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Abstrakt

Komplex asociovany s nascentnim polypeptidem (NAC) je heterodimerni komplex
slozeny z a- a B-podjednotky. Je konzervovany napfi¢ eukaryotnimi organismy a byl nalezen 1
u archei. Tento komplex se vdze na nove syntetizované proteiny vystupujici z ribozomu a podili
se na jejich cileni do endoplasmatického retikula. U rostlin je komplex NAC studovan
v souvislosti s odolnosti vii¢i riznym abiotickym stresim. V naSi laboratofi jsme diive
charakterizovali T-DNA inser¢niho mutanta husenic¢ku rolniho (4rabidopsis thaliana) v obou
genech kdédujicich NACP, ktery vykazoval fadu fenotypovych defektli. Mezi nimi se objevil
napftiklad vétsi pocet kvétnich organt, zhorSena klicivost pylovych zrn a tvorba kratSich SeSuli

s men$im poctem obsazenych semen.

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat roli f-podjednotky komplexu NAC u
husenicku rolniho pfi klieni semen za osmotického a solné¢ho stresu. Prokazali jsme, Ze
absence NACP vede ke snizeni kliCivosti semen a k prodlouzeni doby kli¢eni, stejné jako
nadexprese této podjednotky. Dale jsme studovali, zda stresové podminky ovliviiuji hladinu
transkriptu jednotlivych gend pro obé podjednotky NAC za vyuziti metody RT-qPCR.
Abychom zjistili, jakymi molekularnimi mechanismy by mohl studovany komplex ovliviiovat
odpovéd rostliny na stresové podminky, rozhodli jsme se ovéfit jeho chaperonovou aktivitu

provedenim testu holdazové aktivity.

Kli¢ova slova: Arabidopsis thaliana, komplex asociovany s nascentnim polypeptidem, NAC,

osmoticky stres, solny stres, chaperon



Abstract

Nascent polypeptide-associated complex (NAC) represents a heterodimeric complex
composed of an a- and a B-subunit. It is conserved in eukaryotic organisms and has also been
found in archaea. This complex binds to newly synthesized proteins emerging from the
ribosome and participates in their targeting to the endoplasmic reticulum. In plants, the NAC
complex has been studied in the context of tolerance to various abiotic stresses. In our
laboratory, we have previously characterized a T-DNA insertion mutant of Arabidopsis
thaliana in both NACB-encoding genes that exhibited a number of phenotypic defects. These
included for instance the appearance of more floral organs, reduced pollen grain germination,

and the production of shorter siliques with less seeds inside.

The aim of this diploma thesis was to characterize the role of the NACP subunit in
Arabidopsis thaliana during seed germination under osmotic and salt stress. We have shown
that the absence of NACP leads to a reduced seed germination and a prolonged germination
time, as does overexpression of this subunit. We further studied whether stress conditions affect
the transcript levels of individual genes encoding for both NAC subunits by RT-qPCR. In order
to investigate the molecular mechanisms by which the studied complex could influence the
plant response to stress conditions, we decided to verify its chaperone activity by a holdase

assay.

Key words: Arabidopsis thaliana, nascent polypeptide-associated complex, NAC, osmotic

stress, salt stress, chaperone
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Uvob

Translace je proces, pii kterém jsou v bufice syntetizovany nové proteiny za vyuziti
ribozomu a Sirokého spektra dalSich proteini, které dokéazi translaci ovlivnit. Jednim z téchto
proteint je komplex asociovany s nascentnim polypeptidem (NAC). Tento komplex je spolecny
pro vSechny eukaryotni organismy (shrnuto v Kogan and Gvozdev, 2014) a archea (Makarova
et al., 1999) a sklada se z a a B podjednotky (Wiedmann et al., 1994). Divody pro jeho studium
jsou jeho zapojeni do translace, podil na cileni proteinii do endoplazmatického retikula
(Wiedmann et al., 1994) a jeho nezbytnost pro embryondlni vyvoj zivocichi (Deng and
Behringer, 1995; Markesich et al., 2000). Kromé¢ zivoc¢ichl je NAC studovan i u rostlin, kde je
sledovana jeho role pii odpovédi na rtizné abiotické stresy (Wang et al., 2012; Kang et al.,

2013).

V genomu husenicku rolniho (4rabidopsis thaliana) se nachdzi pét paralogii pro NACa
pylu byla ziskéna kiizenim dostupnych T-DNA inser¢nich linii homozygotni mutantni linie
nacflnacf2, u které doslo k vyfazeni obou genti kodujicich B-podjednotku (Fila et al., 2020).
Tyto rostliny vykazovaly znacné defekty ve fenotypu oproti rostlindm divokého typu. Mély
opozdény rust, listy obsahovaly mensi mnozstvi chlorofylu a kvéty mély abnormalni pocet
kvétnich organti. Mimo to mél pyl téchto rostlin zhorSenou klic¢ivost a pylové lacky cilily méné
efektivné zédrodecné vaky. To vedlo ke tvorbé kratSich SeSuli s mensim poctem semen (Fila et

al., 2020).

Abychom Iépe porozuméli funkci komplexu NAC u husenicku rolniho, rozhodli jsme se
prostudovat vliv osmotického a solné€ho stresu na semena nacfInacf2 vysetd v podminkach in
vitro. Nasledné jsme testovali stejné podminky na rostliny, které nadexprimovaly gen kodujici
NACPB1, nebo NACB2. Ocekavali jsme, Ze absence B-podjednotky povede ke snizeni kli¢ivosti,
a naopak jeji nadexprese zvysi zivotaschopnost semen vystavenych stresovym podminkam.
Jako dalsi cil jsme si stanovili, Zze provedeme s podjednotkami komplexu NAC test holdazoveé

vrwe

neoptimalnimi podminkami prostiedi.



