37 °C a 180 RPM.
Dalsi den bylo do 100 ml tekut¢ého LB média pfiddno 1,5 ml startovni kultury.
Nasledovala kultivace na tfepacce (200 RPM) pii 37 °C do ODeoo = 0,4-0,6. Bakterialni
kultura byla néasledné rozlita do 50ml falkon a inkubovéna na ledé¢ 10 min. Kultura byla
poté centrifugovana (3 200 RCF) pii 4 °C po dobu 20 min. Supernatant byl odstranén
a pelet byl resuspendovan v 1250 pl vychlazeného roztoku 1. Nésledovala inkubace
naled¢ po dobu 30 min a poté centrifugace za stejnych podminek. Supernatant

byl odstranén a pelet resuspendovan v 1250 pl vychlazeného roztoku 2. Smés byla
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inkubovana 30 min na led¢ a poté opét centrifugovdna za stejnych podminek.
Po odstranéni supernatantu byl pelet resuspendovan ve 2 ml vychlazeného roztoku 3.
Chemokompetentni buniky byly alikvotovany po 50 pl do vychlazenych mikrozkumavek.

Buiiky byly zmrazeny v tekutém dusiku a ulozeny do hlubokomraziciho boxu (-80 °C).

3.2.5.5 Izolace plasmidové DNA z bakterialnich konzerv
Pro ziskani plasmidové DNA z MoClo ToolKit a MoClo Plants Parts Kit bylo sterilni

paratko namoceno do piislusné bakterialni konzervy a byl proveden roztér na Petriho
misku obsahujici tuhé LB médium s piislusSnym selekénim antibiotikem (Tab. 4). Misky
S rozetfenymi bakteriemi byly inkubovany pifes noc pii 37°C. Nasledujici den byly
vznikl¢ individuélni kolonie pfeneseny pomoci sterilniho paratka do falkony obsahujici
10 ml tekutého LB média obsahujici piislusné selekéni antibiotikum. Bakterie byly
kultivovany ptes noc na tfepacce pti 37 °C, 200 RPM.

Plasmidovda DNA byla izolovana pomoci komer¢ni soupravy — QIAprep® Spin
Miniprep Kit firmy Qiagen. Veskeré pottebné chemikalie 1 pracovni postup je soucasti
baleni kitu. Koncentrace izolované plasmidové DNA byla zmétena pomoci NanoDrop-u.
Veskera plasmidovda DNA byla rovnéz ovéfena restrikénim S§tépenim, jehoz provedeni
bude popsano v kapitole 3.2.5.13. Plasmidova DNA byla uchovavana v mrazicim boxu
pii -20 °C.

3.2.5.6 Domestikace sekvenci AtTUAG a tagRFP-T

DNA fragmenty, které chceme klonovat do akceptoru urovné¢ 0, nesmi obsahovat v interni
sekvenci rozpoznavaci misto pro restrikéni enzymy Bpil nebo Bsal. V piipadé€, ze se
v sekvenci tyhle rozpoznavaci mista nachazi, je nutné provést domestikaci.

V interni sekvenci genu AtTUAG a genu pro fluorescencni protein tagRFP-T se nachazi
rozpoznavaci mista pro enzymy Bpil a Bsal. Rozpoznévaci mista pro jednotlivé enzymy
byla odstranéna pomoci PCR s vyuzitim primerd s 35  pfesahem (Tab. 2). Mistné
specifickou mutagenezi doSlo k zaméné jednoho nukleotidu v rozpoznévacich
sekvencich a zéaroven byla diky degeneraci genetického kdédu zachovéana plivodni

aminokyselinova sekvence. Slozeni a podminky PCR jsou uvedeny v Tab. 5 a Tab. 6.
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Tab. 5 Slozeni 50ul PCR.

SloZka reak¢ni smési Vysledna Mnozstvi (ul)
koncentrace

Templatova DNA 100 ng X
5x Phusion HF pufr 1x 10
10 mmol-dm™ dNTPs 200 umol-dm™ 1
Forward primer 10 umol-dm™ 0,5 umol-dm™ 2,5
Reverse primer 10 umol-dm™ 0,5 umol-dm™ 2,5
Phusion High-Fidelity DNA 2U 1
polymerasa
dH,0 - Doplnit do 50

Tab. 6 Program PCR vyuzivajici HF Phusion DNA polymerasu.

Krok cyklu Teplota (°C) Cas cglgléff t
Pocate¢ni denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 10s
Nasedani primert 53-62 30s 35x
Extenze 72 30 s/kb
Finélni extenze 72 5 min 1

3.2.5.7 PCR amplifikace promotoru EFla a genu kédujiciho marker EGFP

Pro ptipravu vektorti urovné 0 obsahujici pEFla a EGFP byly jednotlivé sekvence
amplifikovany pomoci PCR s vyuzitim navrzenych primerd (Tab. 3). Primery obsahovaly
5" presah, ktery byl tvofen rozpozndvacim mistem pro enzym Bpil a 4bp pfesahem
nutnym pro zaklonovani do akceptoru tirovné 0. SloZeni a podminky reakce jsou uvedeny

v Tab. 5a Tab. 6.

3.2.5.8 Gelova elektroforéza a izolace DNA z agarosového gelu

Velikost PCR produktii byla ovéfena pomoci gelové elektroforézy v 1% agarosovém
gelu. Rozvarenim v mikrovinné troubé byla pfipravena 1% agarosa v 1Xx TAE pufru. Do
rozpusténé agarosy bylo ptfiddno barvivo Midori Green (3,5 ul/100 ml) a smés byla
promichéna. Agarosa byla vlita do pfipravené formy obsahujici hiebinek a byla
ponechdna piiblizn¢ 30 min v digestofi, aby doSlo k jejimu zatuhnuti. Po zatuhnuti
byla forma s gelem ptesunuta do elektroforetické vany a zalita 1x TAE pufrem. Hiebinek
byl opatrné vyjmut a do prvni jamky byl pipetovan marker GeneRulerTM 1 kb Plus DNA
Ladder. Do dalSich jamek byly pipetovany vzorky, v ptipadé PCR o celkovém objemu
50 ul byla do jamek pipetovana cela reakce spoleéné s 6x DNA loading dye (10 ul).
Elektrické napéti béhem separace DNA bylo nastaveno na 80-100 V a délka trvani
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separace Cinila 40-90 min. DNA byla nasledn¢ vizualizovana a vyhodnocena pomoci UV
transiluminatoru Gel DocTM EZ Imager.

PCR produkty byly z agarosového gelu izolovany s vyuzitim soupravy GeneJET Gel
Extraction Kit firmy Thermo Scientific. Pod UV ilumindtorem byly vyfiznuty PCR
produkty odpovidajici velikosti a byly vlozeny do 2ml mikrozkumavek. Dalsi pracovni
postup i chemikalie jsou soucasti kitu. Koncentrace izolované DNA byla zméfena pomoci

NanoDrop-u a byla néasledné uchovana v mrazicim boxu pfi - 20 °C.

3.2.5.9 Priprava moduli drovné 0

Extrahované PCR produkty byly klonovany do pfislusSnych troven 0 akceptori.
Jednotlivé komponenty reakce byly smichany v mikrozkumavce v pofadi, které je
uvedeno v Tab. 7. Akceptory, které byly pouzity pro piipravu modulti trovné 0, jsou
vypsany ve vysledkové Casti v kapitole 4.1.4. Podminky reakce jsou uvedeny v Tab. 8.
Po stépeni enzymem Bpil vznikly mezi extrahovanymi PCR produkty a akceptorem
komplementarni 4bp ptesahy, které¢ byly ligovany pomoci T4 ligasy. Liga¢ni reakce byly
skladovany pfi teploté -20 °C.

Pfi reakci je nutné zachovat molarni pomér inzertd ku akceptoru v hodnoté 2:1.

Pro vypocet pozadovaného mnozstvi inzertii a akceptort byla vyuzita nésledujici rovnice:

x fmol - délka sekvence (bp) - 666
1-10°

= mnozstvi poZzadované DNA (ng)

Tab. 7 SloZeni Golden Gate klonovaci reakce.

SloZka reak¢ni smési Vysledna Mnozstvi (ul)
koncentrace

10x T4 pufr 1x 2
0,1% BSA - 2
Akceptor 20-40 fmol X
Inzert(y) 40-100 fmol X
T4 ligaza 200U 1
Bpil/Bsal 5U 1
dH,0 - Doplnit do 20
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Tab. 8 Teplotni program Golden Gate klonovaci reakce.

Krok cyklu Teplota (°C) Cas c‘y’ﬁfgt
Aktivace digesce 37 20s 1
Digesce 37 3 min -
Ligace 16 4 min
Inaktivace enzymu 50 10 min
Inaktivace ligasy 80 5 min

3.2.5.10 Transformace elektrokompetentnich bunék

Pripravené elektrokompetentni buiiky (50 ul) byly rozmrazeny na ledu. K bunikam byly
napipetovany 1-2 pl reakce a smés byla opatrné promichana pipetou a ponechana 10 min
na ledu. Smés byla ptenesena do €isté a vychlazené elektroporacni kyvety. Dobie osusena
kyveta byla umisténa do elektroporatoru a bylo na ni cileno napéti o hodnoté 2,4 kV.
Ihned po elektrickém pulsu bylo ke smési pridano 200 pl SOC média, smés byla
promichéna, pfenesena do mikrozkumavky a inkubovana po dobu 1,5 h pti 37 °C, 180

RPM.