1 CILE A HYPOTEZY

Tato prace je soucasti dlouhodobého vyzkumu probihajiciho v Laboratofi biologie pylu,
ktery si klade za cil funk¢né charakterizovat komplex asociovany s nascentnim polypeptidem
(NAC) u husenicku rolniho (A4rabidopsis thaliana). Po difive provedené fenotypové
charakterizaci mutantni linie nacfiInacfi2 jsme se zaméftili na roli podjednotky NACP pfi stresu.
Cilem této prace se tak stalo testovani hypotézy, zda komplex NAC napomahd rostlindm
husenicku rolniho pfezivat pti vystaveni osmotickému a solnému stresu diky své chaperonové

aktivité. Pi testovani nasi hypotézy jsme testovali nasledujici hypotézy:

e Absence podjednotky NACP vede ke snizeni kli¢ivosti semen pii vystaveni
osmotickému a solnému stresu. Nadmérna exprese genu kodujictho NACP zlepSuje

schopnost pfeziti semenacku za stresovych podminek.

e Komplex NAC je piimo zapojen do odpovédi semendcki A. thaliana na abioticky stres,
proto se méni exprese gend kodujicich jednotlivé podjednotky komplexu NAC pii

stresu.

e Podjednotky komplexu NAC chrani proteiny v buiice pied agregaci diky své

chaperonové aktivite.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Translace u eukaryot

Translace je jednim ze zékladnich procesi v zivych organismech (Crick, 1970), ktery
zajistuje prepis genetické informace kodované v mRNA (z anglic¢tiny messenger RNA) do
funkéniho proteinu. Translace se u eukaryotickych organismi odehrava v cytoplazmé,

plastidech a mitochondriich a sestava z celé fady komponentt jako jsou ribozomy, transferova

.....

Translace probiha naribozomech, coz jsou ribonukleoproteinové struktury.
Eukaryoticky ribozom je v pribéhu translace sloZzen ze dvou podjednotek, malé podjednotky
408 a velké podjednotky 60S. Podjednotka 40S je u rostlin slozena z az 30 riiznych proteint a
18S ribozomalni RNA (rRNA) (shrnuto v Saez-Vasquez and Delseny, 2019). Velka
podjednotka 60S je tvotfena 40-48 ribozomalnimi proteiny, 25S-26S rRNA, 5S rRNA a 5,8S
RNA (shrnuto v Saez-Vasquez and Delseny, 2019). Na ribozomu rozeznavéna tfi funkéni
mista: A-aminoacylove, P-peptidylové a E-exitové (shrnuto v Wilson and Cate, 2012). Samotny
proces translace pak probiha ve ¢tyfech krocich, kterymi jsou iniciace, elongace, terminace a

recyklace ribozomu.

.....
.....

.....
.....
..........
......

.....

..........

.....

nalezen, dojde k navazani podjednotky 60S a vytvofeni funkéniho ribozomu 80S. Béhem
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tohoto procesu dojde k uvolnéni vétSiny iniciacnich faktort s vyjimkou elF1A, elF3 a elF4F

(shrnuto v Merrick and Pavitt, 2018).

Ribosomal recycling i Translation termination

elF3 TeRF1 & eRF37?
elF1 g0S
elF1A mRNA
deacylated tRNA
Translation initiation -
"‘ - - -- - ..
i “stochastic” [
+ elF2 (TC) :
e MultiFactor
Ternary [ ]
Complex {TC\ Complex (MFC)
L]
L
']
']
r
r
r
E TC

mRMNA-binding
complex elF4F
+ elF4B (H)
+ PABP

-l-’--.IIIlIIIIII-----------I-h-

elF3

N\

AUG recognition subunit joining

Obrazek 1: Schéma kanonické transla¢ni drahy u eukaryot s detailné znazornénymi fazemi iniciace translace a

recyklace ribozomt. Tento obrazek kombinuje poznatky z kvasinek i savci. Upraveno podle Valasek, 2012.
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aminoacyl tRNA odpovidajici prekladanému kodonu. Jakmile je tRNA navazana v A miste,
dojde k vytvotfeni peptidové vazby mezi aminokyselinami. Tvorba vazby je katalyzovéana
peptidiltransferazovym centrem velké ribosomalni podjednotky za vyuziti energie z hydrolyzy
GTP (shrnuto v Xu et al., 2022). Hydrolyza GTP zpusobi disociaci eEF1A z A mista ribozomu,
pricemz pouzita eEF1A je recyklovdna eukaryotickym elonganim faktorem 1 B (eEF1B),
ktery na eEF1A vyméni GDP za GTP. Elongac¢ni faktor 2 s navazanym GTP se vaze na ribozom
po syntéze peptidické vazby a zpusobi posun ribosomu o 3 nukleotidy po mRNA. Soucasné
s tim dojde k posunu tRNA z A mista do P mista a pfedchozi tRNA z P mista do E mista.
Deacylovana tRNA je z E mista odstranéna L1 vybéZkem ribozomu pfi konformaéni zméné
zpusobené hydrolyzou GTP. Prazdné A misto je pfipraveno k piijmu dalsi aminoacyl-tRNA a

ribozom je tak pfipraven k dalsimu kolu elongace (shrnuto v Dever et al., 2018).

Proces elongace pokracuje, dokud neni rozpozndn jeden ze tii termina¢nich kodonti.
Vsechny tyto kodony jsou u eukaryot rozpoznavany uvoliiovacim faktorem 1 (z anglictiny
release factor I; eRF1). KdyZ je termina¢ni kodon v A misté ribozomu, navaze se do tohoto
mista eRF1 spole¢n¢ s eRF3, na kterém je ptipojeno GTP (shrnuto v Hellen, 2018). Na to
reaguje peptidyltransferdzové centrum hydrolyzou GTP a pfipojenim molekuly vody na
karboxylovy konec vzniklého polypeptidu. Tim je polypeptid uvolnén zribozomu a
deacylovana tRNA piesunuta do E mista, odkud rovnéz opusti ribozom (shrnuto v Blanchet and
Ranjan, 2022). Nasleduje recyklace ¢asti translacniho aparatu, kterou spousti protein ABCE1
(z angli¢tiny ATP-binding cassette sub-family E member I). Ten se vaze na eRF1 jesté behem
jeho pobytu na A misté a spolu s nim je pfenesen na P misto, kde od sebe oddéli ribozomalni
podjednotky. Protein ABCEI spolecné s elF1A, elF2 a elF3 zlstdva navazany na malé
ribozomalni podjednotce, kde zabraniuji navazani velké podjednotky. Mezitim je odstranéna
mohou oddélit, nebo zistat navdzané na 40S podjednotce, ¢imZ urychli jeji znovupouZiti pro

dalsi translaci (shrnuto v Niirenberg-Goloub and Tampé, 2019).
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2.2 Proteiny interagujici s nascentnim polypeptidem na ribozomu

Jiz v pribéhu elongacni faze translace dochazi k interakci nove vznikajicich polypeptidi
s celou fadou dalSich proteint, které maji za tikol zajistit jejich spravné sbaleni (angl. folding),
zacileni do rznych bunécnych kompartmenti, nebo kontrolovat kvalitu translace. VSechny
tyto interakce zabranuji hromadéni Spatné sbalenych, nebo nefunkénich proteinti a udrzuji tak

proteostazi v buiice.

Cileni proteini do jednotlivych kompartmenti je u eukaryotickych organismi
zajiStovano dvéma cestami. Prvni z nich, nazyvana posttransla¢ni, zajist'uje pfesun proteint po
skoncCeni translace z cytoplazmy. Tyto proteiny obsahuji aminokyselinové sekvence, které
zajisti jejich transport do mitochondrii, chloroplastii, nebo peroxisomu. Signalni sekvence je po
doruceni proteinu odstépena a protein nabyva své funkéni konformace (shrnuto v Pizarro and
Norambuena, 2014). Proteiny mohou byt transportovany i tzv. kotransla¢né, tedy jiz v pribéhu
své syntézy 1 s celym translacnim aparatem. Jednim ze systémil zajiSt'ujicich kotransla¢ni
transport jsou SRP ¢astice (z anglictiny signal recognition particle), které rozpoznavaji signalni
sekvenci na N konci nové syntetizovaného proteinu. SRP castice se navdze na ribozom u
vystupniho tunelu a doCasné pozastavi translaci. Transla¢ni aparat je poté transportovan k
endoplazmatickému retikulu (ER), kde SRP ¢astice interaguje s SRP receptorem na membrané

ER. Nascentni polypeptid je posléze syntetizovan piimo do ER (shrnuto v Pool, 2022).

Na nové vznikajici polypeptidicky fetézec se muze vazat fada chaperont, které
zabezpecuji spravné sbaleni proteinu. Jednim z nich je i komplex asociovany s ribozomem (z
anglictiny ribosome associated complex; RAC), ktery napomahd sbaleni syntetizovaného
proteinu a zaroven ho chrani. RAC je heterodimerni komplex sloZeny z proteinu Zuol (¢len
rodiny proteint HSP40) a proteinu Ssz1 (ATPazovée neaktivni HSP70). Spole¢né s proteinem
Ssb1, coz je homolog HSP70, tvoii jeden z prvnich chaperonovych systémt branicich agregaci
nascentnich polypeptida (shrnuto v Zhang et al., 2017). Dal§im komplexem, ktery interaguje
s ribozomem a nascentnimi polypeptidy je komplex asociovany s nascentnim polypeptidem
(NAC). Tento komplex byl kanonicky popsan jako ribozomalni chaperon zabranujici agregaci
syntetizovanych proteini, ale hraje roli 1 pfi cileni proteini do ER, béhem &ehoz spolupracuje

s SRP ¢asticemi, nebo slouzi jako cytoplazmaticky chaperon (shrnuto v Deuerling et al., 2019).
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Obrazek 2: Model 80S ribozomu vytvoteny na zakladé elektronové mikroskopie s vyznacenymi
povrchovymi ribozomalnimi proteiny. Vystupni tunel ribozomu je znazornén hvézdickou. Na modelu
jsou dale vyznaceny proteiny vazici se v oblasti vystupniho tunelu a pfimo na nascentni polypeptid jako
jsou komplex asociovany s ribosomem (RAC), komplex asociovany s nascentnim polypeptidem (NAC),

SRP ¢astice a NatA/E (z angliétiny N-terminal acetyltranferase A/F). Upraveno podle Hsieh et al., 2020.
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2.3 Komplex asociovany s nascentnim polypeptidem

Komplex asociovany s nascentnim polypeptidem byl poprvé popsan u eukaryot
(Wiedmann et al., 1994)(Zheng et al., 1990). Béhem experimentl bylo zjisténo, ze NAC je
heterodimerni komplex tvofeny o a B podjednotkou (Wiedmann et al., 1994). Béhem
nasledujiciho vyzkumu byly vysoce konzervované sekvence gentit NAC objeveny v genomech
ruznych eukaryotickych organismt od kvasinky (Saccharomyces cerevisiae) po c¢lovéka.
Sekvence pro NACa byly nalezeny i u archei (zde ozna¢ovany jako aeNAC) (Makarova et al.,
1999). U archei nejsou ptitomny orthologni geny pro NACB, takZze NAC netvoii heterodimerni
komplex, ale homodimer slozeny z NACa podjednotek (Makarova et al., 1999).

Prvni informace o struktuie NAC proteinti vychdzi ze studie provedené na aeNAC
z bunék Methanothermobacter marburgensis. Rentgenova krystalografie odhalila, ze na C
konci proteinu se nachazi

struktura homologni s UBA

UBA domain

doménou (z anglictiny ubiquitin-
associated domain) slozena ze
svazku tfi o-helixit (obr 3)

(Spreter et al., 2005). Tato

" C doména je u eukaryotnich
podjednotek NAC zachovéna

G gemal pouze u NACa. UBA doména
neni ale nezbytna pro spravné

N fungovani komplexu (Spreter et

Obrézek 3: Model komplexu NAC s vyznadenou UBA | al., 2005). Na N konci je
(fialova) a NAC (modra) doménou. Pfevzato z Deuerling et al., | lokalizovdna takzvanda NAC

2019. doména, kterd je vysoce

konzervovana. NAC doménu
tvoii Sest vlaken dohromady vytvatejicich B barel. Tento ,,soudek* vytvaii hydrofobni jadro
komplexu NAC a soucasn¢ se jevi jako pravdépodobnd spojovaci €ast, umoznujici vznik
homodimert u archei a heterodimert u eukaryot (Spreter et al., 2005). Tvorba homodimera
neni vylué¢nou schopnosti aeNAC, ale vznikaji i u eukaryot, pokud neni dostupna podjednotka

NACPB (Liu et al., 2010). NACa homodimery byly lokalizovany nejen v cytoplazmé, ale i
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v jadre, kde se dokazi vazat na DNA a RNA a ovliviiuji tak 1 nékteré transkripéni procesy (Liu

et al., 2010).