3.2.5.11 Transformace chemokompetentnich bunék

Piipravené chemokompetentni bunky (50 ul) byly rozmrazeny na ledu. K rozmrazenym
bunkam byly pfidany 3 pl reakce a smés byla jemné promichdna a ponechdna 30 min
na ledu. Nasledné byly mikrozkumavky s buikami umistény do termobloku nastaveném
na 42 °C po dobu 45 s. Poté byly mikrozkumavky umistény zpét na led po dobu 2 min.
Po uplynuti této doby bylo k buitkdm pipetovano 200 pul SOC média pokojové teploty.
Mikrozkumavka obsahujici transformacni smés byla inkubovana po dobu 1 h pti 37 °C
a 220 RPM.

3.2.5.12 Kultivace bakterii a selekce kolonii nesouci poZzadovany konstrukt

Na Petriho misku obsahujici tuhé LB médium s ptislusSnym selekénim antibiotikem (Tab.
4), 40 ul IPTG a 120 ul X-Gal bylo pipetovano 150 pl transformaéni smési. Smés byla
pomoci sterilni hokejky rozetfena na celou plochu plotny a nasledné byla inkubovéna pies
noc pii 37 °C. Nasledujici den byly do falkon obsahujici 10 ml tekutého LB média
s pozadovanym selekénim antibiotikem pfeneseny individualni bilé kolonie. Bil4 barva
kolonii znaci, ze doslo k ligaci pozadovanych inzertii do akceptoru. Falkony obsahujici

kolonie byly nasledné¢ inkubovany pies noc na tiepacce (200 RPM, 37 °C).
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Dalsi den bylo 500 pl no¢ni kultury smichano s 500 pl 50% (v/v) sterilniho glycerolu.
Smés byla promichana pipetou a nasledn¢ zamrazena v tekutém dusiku. Bakterialni
konzervy byly uloZzeny do hlubokomraziciho boxu (-80 °C). Ze zbylé no¢ni kultury byla
nasledn¢ izolovana pDNA pomoci komer¢niho kitu - QIAprep® Spin Miniprep Kit firmy
Qiagen.

3.2.5.13 Ovérovani pripravenych konstrukti restrikénim Stépenim

Veskeré produkty pfipravené Golden Gate klonovanim byly vzdy ovéteny restrikénim
Stépenim. Restrikéni $t€peni bylo navrzeno in silico v programu Geneious Prime 2020.2.2
nebo ApEv2.0.37. Jednotlivé komponenty reakéni smési (Tab. 9) byly smichany
vV mikrozkumavce. Smés byla néasledné inkubovdna 1 hod pii 37 °C. Nasledovala
elektroforéza produktli Stépeni na 1% agarosovém gelu a gel byl vizualizovan pomoci

UV transiluminatoru. Jednotliva restrikéni $tépeni budou popsana ve vysledkové casti.

Tab. 9 Slozeni reakéni smési restrikéniho $tépeni pDNA izolované z E. coli.

SloZka reaké¢ni smési Vysledna MnoZstvi (ul)
koncentrace
pDNA 300 ng X
enzym 1
10x pufr 1x 2
dH20 - Doplnit do 20
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3.2.5.14 Golden Gate klonovani moduli Grovné 1

Moduly urovné 0 byly naklonované do akceptoru trovné 1 za vzniku funkcénich
transkripcnich jednotek (modult Grovné 1). Fuze inzerth S akceptorem se uskuteCnila
na zéklad¢ komplementarity unikatnich 4bp ptesah, které vznikly po §tépeni enzymem
Bsal. Akceptory a inzerty vyuzité pii klonovani Grovné 1 jsou popsany ve vysledkové
Casti v kapitole 4.1.5.

Po sérii $tépeni a ligaci modult do akceptoru byla liga¢ni reakce transformovana
do kompetentnich bunék, které byly kultivovany pii 37 °C na LB agarovych plotnach
obsahujici selekéni antibiotikum (ampicilin pro selekci modultt Grovné 1), induktor
a substrat pro modro-bilou selekci. Dalsi den byly nové vzniklé bilé kolonie pteneseny
do tekutého LB média se selekénim antibiotikem. Nasledné byla izolovana pDNA, ktera
byla Stépena restrikénimi enzymy pro ovéfeni pfitomnosti jednotlivych konstrukti.
V ptipad¢ uspésné ovétenych konstrukt byl pfipraveny bakteridlni konzervy. VSechny

zminéné kroky jsou popsany vyse.

3.2.6 Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie s Airyscanem

Kofenové $pic¢ky rostlin M. sativa byly v laminarnim boxu ufezany a byly ulozeny
na podlozni sklicko do par kapek tekutého 2 MS média. Nasledné byl koten piekryt
krycim sklickem. Hrany kryciho sklicka byly pfekryty parafilmem, aby nedochézelo
k rychlému odpafovani média. Pripravené preparaty byly nasnimany konfokalnim
laserovym skenovacim mikroskopem LSM 880 s Airyscanem pomoci programu Zen
2014. Parametry snimani byly nasledujici - laser pro GFP: 488, filtr: 493-551 nm; laser
pro tagRFP: 561, filtr: 561-583 nm. Ziskany obrazovy material byl nasledné zpracovan

pouzitim programu Zen 2014.
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4 VYSLEDKY

4.1 Priprava cytoskeletalnich markeri Golden Gate klonovanim

V této ¢asti jsou uvedeny vysledky klonovani metodou Golden Gate. Cilem bylo ptipravit
nekolik riznych fluorescencnich markeri o TUBULINU-6 pomoci konstrukti,
exprimujicich gen AtTUAG s fluorescen¢ni znaCkou (tagRFP-T nebo EGFP). Vlivem
pandemie COVID-19 a s ni souvisejicich vladnich opatfeni nebyla prace na pripravé
cytoskeletalnich markerti dokoncena. Byly pfipraveny jednotlivé transkripcni jednotky
obsahujici promotor, gen AtTUAG, fluorescenéni marker a terminator, ale jiz nedoslo
ke spojeni jednotlivych transkrip¢nich jednotek s vektorem nesouci rezistenci na herbicid

fosfinotricin a nebyly tedy vytvofeny findlni multigenové konstrukty (Grovei 2).

4.1.1 Ovérovani moduli z Kiti ,,MoClo Tool“ a ,,MoClo Plant Parts* restrikénim
Stépenim izolované plasmidové DNA

Plasmidova DNA, ktera byla izolovana z bakterialnich konzerv MoClo Tool Kit a MoClo

Plant Parts Kit (Addgene) byla ovéfena restrikénim $tépenim pro urceni spravnosti

jednotlivych plasmida. Popis jednotlivych plasmidi je uveden vyse v Tab. 4. Vysledky

Stépeni (Obr. 14-16) odpovidaly in silico predikci.

Obr. 14 Elektroforetogram jednotlivych plasmida stépenych enzymem Pvul (1-7, 9) nebo
enzymem Alw441 (8). M —marker; 1-5=1 787 bpa 1 058 bp; 6 =1 652bp a1 190 bp; 7 =2 241
bpal076bp;8=2656bpal019;9=22331al076 bp.
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1500bp
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500bp —

Obr. 15 Elektroforetogram jednotlivych plasmidu $tépenych enzymem Alw441 (1-2) nebo
enzymem Pael (3). M —marker; 1 =1579bpal1019bp; 2=1495bpal019 bp; 3=4420bp
a 548 bp.

10 000 bp —p

3 000 bp

2 000 bp

1000 bp

Obr. 16 Elektroforetogram jednotlivych plasmida St€penych enzymem Alw44l (1) nebo
enzymem Pvul (2 - 3). M —marker; 1=1436bpal1019bp;2=3140bpal1828bp;3=10794
bp a2 125 bp.

4.1.2 Domestikace sekvenci AtTUA6 a tagRFP-T

Domestikace jednotlivych sekvenci byla provedena pomoci PCR s vyuzitim Phusion
DNA polymerasy. Po amplifikaci byly ziskany domestikované fragmenty, které byly

ohranicené specifickymi 4bp piesahy a rozpoznavacim mistem pro enzym Bpil. Ziskané
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PCR produkty o o¢ekavané velikosti byly nasledné izolovany z gelu s vyuzitim GeneJET
Gel Extraction Kitu.

Pro domestikaci genu AtTUAG byl jako templat vyuzit vektor plIG121Hm nesouci
konstrukt p35S::tagRFP:TUA6. Tento gen obsahuje v sekvenci 2 rozpoznavaci mista
pro enzym Bpil a jedno rozpoznédvaci misto pro enzym Bsal. Po domestikaci byly ziskany
fragmenty (Obr. 17) o velikosti odpovidajici in silico predikci (Tab. 10). Pro fuzi
s N-terminalni znackou byl gen AtTUAG6 amplifikovan spolecné se stop kodonem. Také
byla amplifikovana varianta bez stop kodonu, kterd byla vyuzita pti fizi s C-terminalni

znackou.