Jak jiz bylo zminéno, NAC je primarn¢ lokalizovan u vystupniho tunelu ribozomu, kde
se vaze na nove vznikajici proteiny a chrani je pied proteolyzou (Wang et al., 1995). Jiz béhem
prvnich experimentli se pfedpokladalo, ze NAC se podili na sméfovani proteini do
endoplazmatického retikula (ER) (Wiedmann et al., 1994). Pivodni hypotéza pocitala s tim, ze
na nascentni polypeptid se miize navazat pouze NAC, nebo SRP castice. Tato hypotéza vSak
byla vyvracena studiem interaktomu nové syntetizovanych proteinl, protoze v ném byly
nalezeny polypeptidy se soucasné navazanym NAC i SRP (del Alamo et al., 2011). NAC se
jevi jako zcela zdsadni komplex pii sméfovani proteini do ER. Pfi in vivo experimentech na
had’atku obecném (Caenorhabditis elegans) NAC zabratoval piimé interakci ribozomu
s membranou ER bez pfitomnosti SRP (Gamerdinger et al., 2015). O tom, Ze NAC zvySuje
specifitu pfi cileni proteinti do ER svéd¢i i to, ze pfi jeho nepiitomnosti byly v ER nalezeny i
mitochondrialni proteiny (Gamerdinger et al., 2015). Protoze se SRP muze vazat na nascentni
polypeptid jesté predtim, nez opusti vystupni tunel ribozomu (Voorhees and Hegde, 2015),
muze byt chybné rozezndna sekvence peptidu, coZ muze vést k transportu proteini do ER, které
tam nepatii. Ale pokud je na ribozomu navazany NAC, nemulze se SRP ptipojit pfedasné na
syntetizovany polypeptid a zacilit protein do ER (Hsieh ef al., 2020). NAC se vaze na ribozom
diky své vysoké afinité jiZ v prvnich fazich translace a jeho NAC doména blokuje ptistup SRP
k nascentnimu polypeptidu. Pokud je na polypeptidu pfitomna signdlni sekvence do ER, dojde
k destabilizaci NAC domény, ¢imZ se uvolni misto pro navazani SRP. NAC je pfitomny 1 pii
transportu proteinu do ER (obr. 4) (Jomaa et al., 2022). NAC plni svou funkci 1 v ptipad¢, kdy
k navazani SRP nedojde. KdyZ neni destabilizovany ER signalni sekvenci, pfitahuje
k nascentnimu polypeptidu protein methionin aminopeptiddiza 1 (METAPI, z anglictiny
methionine aminopeptidase 1), ktery odstraituje prvni aminokyselinu — methionin

(Gamerdinger et al., 2023).

Komplex NAC pisobi 1 pfi zvladani stresu tim, Ze se podili na udrzovani proteostaze. U
C. elegans brani hromadéni agregovanych proteind pfi zvladani teplotniho stresu (Kirstein-
Miles et al., 2013). Pti zvysené teploté doslo k navdzani NAC na agregované proteiny, coz
vedlo ke snizeni mnoZstvi NAC, ktery byl dostupny pro ribozomy. Tim doSlo ke sniZeni
translacni aktivity, a to umoZznilo buiikkam degradovat, nebo znovu slozit agregované proteiny

a zabranit tak poSkozeni buiiky teplotnim stresem (Kirstein-Miles et al., 2013). Naopak absence
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NACB u kvasinky Saccharomyces cerevisiae zpusobovala za zvysené teploty defekty pfi ristu
bunck (Reimann et al., 1999). Zajimavé vSak bylo, Ze tento fenotyp zmizel, kdyz doslo zaroven
k vytazeni genu NACa. Pfi nadexpresi NACa na WT pozadi se nachylnost k vyssi teploté opét
projevila a to vedlo k vysloveni hypotézy, ze piiliSné mnozstvi NACa je pro buiiky kvasinek
toxické (Reimann et al., 1999). S. cerevisiae je ¢asto pouzivanym modelovym organismem pii
studiu NAC, protoze vyfazeni jeho genii neni pro kvasinku smrtici (Reimann et al., 1999).
Oproti tomu u zivocichll je NAC nezbytny pro embryonalni vyvoj a vyfazeni tohoto komplexu
z funkce vede k umrti embrya. K tomuto zavéru dospéla jak studie provadénad na mysich (Mus

musculus), tak na octomilce (Drosophila melanogaster) (Deng and Behringer, 1995; Markesich

et al., 2000).

Kromé¢ funkei celého komplexu byla popsana také role jeho jednotlivych podjednotek.
U mysi je NACa specificky exprimovan v priabéhu embryogeneze v osifikacnich centrech kosti
a napomaha diferenciaci osteoblastll, v nichz funguje jako transkripcni koaktivator (Moreau et
al., 1998; Yotov et al., 1998). V téchto buikach také interaguje s proteinem c-JUN, coz je
transkripcni faktor a protoonkogen. NACa stabilizuje c-JUN v komplexu aktivacniho proteinu
1 (z angliCtiny activator protein 1) a posiluje jeho aktivitu (Moreau et al., 1998). NACua je
rovnéz zapojen do vyvoje erytrocytl, kde figuruje jako pozitivni regulator pii jejich diferenciaci
(Lopez et al., 2005). V neposledni fad€ byla u D. melanogaster provedena tada studii, které
dokazaly, ze NACa je dulezity i pti vyvoji srdce. Pokud doslo béhem embryogeneze k vytazeni
NACa, byla srdce rizné malformovand. Vyzkum byl zopakovan na lidské kultuie
progenitorovych bunék srdce, pticemz absence NACa nebo SRP vedla ke zméné v morfogenezi

bun¢k (Schroeder et al., 2022).

NACS, jinak také nazyvan BTF3 (z angliCtiny basic transcription factor 3), byl popsan
al., 1990). Této jeho funkci odpovida i to, Ze byl lokalizovan kromé cytoplazmy i v jadie S.
cerevisiae (Franke et al., 2001). Dale je BTF3 u C. elegans zapojen do regulace bunécného
cyklu a apoptozy (Bloss et al., 2003). Zde funguje jako negativni reguldtor apoptozy, ke které
dochazi teprve po jeho rozstépeni kaspazou-3 (Bloss ef al., 2003). Vyzkum BTF3 je provadén
1 na lidskych bunikéch, protoZze u ¢lovéka byly zaznamenany zmény v expresi genu pro BTF3
v souvislosti s riznymi onkologickymi onemocnénimi, jako je rakovina slinivky bfis$ni

(Kusumawidjaja et al., 2007) nebo kolorektalni karcinom (Dunican ef al., 2002).
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Obrazek 4: Model kotranslacniho pfedani signalizacni sekvence z NAC na SRP béhem cileni proteint do
ER. NAC je ptipojeny k ribozomu a vaze se na novée syntetizované proteiny a jeho NAC doména blokuje
ptistup SRP k nascentnimu polypeptidu. Pokud je na polypeptidu ptitomna signdlni sekvence pro transport
do ER, dojde k destabilizaci NAC domény, ¢imz se uvolni misto pro navazani SRP. Dojde k pfedani

polypeptidu a protein je zacilen do ER. Upraveno podle Jomaa et al., 2022.
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2.4 Komplex asociovany s nascentnim polypeptidem u rostlin

Komplex NAC je kromé zivocichli studovan i u rostlin. V nasi laboratofi probiha
vyzkum tohoto komplexu na modelové rostliné huseni¢ku rolnim (Arabidopsis thaliana).
V genomu A. thaliana je podle databaze TAIR (Berardini et al., 2015) celkem sedm
anotovanych sekvenci genti pro NAC podjednotky - pét gen kodujicich podjednotku o
(NACal At3g12390, NACa2 At3g49470, NACa3 At5g13850, NACo4 At4gl10480, NACaS
At1g33040) a dva geny kodujici podjednotku B (NACB1 Atlg73230, NACPB2 Atlgl7880).
Vroce 2020 byla publikovéna studie zaméfena na charakterizaci gend kodujicich B-
podjednotky u A. thaliana. Nejdilezitéjsi ¢asti studie byla fenotypova charakterizace mutantni
linie dvojitych homozygotl nacfinacfi2. Vytazeni téchto genti se u rostlin projevovalo jejich
zpomalenym vyvojem o 10-14 dni oproti kontrolnim rostlindm a zaroven tito mutanti
obsahovali o dvé pétiny méné chlorofylu na gram listu. Nejvétsi zmény byly pozorovany ve
stavbé kvétl, kdy se u mutantnich rostlin sklddaly z abnormdlniho poctu kvétnich organi,
vétsinou 5-6 kaliSnich, 5-6 korunnich listka a 7 ty€inek. Fenotypové zmény se projevily i na
SeSulich, které¢ byly vyrazné krats$i a obsahovaly méné semen (Obr. 5). To bylo zplisobeno
pomalej$im rastem pylovych lacek nacfinacf2 a horsi schopnosti navadéni pylovych lacek
zarode¢nymi vaky mutantniho genotypu. V in vitro podminkach byla pozorovana i snizena
kli¢ivost pylovych zrn nacfinacf2, kterd byla nizsi o 75 % oproti divokym rostlindm. Dalsi
fenotypovou zménou bylo vyrazné zkraceni délky vykli€enych pylovych lacek. Samotné
proteiny NACB1 a NACP2 exprimované pod vlastnimi promotory byly lokalizovany

v cytoplazmé a v jadie bungk.

Kromé¢ husenicku rolniho byl NACB2 (nazyvany téz BTF3) studovan i u pSenice seté
(Triticum aestivum). Rostliny pSenice s uml¢enym genem pro BTF3 mély mirné€ nazloutl¢ listy
kvali niz§imu mnozstvi obsaZzeného chlorofylu. Kromé toho byly pozorovany deformace
mezofylovych buné€k, které byly mensi, nepravidelné tvarované a mély vetsi mezibunééné
prostory (Ma et al., 2012). Dalsi vyzkum se zamé&fil na studium B-podjednotky NAC pfi
vystaveni rostlin pSenice mrazu, anebo suchu, pficemz byly sledovany zmény jeji exprese.
Stresové podminky zprvu nijak neovlivnily mnozstvi produkovaného transkriptu BTF3, ale
jeho mnozstvi se vyznamné zvySilo 6 hodin po vystaveni stresu. Poté se mnozstvi
transkriptu postupné sniZilo zpét na ptivodni uroveinl (Kang et al., 2013). Nasledné byl zkoumén

vliv stresovych podminek na rostliny psSenice s uml¢enym genem kédujicim protein BTF3,
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pfic¢emz tyto rostliny vykazovaly vyrazné nizsi toleranci vii€i abiotickym stresim nez kontrolni

rostliny (Kang et al., 2013).
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Obrazek 5: Popis fenotypu mutantnich rostlin A. thaliana nacfl nacﬂé. A — Krabicovy af
porovnavajici mnozstvi chlorofylu a, b a celkového chlorofylu u nacfinaci2 a WT na hmotnost listu.
B — kvétenstvi WT rostliny C — kvétenstvi nacfInacfi2 rostliny s kvéty obsahujicimi abnormalni pocet
korunnich listka a ty¢inek D — SeSule WT rostliny E — SeSule u nacfinacf?2 rostlin jsou vyrazné kratsi
nezu WT F —tez SeSuli WT rostliny obsahujici normalné se vyvijejici semena G —tez Sesuli nacflnacf?2
vykazujici méné€ zavazné fenotypoveé zmeny. V Sesuli jsou normalni i abortovand semena H — fez SesSuli
nacflInacp2 se zavaznym projevem fenotypu. VéEtSina semen je abortovana. Upraveno podle Fila et al.,

2020.

Vyrazné zmény fenotypu se projevily 1 u ryze seté (Oriza sativa) s uml€enym genem
Osj10gBTF3. Ty se projevily zkracenim a zeStihlenim stonku, zkracenim kotfenového systému
a snizenim poctu samotnych kofent (Wang ef al., 2012). Pfi porovnani byly umlcené rostliny
az o polovinu mensi nez rostliny kontrolni. Zmény se netykaly pouze vegetativnich casti
rostliny, ale zasdhly 1 jeji generativni orgdny, takze tyto rostliny nebyly schopné vytvaiet
semena. Pii dalSich experimentech bylo pozorovano, zZe pyl produkovany témito rostlinami je
abortovany (Wang et al., 2012). Pro lepsi porozuméni roli BTF3 pfi ristu a vyvoji ryZe bylo
pozorovano kliceni semen s umlc¢enym genem pro Osjl0gBTF3 za ptitomnosti chloridu

sodného, kyseliny abscisové a kyseliny giberelové. Celkovy pocet vyklicenych semen se za
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zadnych podminek nezménil, ale semena klic¢ila pomaleji a semenacky byly mensi (Wang et

al., 2014).

Komplex NAC je u rostlin davan do souvislosti se zvladanim rtiznych abiotickych
stresti, pfevazné pak sucha a chladu. U transgennich rostlin husenicku rolniho, které
exprimovaly gen pro BTF3 z travy Spartina alterniflora byla pozorovana vyssi odolnost viici
zasoleni a suchu (Karan and Subudhi, 2012). Tyto rostliny mé¢ly oproti kontrolnim rostlindm
vetsi mnozstvi chlorofylu v listech a vice akumulovaly prolin. Pii zasoleni transgenni rostliny
mnozstvi chlorofylu (obr. 6) (Karan and Subudhi, 2012). Stejny efekt, tedy zlepSeni ptezivani
chladového stresu byl popsan i u husenic¢ku exprimujiciho gen kédujici BTF3 z davivce erného
(Jatropha curcas) (Peng et al., 2017). V souvislosti s chladovym stresem byla v 4. thaliana
popséna interakce BTF3 s proteinem OST1 (z angliCtiny open stomata 1) (Ding et al., 2018).
OST]1 pfi vystaveni rostliny nizkym teplotam fosforyluje BTF3 a ten posléze stabilizuje protein
CBF. Touto drahou je regulovéna transkripce zimou regulovanych genii (z anglictiny cold

regulated genes), které maji za tikol chranit rostlinu proti mrazu (Ding ef al., 2018).