Tab. 10 Pary primerQ vyuzité pti domestikaci genu AtTUAG.

Nazev PCR produkt (bp) Tm (°C)

CAtTUA6_GC-Fpl

1 “CAtTUA6_GC-Rpl 313 >9

CAtTUAG_GC-Fp2

2 “CAITUA6_GC-Rp2 129 60

CAtTUA6_GC-Fp3

3 CAtTUAG_GC-Rp3 291 58

CAtTUAG_GC-Fp4

4 “CAtTUA6_GC-Rp4 716 59

CAtTUA6_GC-Fp4

> CATUA6_GC-Rpdn = >9

1 500 bp

200 b
500 l,}/

300 bp

Obr. 17 Elektroforetogram domestikace genu AtTUA6. M — marker; 1-5 domestikované
fragmenty genu AtTUAG. Velikost ziskanych produkti odpovidala in silico predikcim.
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Jako templat pro domestikaci tagRFP-T byl vyuzit vektor pEN-attR2-tagRFP-Tstop-

attL3 obsahujici gen kodujici tagRFP-T. TagRFP-T obsahuje ve své sekvenci 1

rozpoznavaci misto pro enzym Bpil a jedno rozpoznavaci misto pro enzym Bsal. Byla

provedena PCR s vyuzitim primert, které jsou pro piehled vypsany v Tab. 11. Byly

ziskany PCR  produkty (Obr.

které

odpovidaly

in silico predikcim.

Byla amplifikovana varianta se stop kodonem (pro C-terminalni fazi) i bez stop kodonu

(pro N-terminalni fuzi).

Tab. 11 Pary primeru vyuzité pii domestikaci tagRFP-T.

Nazev PCR produkt (bp) Tm (°C)
tagRFP-T_GC-Fpl
1 tagRFP-T_GC-Rpl 324 59
tagRFP-T_GC-Fp2
2 tagRFP-T_GC-Rp2 357 62
tagRFP-T_GC-Fp3
3 101 60
tagRFP-Ts_GC-Rp3
tagRFP-T_GC-FplN
4 tagRFP-Tx_GC-Rp3N 73l 59
700 bp
S00 bp -
300 bp
200 bp -

Obr. 18 Domestikace genu pro tagRFP-T. M — marker; 1-4 domestikované fragmenty. Velikost

ziskanych produkt odpovidala in silico predikcim.
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4.1.3 PCR amplifikace promotoru pEFla a genu EGFP

Interni sekvence promotoru EFla a genu kodujici fluorescencni protein EGFP neobsahuji
zadné rozpoznavaci misto pro enzymy Bsal nebo Bpil, proto nebyla nutnd domestikace.
Pro amplifikaci sekvenci byla provedena PCR s vyuzitim Phusion DNA polymerasy.
Po probéhnuti reakce byly ziskdny amplikony ohrani¢ené rozpoznavacim mistem pro
enzym Bpil a specifickymi 4bp piesahy, které jsou komplementarni k presahim
v odpovidajicich akceptorech. PCR produkty o o¢ekavané velikosti byly izolovany z gelu
pomoci GeneJET Gel Extraction Kitu.

Templatem pro amplifikaci pEFla byl vektor pEN-attL4-pEFlo-attR1 se
zaklonovanou sekvenci promotoru EF/a. Pro amplifikaci tohoto promotoru byly vyuZzity
primery uvedené v Tab. 12. PCR produkty (Obr. 19) odpovidaly in silico predikcim.

V ptipad¢ amplifikace genu kodujici EGFP byl jako templat vyuzit vektor pEN-attR2-
EGFPstop-attL3. Tento vektor ma mezi attR2 a attL.3 misty zaklonovany gen pro EGFP.
Byla amplifikovana varianta se stop kodonem (pro C-terminalni fuzi) i bez stop kodonu
(pro N-terminalni fazi). PouZité primery jsou uvedeny v Tab. 12. PCR produkty (Obr. 19)

odpovidaly in silico predikcim.

Tab. 12 Pary primeru vyuzité pii amplifikaci promotoru EF1a a markeru EGFP.

Nazev PCR produkt (bp) Tm (°C)
pEFla_GC-F

1 DEF1a GC-R 1185 59
pEFla_GC-F

2 pEFla GC-Rn 1185 59
EGFP_GC-F

3 EGFP_GC-R 748 59
EGFP_GC-Fn

4 EGFP_GC-Rn 745 59
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Obr. 19 PCR amplifikace promotoru EF1a a genu pro EGFP. M — marker; 1-2 — amplifikovany
promotor EF1a; 3-4 — amplifikovana sekvence EGFP. Velikost ziskanych produktii odpovidala
in silico predikcim.

4.1.4 Ovéreni moduli urovné 0 restrikénim $tépenim

Extrahované PCR produkty byly béhem Golden Gate klonovaci reakce inkorporovany
do ptislusnych akceptord trovné 0 na zakladé komplementarity 4bp piesahu.
Po probéhnuti ligacni reakce byly jednotlivé vysledné reakce transformovany
do kompetentnich bunék E. coli DH5a. Transformované bunky byly kultivovany a bilé
kolonie, potenciondln¢ nesouci pozadovany konstrukt, byly ockovany do LB média
obsahujici selekcni antibiotikum. Nasledné byla z kultur izolovana pDNA, kterd byla
ovéiena restrikénim Stépenim. Mapy vytvofenych moduld urovné 0 jsou uvedené
v ptiloze ¢. 1 (Obr. P1-P4).

Ptitomnost pEFla Vv akceptoru pICH41295 (Obr. P1 A) byla ovéfena enzymem Pvul
a v ptipadé akceptoru pAGM1251 (uréeno pro fazi s N terminalni znackou; Obr. P1 B)
byly vyuzity enzymy Ndel a Pvul (Obr. 20).

Pro ovéfeni ptritomnosti genu pro EGFP v akceptoru pAGM1301 (ureno pro C
terminalni fazi; Obr. P2 A) byly vyuzity enzymy HindIIl a Pvul (Obr. 21). V ptipadé
klonovani genu pro EGFP do akceptoru pAGM1276 (ur¢eno pro N terminalni flzi;
Obr. P2 B) byla izolovana pDNA ovéiena enzymy Ndel a Pvul (Obr. 21).

Domestikovand sekvence pro fluorescencni protein tagRFP-T byla klonovéana
do akceptoru pAGM1301 (Obr. P3 A) a do akceptoru pAGM1276 (Obr. P3 B).
Pro ovéfeni jeji pfitomnosti v uvedenych akceptorech byla izolovand pDNA S$tépena
enzymem Pvul (Obr. 22).

Pfitomnost domestikovaného genu AtTUAG v akceptoru pAGM1287 (urceno pro fazi
s C terminalni znackou; Obr. P4 A) a akceptoru pICH41308 (urceno pro fuzi s N
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terminalni znackou; Obr. P4 B) byla ovéfena restrikénim enzymem Pvul (Obr. 23). Ve

vSech ptipadech byly pozorovany fragmenty o ocekéavané velikosti.
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4 000 bp

4 000 bp
3 000 bp

3 000 bp

PAGMI1251-EFla  pICH41295-EFla
Obr. 20 Elektroforetogram na ovéfeni ptitomnosti promotoru EFla v akceptoru pAGM1251 nebo

v akceptoru pICH41295. M — marker; restrikce enzymy Ndel a Pvul odpovidala velikosti
linearizovaného plasmidu obsahujiciho inzert (3 408 bp).
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Obr. 21 Elektroforetogram na ovéteni pfitomnosti genu pro EGFP v akceptoru pAGM 1301 nebo
v akceptoru pAGM1276. M — marker; restrikce enzymy Hindlll, Pvul a Ndel odpovidala
velikosti linearizovaného plasmidu obsahujiciho inzert (2 971 bp — pAGM1301-EGFP; 2 965 bp
— pAGM1276-EGFP).
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3 000 bp -3 000 bp

PAGMI1301-tagRFP-T  pAGMI276-tagRFP-T

Obr. 22 Elektroforetogram na ovéfeni pfitomnosti genu pro tagRFP-T v akceptoru pAGM1301
nebo v akceptoru pAGM1276. M — marker; restrikce enzymem Pvul odpovidala velikosti
linearizovaného plasmidu obsahujiciho inzert (2 965 bp - pAGM1301-tagRFP-T; 2 959 bp -
pAGM1276-tagRFP-T).
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4 000 bp
3 000 bp

PAGMI1287-AtTUA6  pICH41308-AtTUA6

Obr. 23 Elektroforetogram na ovéfeni pritomnosti genu AtTUAG v akceptoru pAGM1287 nebo
v akceptoru plICH41308. M - marker; restrikce enzymem Pvul odpovidala velikosti
linearizovaného plasmidu obsahujiciho inzert (3 600 bp — pAGM1287-AtTUAG; 3 601 bp —
pICH41308-AtTUASB).