>
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Obrazek 6: Dvoutydenni rostliny divokého typu Columbia-0 a transgenni rostliny prvni a ti‘eti generace
s vlozenym genem kodujicim BTF3 z travy Spartina alterniflora. Rostliny byly kazdy den zalévany
150 mM roztokem NaCl. Upraveno podle Karan and Subudhi, 2012.

ZlepSené vlastnosti pii zvladani solného, nebo osmotického stresu zplsobeného
manitolem vykazovaly 1 transgenni rostliny tabaku virginského (Nicotiana tabacum)
exprimujici gen kédujici BTF3 z podzemnice olejné (Arachis hypogeae) (Pruthvi et al., 2017).

Tyto rostliny za normalnich podminek rostly rychleji a 1épe tolerovaly abioticky stres. Na
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bunééné Urovni se tato tolerance stresu projevila vyssi stabilitou bunéénych membran a
zvySenou expresi genli kddujicich proteiny zodpovédné za vychytavani reaktivnich forem
kysliku (Pruthvi et al., 2017). BTF3 je zapojen i do hypersenzitivni reakce rostliny pii napadeni
patogenem (Huh et al., 2012). Rostliny tabaku virginského s uml¢enym genem pro BTF3 m¢ély
snizenou hladinu transkripce gent spojenych s hypersenzitivni odpovédi, takze se virus
tabdkové mozaiky v napadenych listech 1épe replikoval. Stejny jev byl pozorovan i u papriky

seté (Capsicum anuum) s vyrazenym genem pro BTF3 (Huh et al., 2012).

Komplex asociovany s nascentnim polypeptidem je vysoce evoluéné konzervovany a
podili se na tadé dualezitych procest v buiice, jako je translace, cileni proteinii do ER, nebo
udrzovani proteostaze. U rostlin je studovdna piedevSim jeho B podjednotka v souvislosti

s odpovédi rostlin na rizné abiotické stresy.

22



3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Kultivace rostlin v podminkach in vitro

Ke studiu vlivu B-podjednotky komplexu NAC pii plisobeni abiotického stresu byly
pouzity rostliny mutantni linie husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) dvojitych homozygotl
nacflnacf2 vytvotené zkiizenim dvou vefejné dostupnych T-DNA inzer¢nich linii
(SALK 043673 pro gen NACPI a GK-368 HO2 pro NACP2) (Fila et al, 2020) a
nadexprimujici linie nesouci konstrukt pro35S::NACB1-GFP 1 a 2 a pro35S::NACB2-GFP 1 a
2 (Fila et al., 2020). Jako kontrolu vlivu abiotického stresu jsme pouzili divoky typ husenicku
rolniho (Arabidopsis thaliana), ekotyp Columbia-0.

Piiprava médii

Vsechny testované linie byly vysety i s kontrolnimi rostlinami Col-0 (WT) na Murashige
a Skoog médium (Murashige and Skoog, 1962) s poloviénim obsahem soli (MS/2). Celkové
sloZzeni média bylo 0,23% (w/v) MS smé¢s soli (Duchefa), 1% (w/v) sachar6za (Serva) a 1%
(w/v) agar (Serva). Do média pouzit¢ho pro vyvolani solného stresu byl navic k zakladnim
slozkam ptidan chlorid sodny (NaCl; Sigma) o findlnich koncentracich 50 mM, 100 mM, 125
mM a 150 mM (Robles et al., 2018). Obdobné byl do média pro osmoticky stres pfidan manitol
(Sigma) o koncentraci 250 mM, 300 mM a 350 mM (Robles et al., 2018), nebo polyethylen
glykol o molekuldrni hmotnosti 8000 g-mol! (PEG-8000; Thermo Scientific 043443.A3) ve
vysledné koncentraci 10%, 15%, nebo 18% (w/v) (Muscolo et al., 2014). V médiich s ptfidanym
PEG byl misto agaru pouZit jako ztuZovaci slozka fytagel (Sigma), protoZe agar v médiich s

obsahem PEG nad 15 % netuhne (Van Der Weele ef al., 2000).

Jednotlivé slozky médii, s vyjimkou agaru a fytagelu, byly rozpustény v destilované
vod¢. Poté bylo upraveno pH média roztokem hydroxidu draselného (KOH), aby jeho hodnota
byla 6,0. Nakonec byl pfidan agar a fytagel a .objem byl doplnén destilovanou vodou na finalni
hodnotu. Nasledné¢ bylo médium sterilizovano v autokldvu (21 min, 101,3 kPa, 121 °C) a rozlito
do Petriho misek o priméru 9 cm v laminarnim flowboxu. Misky byly do pouZiti skladovany

v chladové mistnosti.
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Vysev semen v podminkach in vitro a kultivace

Vysévand semena byla odebrana do oznacené mikrozkumavky a vysterilizovana za
pouziti nasledujiciho postupu. V laminarnim flowboxu byl k semeniim pfidan roztok 70%
ethanolu. Obsah mikrozkumavky byl promichan a po usazeni semen byl roztok ethanolu odsan
a nahrazen roztokem SAVA (10% roztok SAVA s kapkou sméacedla TWEEN 20) a v tomto
roztoku byla semena za stalého michani sterilizovana po dobu 6 minut. Po skonceni sterilizace
byl roztok SAVA odsan a semena byla pétkrat promyta sterilni destilovanou vodou. Obsah
mikrozkumavky byl piesunut na sterilni filtracni papir, z néhoz byla semena za pomoci sterilni

preparacni jehly vyseta na ptipravené Petriho misky s médiem.

Po dokonceni vysevu byly misky umistény do chladové mistnosti o teploté 8 °C po dobu
24 hodin, aby doslo ke stratifikaci semen. Nasledné byly misky pfesunuty do kultivacni
mistnosti o teploté 22 °C, relativni vzduSné vlhkosti 60 % a svételném rezimu 16 hodin svétlo
a 8 hodin tma. Ctvrty den po piesunuti do kultivaéni mistnosti byl poprvé vyhodnocen pocet
vykli¢enych semen, pfi¢emz hodnoceni probihalo vzdy 4., 6., 8., 11. a 13. den od pfeneseni do
kultivaéni mistnosti. Za vyklicené semeno bylo povazovéno to, u které¢ho byly na semenacku
rozeznatelné rozeviené délozni listky. Po poslednim hodnoceni byly misky s nadexprimujicimi
liniemi prohlédnuty pod fluorescencni binokuldrni lupou (Leica) pro ovéfeni, jestli u

semenackil nedoslo k umlceni insertu.
Statistické vyhodnoceni stresovych experimentii

Pro statistické vyhodnoceni ziskanych vysledka byl pouzit webovy skript (Vasavada,
2016). Tento skript pro jednovybérovy test ANOVA byl pouzit pro zhodnoceni vlivu genotypu
na kli¢ivost semen testovanych rostlin (nacfinacp2, p35S::NACB1-GFP, p35S::NACB2-GFP
a WT) za stresovych podminek zpiisobenymi riznymi koncentracemi NaCl, manitolu, nebo
polyethylenglykolu. Pro porovnani jednotlivych variant rostlin mezi sebou za danych podminek
byl vyuzit Tukey-HSD test (Vasavada, 2016). Ziskané p-hodnoty byly podrobeny korekci
metodou Benjamini-Hochberg (Radua et al., 2014).

Priprava rostlinného materialu na extrakci RNA

Semena nadexprimujicich linii p35S::NACB1-GFP_1 a 2 a p35S::NACB2-GFP_1 a 2
byla vyseta v podminkach in vitro podle vySe zminéného postupu na MS/2 médium. Semena

WT byla vyseta na MS/2 médium obsahujici 125 mM NaCl, nebo 300 mM manitol, jako
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kontrola slouzila WT semena vysetd na Cist¢ MS/2 médium. Vyseté Petriho misky byly
umistény na jeden den do chladové mistnosti a poté presunuty do kultiva¢ni mistnosti. Po deseti
dnech kultivace byly semenacky rozdéleny na jednotlivé vzorky. Z jednoho vysevu byly
sebrany vzdy dvé¢ repliky, pfiCemz jednu repliku tvofilo 50 mg semenacka. Celkem byl vysev
opakovan ctyfikrat za stresovych podminek a dvakrat pro kazdou z nadexprimujicich linii.
Vzorky byly zamrazeny v tekutém dusiku a uskladnény do dalSiho zpracovani v mrazéku pfti

teploté -80 °C. Na vzorcich cDNA ziskanych z téchto semenacku byla provedena RT-qPCR.
3.2 Kultivace rostlin v pudnim substratu

Pro experiment byly vysety jednak WT rostliny huseni¢ku rolniho a dalsi linie,
konkrétn¢ se  jednalo o  pro35S::NACal-3XFLAG,  pro35S::NACa2-3XFLAG,
pro35S::NACa3-3xFLAG,  pro35S::NACo4-3xFLAG,  pro35S::NACa5-3xFLAG a
pro35S::HSP90.2-3xFLAG, které byly vyuzity jako zdroj proteint pro test holddzové aktivity.
Dalsi pouzité linie pro35S::NACP1-3xFLAG a pro35S::NACP2-3xFLAG jiz dfive vytvortila
Mgr. Bozena Klodova (Klodova, 2019).

Semena vSech testovanych linii byla pro péstovani v plidnim substrdtu vyseta na
raSelinové tablety (Jiffy) a jeden den stratifikovana v chladové mistnosti pfi teploté 8 °C. Poté
byly tablety se semeny pifeneseny do kultivacni mistnosti, kde byly rostliny péstovany pii 22
°C, 60% vlhkosti vzduchu a za svételného reZimu 16 hodin svétla a 8 hodin tmy. Po deseti
dnech byly semenacky rozsazeny jednotlivé na nové Jiffy tablety, nebo byly péstovany
v kvétinacich po péti, pokud byly urCeny pro transformaci pomoci bakterie Agrobacterium

tumefaciens.
3.3 Extrakce DNA a genotypovani rostlin

Z tritydennich rostlin linii pro35S::NACal-3xFLAG, pro35S::NACa2-3XFLAG,
pro35S::NACa3-3XFLAG, pro35S::NACo4-3xFLAG, pro35S::NACa5-3xFLAG
pro35S::NACBI-3XxFLAG,  pro35S::NACB2-3xFLAG a  pro35S::HSP90.2-3xFLAG
péstovanych v plidnim substratu byla extrahovana genomickd DNA, kterd byla nésledné
pouzita jako templat pro PCR, jejiz cilem bylo ovéfit, zda rostliny nesou piisluSny konstrukt.
Pro izolaci byl pouzit upraveny protokol vyuZivajici hexadecyltrimethylamoniumbromid
(CTAB) (Rogers and Bendich, 1994). Zmrazeny vzorek byl za pomoci malého mnozstvi

kulicek oxidu zirkoni¢itého (ZrO2) homogenizovan v pfistroji Magna Lyser (Roche) s
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intenzitou 4 000 rpm po dobu 40 s. Poté bylo ke vzorku ptidano 250 pul CTAB extrakéniho
pufru (1,4 M NaCl, 20 mM EDTA (dihydrat disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové;
Sigma) pH 8,0, 100 mM Tris (2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol; Duchefa) pH 8,0,
3% w/v CTAB (Sigma)). Smés byla promichdna na vortexu a ponechana pii pokojové teploté
po dobu 15 minut. Nasledné¢ bylo ke vzorku pifiddno 250 pl roztoku chloroformu
s izoamylalkoholem (pomér miseni 24:1). Obsah mikrozkumavky byl dikladn¢€ promichan a
poté stoCen v centrifuze (Eppendorf Centrifuge 5254; 14 500 rpm, 10 min). Po skonceni
centrifugace byla vodna faze presunuta do mikrozkumavky se 140 pl isopropanolu, piic¢emz
vznikld smés byla promichdna a ponechdna 5 min pfi pokojové teploté, aby se DNA mohla
vysrazet. Nasledné byl vzorek stocen v centrifuze (13 000 rpm, 7 min), kdy doslo k usazeni
DNA na dné¢ zkumavky. Supernatant byl z mikrozkumavky odebran a nahrazen 1 ml 70%
chlazené¢ho ethanolu, pficemz byl vzorek znovu centrifugovan (13 000 rpm, 7 min).
Supernatant byl znovu odstranén a vzorek poté umistén do vakuové vyvévy, aby doslo
k odpateni zbytkového mnozstvi ethanolu. Posléze byla izolovana DNA rozpusténa v 50 ul

destilované vody a uskladnéna pfi teploté -20 °C.

Vyextrahovana DNA byla posléze pouZita jako templat v polymerazové fetézové reakci
(PCR), kde byly namnoZeny pozadované fragmenty DNA, vétSinou ¢asti vloZeného konstruktu.