4.1.5 Ovéieni moduli urovné 1 restrikénim $tépenim

Pro tvorbu funkénich transkripénich jednotek byly vyuzity ovéfené moduly urovné
0 spolu s akceptory pro uroven 1. V Tab. 13 je ukazano, které akceptory a moduly
urovné 0 byly pouzity pro pfipravu jednotlivych transkripénich jednotek. K naklonovani
doslo na zakladé komplementarity 4bp piesahli mezi transkrip¢ni jednotkou a akceptorem

urovné¢ 1. Po transformaci kompetentnich bunék E. coli DH5a byl proveden roztér
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na Petriho misku obsahujici LB médium s ampicilinem, X-Gal a IPTG. Dalsi den byly

jednotlivé bilé kolonie kultivovany v tekutém LB médiu s ampicilinem. Z narostlych

kultur byla izolovana pDNA, ktera byla ovéfena restrikénim St€penim (Obr. 24 — 27).

Vysledky $tépeni se shodovaly s in silico predikci. Mapy pfipravenych modulti urovné 1

jsou uvedeny v piiloze 2 (Obr. P5-P11).

Tab. 13 Klonovani urovné 1 — pouzité inzerty a akceptory.

Transkrip¢ni jednotka (irover 1) Inzerty (droven 0) Akceptor Restrikéni
Stépeni
pICH51266-p35S
. i pAGM1287-AtTUAG Pvul
p35S::AtTUAG:EGFP 0AGM1301-EGFP pICH47742 BamHI
plCH41414-t35S
pICH51266-p35S
N . i pAGM1287-AtTUAG Ndel
p35S::AtTUA6:tagRFP-T 0AGM1301-tagRFP-T pICH47742 Alwadl
plCH41414-t35S
plCH41295-pEF1a
. ) pAGM1287-AtTUAG Hindlll
pEFla::AtTUAG:EGFP DAGM1301-EGFP pICH47742 ECoRl
plCH41414-t35S
pAGM1251-pEF1la
. . pAGM1276-EGFP Ndel
PEFla::EGFP:AtTUAG DICHA1308-ATUAG pICH47742 EcoRl
plCH41414-t35S
plCH41295-pEF1a
. . i pAGM1287-AtTUAG Alw44]
PEFla::AtTUAG:tagRFP-T 0AGM1301-tagRFP-T pICH47742 EcoR|
plCH41414-t35S
pAGM1251-pEFla
. . pAGM1276-tagRFP-T Ndel
pEFla::tagRFP-T:AtTUAG DICHA1308-AtTUAG pICH47742 ECoRl
plCH41414-t35S
pICH87633-pNOS Bpil
pNOS::bar:tNOS plCH42222-bar pICH4780 Alwadl

pICH41421-tNOS
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10 000 bp 10 000 bp

5000 bp 5 000 bp
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1 500 bp-

358:: TUA6:EGFP 358::TUAG tagRFP-T

Obr. 24 Restrikéni §tépeni Groven 1 vektorti nesouci transkripéni jednotky EFla.:TUA6:EGFP
nebo EFlo.::EGFP:TUA6. M — marker; restrikce 35S:: TUAG:EGFP enzymy BamHI (8 085 bp)
a Pvul (4 986 bp a 3099 bp); restrikce 35S::TUA6:tagRFP-T enzymy Ndel (8 079 bp) a Pvul
(4 035 bp, 2 798 bp a 1 246 bp).
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5000 bp

5000 bp 3 000 bp
3 000 bp —

1 500 bp

EFla::TUAG6:EGFP EFla::EGFP:TUAG6

Obr. 25 Restrikéni $tépeni uroven 1 vektort nesouci transkripéni jednotky EFla::TUA6:EGFP
nebo EFlo.::EGFP:TUA6. M — marker; restrikce EFla::TUA6:EGFP enzymy EcoRI (5 396 bp
a 2422 bp) a Hindl11 (4 576 bp a 3 242 bp); restrikce EFla::EGFP:TUA6 enzymy EcoRI (4 673
bp a 3143 bp) a Ndel (3951 bp, 2 739 bp a1 116 bp).
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EFla::TUAG:tagRFP-T EFla::tagRFP-T:TUAG6

Obr. 26 Restrikéni §tépeni troven 1 vektorti nesouci transkripéni jednotky EF1a.: TUA6:tagRFP-
T nebo EFla::tagRFP-T:TUA6. M — marker; restrikce EFla.::TUAG6:tagRFP-T enzymy Alw44l
(3768 bp, 2798 bpal242bp)aEcoRlI (5386 bp a2 422 bp); restrikce EF1a.::tagRFP-T:TUAG

enzymy Ndel (3 961 bp, 2 733 bp a1 116 bp) a EcoRI (4 673 bp a 3 137 bp).
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Obr. 27 Restrikéni $t€peni uroveni 1 vektoru nesouci transkripéni jednotku pNOS::bar:tNOS.
Byly analyzovany dva nezavislé vzorky (kolonie 1 a kolonie 2). M — marker; restrikce enzymy

Alw44l (4 297 bp a 1 246 bp) a Bpil (4 338 bp a 1205 bp).
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4.2 Somaticka embryogeneze M. sativa

Pokud existuje protokol pro regeneraci rostlin procesem somatické embryogeneze, je
mozné ziskat v tadu nckolika tydnt dostatek rostlinného materidlu pro jednotlivé
experimenty. V pripadé M. sativa bylo publikovano nékolik protokold pro regeneraci
rostlin procesem somatické embryogeneze (Shetty et McKersie, 1993; Tian et al., 2002;
Sangra et al. 2019).

Somatickou embryogenezi u M. sativa je mozné navodit z riznych typa rostlinnych
organi — listl, kotyledoni nebo hypokotylu (Atanassov et Brown, 1984). V této
diplomov¢ praci byly pro indukci somatické embryogeneze linii tagRFP-TUAG, FABD2-
GFP a kontrolni linie RSY vyuzity listy, které byly sterilizovany, nafezdny a ulozeny
na kalus indukujici BSH médium (Obr. 28 A). BSH médium obsahovalo rostlinné
hormony — auxin 2,4-D (1 mg-I!) a cytokinin kinetin (0,1 mg-It). Neorganizovana masa
bun€k se vytvofila po ptiblizné 2-3 tydnech kultivace na tomto médiu (Obr. 28 B).
Vyvinuté kalusy byly nésledné pieneseny na embryogenni B50 médium, ve kterém
nejsou rostlinné hormony obsazeny. Somaticka embrya se vlivem nepfitomnosti hormoni
zacala na kalusu vytvaret po 2-3 tydnech kultivace (Obr. 28 C). Na embryogennim B50
médiu bylo mozné pozorovat kalusy se somatickymi embryi V riiznych stadiich vyvoje —
embrya v stadiu globularnim (Obr. 29, hvézdicky), torpédovitém (Obr. 29, Sipky)
a kotyledonarnim (Obr. 29, trojihelniky). Vyvinuta somaticka embrya byla pfenasena na
MMS médium, kde doslo béhem 2-4 dni k jejich kli¢eni a tvorbé kofent (Obr. 28 D).
Pro ucely fenotypového experimentu byla vyklicena somatickd embrya pienesena
a kultivovana 15 dni na MS médium, kde se dale vyvijely v mladé rostliny. Nasledné byly
rostliny po 15 dnech na MS médiu pfeneseny na Fahrdeus médium bez No (FAH-N2

médium).
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Obr. 28 Proces somatické embryogeneze u M. sativa. A Listovy explantat na BHS médiu, B kalus
na BSH médiu, C embryogenni kalus na B50 médiu, D somatické embryo s vyvijejicim se
kotenem na MMS médiu. Méfitko 2 mm.

Obr. 29 Jednotliva stadia somatickych embryi vyvijejicich se na embryogennim B50 médiu.
Hvézdicky ukazuji somaticka embrya v globularnim stadiu, Sipky v torpédovitém stadiu a
trojuhelniky v kotyledonarnim stadiu. Méfitko 2 mm.

75



4.3 Fenotypova analyza transgennich linii M. sativa exprimujici markery

cytoskeletu

Pro fenotypovy experiment byla vyuzita vyklicena somaticka embrya M. sativa, ktera
rostla 2-4 dny na MMS médiu. Byly vyuzity transgenni linie exprimujici markery
cytoskeletu — tagRFP-TUAG a FABD2-GFP a kontrolni linie RSY. Ve dvou biologickych
opakovani bylo analyzovano celkem 10 rostlin linie tagRFP-TUAG6, 11 rostlin
FABD2- GFP a 8 rostlin kontrolni linie RSY.

Vyklic¢ena somaticka embrya byla prenesena z MMS média na MS kultiva¢ni médium,
kde byla ponechana 15 dni. Béhem této kultivace se vyklicena somatickd embrya
regenerovala v kompletni rostliny. Poté byly rostliny pfeneseny na FAH-N2 médium, kde
byly po 8 dnech riistu na tomto médiu inokulovany s S. meliloti Sm2011. Ve fenotypovém
experimentu byl méfen ptirastek hlavniho kotfene, pocet laterdlnich kofenli a pocet
vytvofenych nodult.

Fenotypové experimenty byly béhem karanténnich opatieni zalozeny a udrzovany
Mgr. Michaelou Tichou, Ph.D. a Mgr. Olgou Samajovou, Dr. Mou tulohou v tomto
experimentu bylo samotné méfeni ptirtistki hlavnich kotfenil, pocitani lateralnich kofenti

a statistickd analyza ziskanych hodnot.

4.3.1 Méreni prirastku hlavniho kofene

Petriho misky s analyzovanymi rostlinami byly skenovany denné prvnich 5 dni ristu
na MS médiu pro zjisténi denniho ptirtstku hlavniho kotene. Dale byl ptirtistek hlavniho
kofene méfen 3., 5., 10. a 15. den ristu na MS médiu a po prenosu na FAH-N2 médium
4. a 8. den rlstu na tomto médiu. PfirGstek byl méfen pomoci programu Imagel
a pro statistickou analyzu namétenych prirastki byla vyuzita ANOVA s Tukey HSD
testem.

Mezi kontrolni linii RSY a linii tagRFP-TUA6 nebyl zaznamendn statisticky
vyznamny rozdil mezi hodnotami denniho pfiristku. Primérny denni pfiristek
u kontrolni linie RSY ¢inil 1,2 mm a u linie tagRFP-TUA6 mé¢l hodnotu 1,55 mm.
Hodnoty denniho pfirtstku hlavniho kotene rostlin linie FABD2-GFP byly prokazatelné
vy$$i ve srovnani s prirtstky hlavnich kofent linii tagRFP-TUA6 a RSY (Obr. 30).
Primérny denni prirastek hlavniho kofene u linie FABD2-GFP mél hodnotu 2 mm. Také
byly zaznamenany velmi vysoké denni pfirtistky, kdy nejvyssi denni ptirtstek Cinil 1,1

cm a byl pozorovan u rostliny linie FABD2-GFP (Obr. 30).
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Obr. 30 Krabicovy graf porovnavajici denni ptirastek hlavniho kotfene u linii RSY, tagRFP-TUAG
a FABD2-GFP. Denni ptirtstek byl méten prvnich 5 dni ristu vykli¢enych somatickych embryi
na MS médiu. Pismeno ,,b* znaéi signifikantni rozdil v dennim pfirtstku hlavniho kofene u rostlin
linie FABD2-GFP ve srovnani s liniemi RSY a tagRFP-TUA6 (p < 0,05). Pro statistické
hodnoceni byla vyuzita ANOVA s Tukey HSD testem.

Vyklicend somatickd embrya ulozend na MS kultivaénim médium se postupné
vyvijela vmladé kompletni rostliny. U vSech analyzovanych linii se prodluzoval
arozvétvoval kofenovy systém a také se vyvijela nadzemni ¢ast rostlin (Obr. 31). Rust
kofenli a nadzemni ¢asti pokracoval i po prenosu na FAH-N2 médium.

Z grafu piirtstku hlavniho kotene za konkrétni dny lze vycist, Ze primérny piirustek
byl ve vSech analyzovanych dnech vzdy nejvyssi u linie FABD2-GFP (Obr. 32).

V prvnich dnech na MS médiu byly rozdily v pfiristku mezi analyzovanymi liniemi
mensi, postupné se vSak rozdily navySovaly. Nejvyssi rozdily v pfirtistku hlavniho kotene
mezi liniemi byly zaznamenany 23. den Kultivace (tedy 8. den rustu na FAH-N2 médiu).
Primérna hodnota ptirGstku hlavniho kotene po 23 dnech ¢inila u kontrolni RSY linie
2,34 cm, u linie tagRFP-TUAG 2,87 cm a u linie FABD2-GFP 3,16 cm.

Také v ramci jedné linie se hodnoty prirdstku hlavnich kotenti v prvnich dnech velmi
neodliSovaly, ale od 10. dne se rozptyl naméfenych hodnot navySoval. VEtsi variabilitu
naméfenych pririastkit mély od 10. dne transgenni linie tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP,
kdy byly v jednotlivych dnech naméteny velmi kratké i velmi dlouhé ptirGstky hlavnich
kotenli. Nejmensi rozdily mezi naméfenymi hodnotami pfirtistkii méla v jednotlivych
dnech kontrolni linie RSY (Obr. 32).

Prirastky byly v danych dnech statisticky vyhodnocovany, ale nebyl zjistén zadny

signifikantni rozdil mezi liniemi.
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Obr. 31 Vyvoj kofenového systému a nadzemni ¢asti jednotlivych linii M. sativa béhem kultivace
na MS a FAH-N; médiu. Méfitko 1 cm.
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Obr. 32 Grafické znadzornéni pfiristku hlavniho kotfene u linii RSY, tagRFP-TUAG6
a FABD2-GFP v jednotlivych dnech. Pro statistické hodnoceni byla vyuzita ANOVA s Tukey
HSD testem. V zadny den nebyl zaznamenan signifikantni rozdil v pfirGstku hlavniho kofene
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4.3.2 Vyhodnoceni poctu lateralnich korenu

Pocet lateralnich kofend byl analyzovan 15. den ristu na MS médiu (Obr. 33 A).
Pro statistickou analyzu poctu lateralnich kofenti byl vyuzit Studentlv t-test. Byl zjistén
signifikantni rozdil v poétu vytvorenych lateralnich kofend u linie tagRFP-TUAG a linie
FABD2-GFP ve srovnani s kontrolni RSY linii. Celkovy pocet vytvorenych lateralnich
kofeni u vSech analyzovanych rostlin linie RSY ¢inil 50, u linie tagRFP-TUA6 bylo
napoc¢itano celkem 201 lateralnich kofent a v ptipadé linie FABD2-GFP dokonce 233
lateralnich kotent (Obr. 33 B).

Maximalni pocet lateralnich kofent na jedné rostliné u linie RSY byl 14, v piipadé
linie tagRFP-TUAG to bylo 63 a u linie FABD2-GFP bylo na jedné rostliné napo¢itano
celkem 58 lateranich kofend. U vSech linii byly také pozorovany rostliny, které nemély

zadny nebo pouze velmi nizky pocet lateralnich kotfent (Obr. 33 C).

A B

Celkovy pocet lateralnich kofent
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Obr. 33 Analyza poctu lateralnich kofenti u linii RSY, tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP. Lateralni
kofeny byly pocitany 15. den rstu na MS médiu. A rostliny M. sativa rostouci 15. den na MS
médiu. B graf znazoriujici celkovy pocet lateralnich kotent u jednotlivych linii M. sativa.
C prumérny pocet lateralnich kofent u testovanych linii M. sativa. Pro statistické hodnoceni byl
vyuzit Studenttv t-test. Hvézdicka znaci signifikantni rozdily v poétu lateralnich kofent mezi
testovanymi liniemi (p < 0,05). Mé&fitko 1 cm.
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4.3.3 Vyhodnoceni poctu vytvorenych noduli

Dvacet tfi dni staré rostliny M. sativa rostouci 8 dni na FAH-N2 médiu byly inokulovany
bakteriemi S. meliloti Sm2011. Viditelné bilé noduly se na kotfenech vytvaii ptiblizné
7-10 dpi (Maunoury et al., 2010). V této praci se pocet vytvorenych noduli analyzoval
8. a25. dpi. Pocet noduli u jednotlivych linii byl statisticky hodnocen pomoci Studentova
t- testu.

Linie tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP tvorily 8. dpi prokazateln¢ vice nodult (Obr.
34 A, B). Celkovy pocet noduli vytvorenych rostlinami linie RSY, tagRFP-TUAG
a FABD2-GFP ¢inil 14, 71 a 101, respektive. Nejvyssi poéet noduli vytvotrenych jednou
rostlinou bylo 31 a byly vytvofeny na rostliné linie FABD2-GFP.

Linie FABD2-GFP tvorila také prokazatelné¢ vice nodult 25. dpi (Obr. 35 A, B).
Celkovy pocet nodulii vytvorenych rostlinami linie RSY, tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP
¢inil 86, 132 a 242, respektive. Primérny pocet noduld u linie FABD2-GFP byl 34.
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Obr. 34 Analyza poctu vytvofenych noduld 8. dpi u linii RSY, tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP. A
graf znazorfujici celkovy pocet vytvoienych nodult u jednotlivych linii M. sativa. B primérny
pocCet vytvofenych noduli u testovanych linii M. sativa. Pro statistické hodnoceni byl pouzit
Studenttv t-test. Hvézdicky znaci signifikantni rozdily v po¢tu nodull mezi testovanymi liniemi
(p < 0,05 tagRP-TUAG, p < 0,01 FABD2-GFP).
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Obr. 35 Analyza poctu vytvorenych nodult 25. dpi u linii RSY, tagRFP-TUAG6 a FABD2-GFP.
A graf znazorfiujici celkovy pocet vytvorenych noduld u jednotlivych linii M. sativa. B pramérny
pocet vytvorenych nodull u testovanych linii M. sativa. Pro statistické hodnoceni byl pouzit
Studenttv t-test. Hvézdicka znaci signifikantni rozdily v poctu nodul mezi testovanymi liniemi
(p < 0,05 FABD2-GFP).
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44 In vivo pozorovani cytoskeletu v ranych fazich interakce M. sativa
s Sinorhizobium meliloti

Pro in vivo pozorovani byly vyuzity transgenni linie M. sativa stabilné exprimujici
markery cytoskeletu — linie tagRFP-TUAG, FABD2-GFP a MAP4-GFP. Byla zkouméana
lokalizace cytoskeletu pted a po oSetfeni symbiotickymi bakteriemi S. meliloti znacenymi

MRFP.

Z kotent somatickych embryi a mladych rostlin vySe zminénych transgennich linii M.
sativa byly pfipraveny jednotlivé preparaty. Preparaty byly snimany pomoci laserového
skenovaciho mikroskopu s Airyscanem. Fotografie byly pofizeny Mgr. Michaelou
Tichou, Ph.D.

V piipadé snimani  kofenové preparatu linie tagRFP-TUA6  neoSetfeného
symbiotickymi  bakteriemi bylo moZzné pozorovat kortikdlni mikrotubuly
Vv rhizodermalnich bunkach kofenové $pi¢ky (Obr. 36 A). Obr. 36 B ukazuje detail
rhizodermalnich bun¢k kotene, kde je mozné vidét jednotliva MT vlakna, ktera jsou

transverzalné orientovana. Také v kotenovych vléscich byly pozorovany kortikdlni MT

(Obr. 36 C, gipky).

Obr. 36 Lokalizace a distribuce MT v kofenovém preparatu M. sativa stabilné exprimujici
konstrukt tagRFP-TUAG. A kortikdlni MT v rhizodermalnich bunkach kotenové Spicky, B
detailni snimek kortikalnich MT v rhizodermalnich bunkach kotfene, C kortikalni MT
v kofenovych vlascich. Sipky ukazujic jednotlivé MT. Méfitko 50 um (A), 20 um (B), 10 um (C).
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V neosSetfeném kofenovém preparatu linie FABD2-GFP bylo mozné pozorovat
expresi markeru v rhizodermalnich bunkach kofenové $picky (Obr. 37 A). Obr. 37 B
ukazuje detail rhizodermalnich bun¢k, ve kterych jsou vizualizovana aktinova vlakna.
Aktinova vlakna tvorila v bunikach hustou sit’, ktera obklopovala jednotliva bunééna jadra
(Obr. 37 B, sipky). Aktin byl také pozorovan v odlupujicich se bunkach kofenové cepicky
(Obr. 37 C, sipky).

Obr. 37 Lokalizace a distribuce aktinovych vlaken Vv kofenovém preparatu M. sativa stabilné
exprimujici konstrukt FABD2-GFP. A vizualizace aktinu zna¢eného GFP v rhizodermalnich
bunkach kotfenové Spi¢ky, B detailni snimek aktinovych vlaken v rhizodermalnich butikach
kotene, aktinova vlakna obklopujici bunééné jadro jsou oznacena Sipkou. C aktinova vlakna
v odlupujicich se bunikach kofenové Cepicky. Métitko 50 um (A), 10 um (B), 20 um (C).
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Lokalizace cytoskeletu a symbiotickych struktur byla analyzovana 17 dni po oSetieni
kofend M. sativa linie FABD2-GFP bakteriemi S. meliloti znacenymi mRFP. Bylo
zaznamenano charakteristické staceni kotfenovych vlaskt okolo shluku bakterii (Obr.
38 C, hvézdicka) a tvorba infek¢niho vlakna, které je tvofeno jednotlivymi bakteriemi
a prorusta skrz cely kotfenovy vlasek (Obr. 38 A, C Sipky). Byla také pozorovana aktinova

vlakna, ktera jsou velmi diilezita pro rist kotfenovych vlaskii (Obr. 38, C trojuhelniky).

Obr. 38 Lokalizace a distribuce aktinovych vlaken a S. meliloti v kofenu M. sativa stabilné
exprimujici marker FABD2-GFP sedmnact dni po inokulaci. A bakterie S. meliloti vizualizovany
pomoci MRFP. Sipkou jsou oznagena infekéni vlikna. B aktinovad vlakna (trojihelnik)
vizualizovana pomoci markeru FABD2-GFP. Zato¢ené kofenové vlasky jsou oznaceny
hvézdickou. C sloucené obrazky. Métitko 20 um.
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Analyzovana byla také lokalizace MT u linie MAP4-GFP sedmnéct dni po inokulaci
s bakteriemi S. meliloti zna¢enymi mRFP. Stejné jako v predchéazejicim ptipadé bylo
pozorovano obtoceni kofenového vlasku okolo symbiotickych bakterii (Obr. 39 B, C
hvézdicka). Také bylo pozorovano infekéni vldkno prorustajici celym kofenovym
vlaskem (Obr. 39 A, C Sipka). V kotenovych vlascich bylo mozné pozorovat kortikalni

MT (Obr. 39 B, C trojtihelnik).

A

Obr. 39 Lokalizace a distribuce MT a S. meliloti v kofenu M. sativa stabilné exprimujici marker
MAP4-GFP sedmnact dni po inokulaci. A bakterie S. meliloti vizualizovany pomoci mRFP.
Sipkou jsou oznageny infekéni vidkna. B MT (trojuhelnik) vizualizovany pomoci markeru MAP4-
GFP. Zatocené kofenové vlasky jsou oznac¢eny hveézdickou. C slouc¢ené obrazky. Métitko 20 um.
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5 DISKUZE

Prvni dlohou experimentalni ¢asti byl in silico design cytoskeletalnich markeru.
Pro design byl vyuzit bioinformaticky software Geneious Prime, ktery nabizi mnoho
funkci. Jedna se o funkce pro analyzu DNA/RNA sekvenci jako je tvorba fylogenetickych
stromii nebo porovnavani sekvenci. Software také dokaze simulovat proces
molekularniho klonovani Golden Gate. Dale obsahuje funkce pro navrh a testovani
primeri na pfisluSnych sekvencich, optimalizaci kodoni nebo restrikéni analyzu.
Geneious prime také nabizi pfimy pfistup k databazim, jako je BLAST, NCBI nebo
GenBank. Tento software je pravidelné aktualizovan a jeho funkce jsou stale upravovany

a roz§ifovany (https://www.geneious.com/prime/).

Podle in silico navrZzenych map bylo realizovano klonovani cytoskeletalnich markert,
konkrétn¢ se jednalo o markery a TUBULUNU-6. Pro vizualizaci tubulinu byl klonovan
gen kodujici fluorescencni protein — EGFP nebo tagRFP-T a pro konstitutivni expresi
markeru byl klonovan promotor CMV 35S nebo EF1a. Metodou klonovani Golden Gate
byly pfipraveny konstrukty tirovné 0 (Pfiloha ¢. 1) a konstrukty trovné 1 (Pfiloha ¢. 2),
ale bohuzel ptiprava multigennich konstruktli nebyla dokoncena vlivem karanténnich
opatieni, ktera byla zavedena v souvislosti s pandemii COVID-19. Expresi finalnich
konstruktd bylo v planu otestovat pomoci transientnich transformaci listd N. benthamiana
suspenzi A. tumefaciens nesouci jednotlivé findlni konstrukty o TUBULUNU-6. Po
otestovani funk¢nosti konstrukti byla v planu stabilni transformace listovych explantat
M. sativa a odvozeni stabilnich transgennich linii pomoci somatické embryogeneze.
Transgenni linie by bylo mozné vyuZit napt. pro studium symbiotickych interakci mezi
M. sativa a S. meliloti.

Metoda molekularniho klonovani Golden Gate umoziuje velice efektivni zabudovani
1 vice fragmentd do akceptorového vektoru najednou a je proto Siroce vyuzivana. Tato
metoda umoziuje klonovani konstrukti, které jsou vyuzitelné v rostlinach, zivocisich,
kvasinkach i bakteriich (Kakui et al., 2015; Gantner et al., 2018; Chiasson et al., 2019).

Pro usnadnéni Golden Gate klonovani konstrukt urcenych pro transformaci rostlin
byl vyvinut komeréni set klonovacich vektori a také sada 96 standardizovanych modult
urovné 0. Sada obsahuje standardizované promotory, 5 a 3 'nepiekladané oblasti, signalni
sekvence, reportéry, selekéni markery i terminatory (Engler et al., 2014), kdy n¢které

sekvence byly pouZity i v této praci. Podobné komer¢ni sety byly vyvinuty i pro ptipravu
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kvasinkovych vektorti (Kakui et al., 2015; Lee et al., 2015) nebo pro piipravu vektort
uréenych pro transformaci E. coli (Moore et al., 2016).

Fenotypové analyzy transgennich linii jsou dualezité pro zjiSténi, zda zavedeni
transgenu ovlivni metabolismus, rist nebo vyvoj rostlin. Pii fenotypovém experimentu,
ktery byl proveden v této diplomové praci, byly porovnavany dvé transgenni linie
M. sativa exprimujici cytoskeletalni markery — tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP s kontrolni
linii RSY.

Pii fenotypovém experimentu byl méfen piiristek primarniho kofene, pocet
lateralnich kofeni a mnozstvi vytvorenych nodult. Diive bylo provedeno nékolik
fenotypovych studii transgennich linii M. sativa, ale Zadna se nezaméfovala na analyzu
transgennich linii exprimujici cytoskeletalni markery.

V této diplomové praci bylo zjisténo, ze linie FABD2-GFP ma v prvnich 5 dnech ristu
na MS médiu prokazatelné vétsi denni ptirGstek hlavniho kofene ve srovnani s linii
tagRFP-TUAG a kontrolni linii RSY (Obr. 30). Déle byl také zjistén signifikantni rozdil
V poctu lateralnich kotfent u linie tagRFP-TUAG6 a FABD2-GFP ve srovnani s kontrolni
linii (Obr. 33), kdy transgenni linie tvofily mnohem vice lateralnich kofenl. S vyrazné
vys$S§im poctem lateralnich kofenti u transgennich linii také souvisi vétsi pocet
vytvofenych noduld po inokulaci se symbiotickymi bakteriemi S. meliloti (Obr. 34, 35).
Osmy den po inokulaci bylo pozorovano prokazatelné vice nodull u linii tagRFP-TUAG
a FABD2-GFP. Tim, ze je kofenovy systém vice rozvétveny, maji symbiotické bakterie
vice moznosti byt zachyceny kofenovymi vlasky.

Pocet lateralnich kotenli také ovliviluje nodulaci u sdji, kde bylo zjisténo, ze kultivar
Kitamusume tvofi vice lateralnich kofenti ve srovnani a kultivarem Toyosuzu.
Po inokulaci kofenti symbiotickymi bakteriemi bylo na kultivaru Kitamusume
pozorovano podstatné vice noduld (Ikeda 1999).

Vytvorené noduly byly pocitany 8. a 25. dpi. Primordia nodulu se zacinaji vytvaret
4.-5. dpi, ale vétSinou jesté nejsou vidét okem pozorovatelné zmeny na kotrenech (Arrighi
etal., 2008). Bilé noduly je mozné pozorovat piiblizné 7. dpi. V téchto nodulech je
vyvinutd meristémova a infekéni zona, ale jeSté neni pln€ vyvinuta dusik fixujici zona.
Rovnéz se bakterie jest¢ nediferencuji na bakteroidy, a proto v téchto nodulech jeste

ey ee

bakteroidy a fixace dusiku v nich probiha (Maunoury et al., 2010).

86



vvvvvv

nodulti ma u M. sativa vliv signalni protein SIMK. SIMK je stresem indukovana MAPK,
ktera je aktivovana béhem solného stresu, oxidativniho stresu a pfi plisobeni raznych
elicitora (Munnik et al., 1999; Cardinale et al., 2002; Fernandez-Pascual et al., 2006).
Byla provedena fenotypova analyza transgennich linii M. sativa — linie 35S::GFP:SIMK,
ktera nadexprimuje SIMK a linie SIMKK RNAI, ve kter¢ je exprese SIMKK a tim i SIMK
Castecné¢ potlacena. Jako kontrola byla vyuzita netransgenni linie RSY. U linie
35S::GFP:SIMK byly pozorovany delsi kofenové vlasky a vice infek¢nich vlaken
anodulll ve srovnani s kontrolnimi rostlinami. Déle bylo zjiSténo, ze snizeni exprese
SIMKK u linie SIMKK RNAI vede ke kratSim kofenovym vlaskim a mensimu poctu
nodult (Hrbackova et al., 2020).

Také byla ovlivnéna nadzemni ¢ast rostlin, kdy nadexprese SIMK vedla k vétsi tvorbé
biomasy. Tato zvySend tvorba biomasy u linie 35S::GFP:SIMK ma velky
biotechnologicky potencial, protoze M. sativa je jednou z nejvyznamnéjSich picnin
a péstuje se predevsim pro nadzemni zelenou ¢ast (Putnam et al., 2000; Hrbackova et al.,

2020).

Posledni ¢ast diplomové prace se vénovala in vivo pozorovani cytoskeletu M. sativa
béhem interakce s bakteriemi S. meliloti. Pro vizualizaci cytoskeletu byly vyuzity linie
stabiln¢ exprimujici nasledujici markery — tagRFP-TUAG6, FABD2-GFP a MAP4-GFP.
Kofeny rostlin byly kokultivovany se symbiotickymi bakteriemi S. meliloti znacenymi

fluorescenénim proteinem mRFP.

Plsobeni bakterialniho Nod faktoru na kofeny rostlin zplsobi zvySeni mnozstvi
intracelularniho véapniku v kotfenovych vlascich, jeho naslednou oscilaci a dochézi
ke zméné v uspofadani cytoskeletu uvnitf vlasku, coz ma za nasledek zatoCeni
kotfenového vlasku okolo bakterie (Cardenas et al., 2003; Sieberer et al., 2005). Uvéznéna
bakterie se zacne mnozit a strukturou zvanou infekéni vldkno se bakterie dostavaji skrz

kotenovy vlasek a rhizodermis do kortexu kotene.

Charakteristické uvéznéni bakterie kofenovym vlaskem bylo pozorovano i v této praci
(Obr. 38 C, 39 C, hvézdicka). Rovnéz bylo pozorovano infekéni vlakno, které prorustalo
celym kofenovym vlaskem (Obr. 38 C, 39 C, Sipka). Infekéni vlakno prorista do kortexu
kotene, kde se vyviji primordium nodulu. Primordium se dale vyviji a dava vzniku
maturovanému nodulu, ktery obsahuje jednotlivé zony — meristematickou, infek¢éni, dusik

fixujici a pfipadné zonu senescence (Xiao et al., 2014).
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Fluorescen¢ni proteiny, které jsou soucasti cytoskeletdlnich markerti, by nemély
ovlivilovat pfirozenou dynamiku nebo lokalizaci cytoskeletalnich proteinti. Diky tomu,
ze veétsina Siroce vyuzivanych fluorescen¢nich proteini je monomerni a ma pomeérné
malou velikost (GFP 27 kDa), tak k ovlivnéni dynamiky nedochazi a jsou vhodné pro
in vivo studie. Fluorescenc¢ni proteiny, které tvofi dimery nebo tetramery (napt. dsRed),
nejsou prili§ vhodné pro piipravu markert cytoskeletu, protoze mohou ovliviiovat jeho

dynamiku (Shaner et al., 2007).
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6 ZAVER

V teoretické Casti této diplomové prace bylo rozebrano téma symbidzy mezi rostlinami
M. sativa a dusik fixujicimi bakteriemi rodu Rhizobium. Cést teorie se zabyvala prib&hem
samotné symbidzy a dalsi ¢ast byla zamétena na rostlinny cytoskelet — na jeho ulohu
a zmény, které se uskuteCiiuji v pribéhu celého symbiotického procesu. Dale jsou
rozebrany jednotlivé MAPK, které byly popsany u M. sativa. Zavér teoretické Casti je

vénovan principu molekularniho klonovani Golden Gate.

V experimentalni ¢asti byly nejprve pfedstaveny vysledky Golden Gate klonovani.
Pomoci PCR byla provedena domestikace genu AtTUAG a genu kddujici fluorescenéni
protein tagRFP-T. Dale byl pomoci PCR amplifikovan promotor EFla a gen kodujici
EGFP. Z agarosového gelu byly extrahovany PCR produkty a ty byly nasledné
naklonovany do akceptori urovné 0. Po probéhnuti klonovaci reakce byly
transformovany bakterie E. coli DH5a. Po izolaci pDNA byla spravnost naklonovani
ovéiena pomoci restrikéniho Stépeni. Dale byly ovéfené moduly urovné 0 vyuzity
pro ptipravu transkripénich jednotek. Byly pfipraveny nésledujici transkripéni jednotky:
p35S::AtTUAG:EGFP, p35S::AtTUAG:tagRFP-T, pEFla::AtTUAG:EGFP,
PEFla::EGFP:AtTUAG,  pEFla::AtTUAG:tagRFP-T,  pEFla::tagRFP-T:AtTUAG
a pNOS::bar:tNOS. Tyto moduly Grovné 1 mohou byt v budoucnu vyuzity pro sestaveni
moduld trovné 2.

Dale byly vexperimentalni c¢asti predstaveny vysledky fenotypové analyzy
transgennich linii M. sativa nesouci cytoskeletalni markery. S kontrolni linii RSY byly
srovnavany linie tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP. Bylo zjisténo, Ze linie FABD2-GFP ma
prokazatelné vétsi denni pfirtistek hlavniho kofene. Déle byl analyzovan pocet lateralnich
kofenti a po inokulaci rostlin s bakteriemi S. meliloti byly pocitany vytvoiené noduly.
V obou ptipadech bylo zjisténo, ze transgenni linie exprimujici markery cytoskeletu tvofi
signifikantné vice lateralnich kofentl 1 noduld.

Posledni ¢ast byla vénovana in vivo studiim cytoskeletu M. sativa béhem interakce s S.
meliloti. Na snimcich potizenych konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem
s Airyscanem byly pozorovany kortikdlni mikrotubuly v rhizodermalnich buiikach
a v kotfenovych vlascich. Dale byla v rthizodermalnich buiik4ch a odlupujicich se buiikach
kofenové Cepicky pozorovana aktinova vlakna. Sedmnact dni po aplikaci S. meliloti
na kofeny rostlin byly pozorovany interakce mezi kofenovymi vlasky M. sativa
a bakteriemi, jako je zatoceni kofenového vlasku okolo bakterie a proristani infekéniho

vladkna kofenovym vlaskem.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2,4-D
3U

5U
ABA
ABD2
ACC1
AF
amp
ANP1, 2,3
ARF
bar
CADL
CaMV
CCaMK
CDPK
CDS
CRE1
CT
CTR1
dNTPs
EDTA
EFla
EIN2/3
EMT
ERN1
ETR1
GFP
GGC
HAMK
hyg
kan

LB
LHK1
MAP65-1
MAPK

MAPKK (MAP2K)
MAPKKK (MAP3K)

MBD
MEKK
MES

MKK1, 2, 4,5
MMK2, MMK3
MPK3, MPK6, MPK13

MRNA

MS

MT
NACK-PQR
NCR

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

3 neptekladana oblast

5 nepiekladana oblast

abcisova kyselina

aktin-vazici doména 2
aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina
aktinova filamenta

ampicilin

MAP3K, soucasti kaskady aktivujici MAP65
aktivator auxin odpovédnych genti

gen kodujici fosfinotricin N-acetyltransferasu
vyslechténa diploidni M. sativa

virus mozaiky kvétaku
Ca?*/kalmodulin-dependentni protein kinza
vapnik-dependentni protein kinaza

kodujici sekvence genu

cytokininovy receptor

C-termindlni znacka

receptorova MAP3 kindza

deoxynukleotidy

kyselina ethylendiamintetraoctova

elongacni faktor 1 alfa, protein dilezity pii translaci
ethylen insenzitivni protein 2/3

endoplasmatické mikrotubuly

transkripéni faktor, inaktivovan MPK3/6 béhem nodulace
ethylenovy receptor

zeleny fluorescencni protein

Golden Gate klonovani

teplem aktivovana MAPK

hygromycin

kanamycin

lysogen broth médium

histidinova kinaza lotosu

mikrotubuly vaZici protein, stabilizuje mikrotubuly
mitogenem-aktivovana protein kinaza
mitogen-aktivovana protein kinaza kinaza
mitogen-aktivovana protein kindza kinaza kinaza
mikrotubuly-vazici doména

mitogen-aktivovana protein kinaza kinaza kinaza
kyselina 2-(N-morpholino)ethanesulfonova
mitogen-aktivovana protein kinaza kinaza 1, 2, 4, 5 (A. thaliana)
Medicago MAPK 2, 3

mitogen-aktivovana protein kinaza 3, 6, 13
mediatorova RNA

Murashige a Skoog médium

mikrotubuly

signalni draha vedouci k aktivaci MAP65-1 u N. benthamiana
nodul-specifické proteiny bohaté na cystein
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NPK1
NSP1
NT

oD
OMTK1
PBM
PCR
PPT
PRKK
rcf

RFP
RNasa A
ROS
RPM
RSY
SAMK
SIMK
SIMKK
spe
TUAG
uv

MAP3K asociovand s jadrem a fragmoplastem
transkrip¢ni faktor tiCastnici se signalingu béhem nodulace
N-termindlni znacka

opticka denzita

MAP3K aktivovand oxidativnim stresem
peribakteroidni membrana
polymerazova fetézova reakce
fosfinotricin

patogenem indukovana MAPKK
relativni centrifugacni sila

cerveny fluorescencni protein
ribonukleasa A

reaktivni formy kysliku

otacky za minutu

kultivar M. sativa Regen SY

stresem aktivovana MAPK

stresem indukovand MAPK

stresem indukovana MAPKK
spectinomycin

tubulin alfa 6

ultrafialové zareni
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9. PRILOHY

Ptiloha €. 1 — Mapy klonovanych moduli drovné 0

V mapach moduli Grovné 0 jsou znazornény mista, kde doslo k ligaci inzertu do
akceptoru trovné 0, a Vv pfipadé¢ sekvenci TUA6 a tagRFP-T také mista ligace
domestikovanych fragmentti. Dale jsou zobrazena restrikéni mista enzymu, které byly
vyuzity pro ovéteni spravnosti klonovani (Pvul, Ndel, HindIII). Uvedené jsou rovnéz
rozpoznavaci sekvence enzymu Bsal, prostfednictvim kterych byly klonované moduly

urovneé 1.

A

AmpR promotor
prRp B

PiCH41295-EF o - PAGM1251-EFla

o 3408 bp 3408 bp

2%
R M _ \LI ace
“ ®orm—— 1 Bsab
~~Bsal B Ndel
Ligace

Obr. P1: Promotor EFla ligovan s akceptorem 0 (A) pICH41295 a (B) pAGM1251.

nga_cze B Ligace
0 AmpR promotor
: Y

_Ndel / |
L'%ﬁfﬁ"" ~ pAGM1276-EGFP

Bsah b pAGM1301-EGFP

2 971 bp 21965 bp

\~-AmpR promotor

Pvul

Obr. P2: Gen kodujici fluorescentni protein EGFP ligovan s akceptorem 0 (A) pAGM1301 a (B)
PAGM1276.
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B | '
Ligace——— oy —Ligace
|gac6\.\/ég?/
. !@
ngaCQ\
! \. |
l‘ l‘l: lﬂl‘l‘l Li%%geh; ‘. pAGM1276-tagRFP-T
. | pAGM1301-tagRFP_T 3 I
Ligace-J
Bsa=— ‘ l

2959 bp
2 965 bp

\ - AmpR promotor

Obr. P3: Domestikovany gen pro fluorescentni protein tagRFP-T ligovan s akceptorem 0
(A) pAGM1301 a (B) pAGM1276.

AmpR promotor B
by

AmpR promotor

Ligace Ligace |
NI 1

pPCIH1287-AtTUAG pICH41308-AtTUAG
3600 bp

3601 bp

Ligace~'y

Ligacé

Obr. P4: Gen AtTUA6 po domestikaci ligovan s akceptorem (A) pICH1287 a (B) pICH41308.
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Piiloha ¢. 2 — Mapy klonovanych moduli virovné 1

V mapach jsou znazornény mista, kde doslo k ligaci inzerti z ptipravenych moduli 0 do
akceptorti urovné 1. Dale jsou zobrazena restrik¢ni mista pro enzymy, které byly vyuzity
pro ovéieni spravnosti klonovani (Pvul, BamHI, Alw44I, Ndel, EcoRI). Prostiednictvim
uvedenych restrikénich mist enzymu Bpil jsou transkrip¢ni jednotky ligované dale do

multigenovych konstrukti (modulti arovné 2).

Ligace

I
' AmpR promotor

L

.% -Puul
S

p35S::AtTUAG:EGFP

BamHI 1 8 085 bp

Ligace”

Ligace— A
8 Pvulk— a

uk——*
CaMV poly(A) signal /
a poly( )S‘gniigace

Bpil

Obr. P5: Transkripéni jednotka p35S::AtTUAG6:EGFP naklonovana do akceptoru urovné 1
pICH47742.

Ligace

L
AmpR promotor
” PR P

21 Alwaal

Ligace—_/\ X 1%
\»\

p35S::AtTUAG: tagRFP-T
8079 bp

Alw44]

Camv \I(f)ar'eﬁfijg
a oly(A) signal /|
POV I Ligace | |
Bpil Ndel

Obr. P6: Transkrip¢ni jednotka p35S::AtTUAG:tagRFP-T naklonovana do akceptoru arovné 1
pICH47742
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\
PEF1lo::AtTUA6:EGFP [ gacer () signal

7 818 bp

pEFlo::EGFP:AtTUAG
7816 bp

ce

@
E—C‘agﬁflv poly(A) signal

~Ligace

N —~—AmpR promotor

Obr. P8: Transkripéni jednotka pEFla.:: EGFP:AtTUA6 naklonovana do akceptoru pICH47742.
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AmpR promotor

PEFla::AtTUAG:tagRFP-T
7812 bp

EcoRl W\
Ligac i
Alw44l”

4, .
Licace—7.
CaMV poly(A) Signala -
Ligace i —_—
pi

Obr. P9: Transkripéni jednotka pEFla::AtTUAG:tagRFP-T naklonovana do akceptoru
pICH47742.

PEFla:: tagRFP-T:AtTUAG W Ecorl

i
7810 bp *—Clagﬁﬂifepoly(A) signal
I Ligace

' J,/AmpR promotor

Obr. P10: Transkripéni jednotka pEFla::tagRFP-T:AtTUA6 naklonovana do akceptoru
pICH47742.
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o, Ligace
NOS terminator
Ligace~_ i

Ligace
' ~~AMPR promotor

NOS promotor*?i:

Ligace-
EBpH} I

N \-Alwadl

pNOS::bar:tNOS
55430 bp

~
Alw44

Obr. P11: Transkripéni jednotka pNOS::bar:tNOS naklonovana do akceptoru twrovné 1
pICH4780 pro reverzni pozici 1 akceptorovému vektoru trovné 2.
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