Reakce byla ptipravena podle nasledujici tabulky 1 a cyklus PCR probéhl podle tabulky 2.

Koncentrace Teplota Cas Opakovani
Reagencie zasobniho | Objem 94 °C 2 min
roztoku 94 °C 30s

10x Merciaza pufr 10x 2,50 pl 55 °C 30s 40x
smés dNTP (je uvedena 72 °C 1,5 min
koncentrace kazdého 10 mMm 72 °C 5 min
dNTP) 0,50 pl 4°C -
Taq DNA polymeraza 50 U- ul?t 0,15 pl
Templatova DNA _ 1,00 Tabulka 2 Nastaveni termocykléru pro
Pfimy primer 10 um 1,00 pl provedeni PCR
Reverzni primer 10 uM 1,00 ul
dH,0 - 18,85 pl
Celkovy objem 25,00 pl

Tabulka 1: Slozeni PCR reakce
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Gelova elektroforéza

Pro vizualizaci amplifikovanych fragmenti DNA z reakce PCR byla pouzita gelova
elektroforéza. Gel byl ptipraven z TAE pufru (Tris acetdt EDTA pufr slozeny z 40 mM Tris
MP Biomedicals, 20 mM kyselina octova Merck, 1 mM EDTA Merck, pH 8.0) a 1 g agarozy
(Lanza). Agar6za byla rozpusSténa zahiatim v mikrovlnné troubé. Po mirném vychladnuti byla
do roztoku pfidana kapka 0,07%  ethidium bromidu (3,8-diamino-5-ethyl-6-
fenylfenanthridinium-bromid; PanReac Applichem), roztok byl diikkladné rozmichan, a poté
nalit do elektroforetické vanicky. Pfed nanesenim 10 pl vzorku do jamky, byl vzorek z PCR
smichan v poméru 5:1 s 6% nanasecim pufrem bromfenolové modii (0,25 % (w/v) 3,3°,5,5"-
tetrabromfenolsulfonftalein, 70 % (v/v) dH20, 30 % (v/v) glycerol). Do jedné jamky bylo
naneseno 10 pl 10x fedéného DNA Zebtiku 100 bp Plus (Thermo Scientific) smichaného s 6x
nanaSecim pufrem bromfenolové modfi. Elektroforéza bézela v elektrodovém pufru tvoreném
1x TAE pfti napéti 120 V. Vysledek byl nasledné vyfotografovan systémem UVP GelStudio
PLUS (Analytik Jena) pod UV svétlem a filtrem pro snimani signalu ethidium bromidu.

3.4 Kvantitativni PCR v realném c¢ase

Extrakce RNA

Pro extrakci RNA z pfipraveného rostlinného materialu byl pouzit RNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen) podle navodu vyrobce. Piipraveny vzorek byl homogenizovan v tfeci misce a bylo
k nému ptidano 450 pl RLT pufru (obsazen v kitu) s pfidanym B-merkaptoethanolem (10 pl -
merkaptoethanolu na 1 ml RLT pufru). Po roztati byla vznikla smés pirenesena do QIAshredder
staCeci kolonky s dvoumililitrovou sbérnou mikrozkumavkou a centrifugovana (Eppendorf
Centrifuge 5254; 4000 rpm, 2 min). Z mikrozkumavky byl opatrné pfenesen supernatant do
¢isté mikrozkumavky, kde byl smichan s 96% ethanolem o poloviénim objemu neZ supernatant.
Vysledny roztok byl pfenesen do RNeasy Mini kolonky s 2 ml sbérnou mikrozkumavkou a
centrifugovan (10000 rpm, 15 s). Obsah sbérné mikrozkumavky byl odstranén a do kolonky
bylo ptidano 650 ul RW1 pufru (obsazen v kitu). Vzorek byl opétovné centrifugovan (10000
rpm, 15 s). Kolonka byla dvakrat promyta 500 pl RPE pufru (obsazen v kitu) a sto¢ena na
centrifuze (10000 rpm, prvni centrifugace 15 s, druhé centrifugace 2 min). Poté byla RNeasy
Mini kolonka ptenesena do €isté 2 ml mikrozkumavky a centrifugovana (14000 rpm, 1 min),
aby doslo k odstranéni zbyvajici kapaliny z membrany kolonky. Poslednim krokem extrakce

bylo presunuti RNeasy Mini kolonky do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky a pfidani 30 pl RNase-
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free vody (obsazena v kitu) pfimo na membranu kolonky. Ta byla poté centrifugovana (1 min
10 000 rpm), ¢imz doslo k uvolnéni RNA z kolonky. Koncentrace ziskaného roztoku RNA byla
zméfena na spektrofotometru NanoDrop (ThermoFischer). Dale jsme pomoci gelové
elektroforézy ovéfili integritu izolované RNA. Cést vzorku byla smichana s 6x nana$ecim
pufrem a nanesena na agardzovy gel (postup piipravy je blize popsan v ¢asti Gelova
elektroforéza). Pokud byly na gelu pozorovany vyrazné pruhy znacici nedegradovanou 28S a

18S ribozomalni RNA, pouzili jsme vzorky v naslednych experimentech.
Cisténi RNA

Pro odstranéni zbytkové DNA z extrahovanych vzorkii RNA byl pouzit DNA-free Kit
(Invitrogen). Ke vzorkiim RNA byla pfidana voda bez nukledz, 10x DNase I pufr a rDNase |
(vSe obsazeno v kitu) podle nésledujici tabulky (Tab. 3).

Celkové mnoiZstvi RNA <10 pg |> 10 pg | Tabulka 3: Slozeni reakce pro
RNA 29,0 pl | 29,0 pl| CiSténi RNA

Nuclease-free Water 1,5u| 0,5ul

10x DNase | pufr 3,5 ul 3,5 ul

rDNase | L0u| 2,0ul

Celkovy objem 35,0 ul| 35,0 pl

Vzorky byly diikladné promichany na vortexu a umistény do inkubétoru vyhtatého na
37 °C po dobu 30 minut. Poté k nim byla pfidana suspenze DNase Inactivation Reagent
(obsaZena v kitu) o objemu 0,1 vzorku a za obCasné¢ho michani byl inkubovan 2 minuty pfi
pokojové teploté. Nasledné byly vzorky centrifugovany (14 000 rpm, 90s) a supernatant byl
ptfenesen do sterilnich PCR mikrozkumavek. Nakonec byla zmétena koncentrace purifikované

DNA na spektrofotometru NanoDrop (ThermoFischer).
Syntéza cDNA

Pro piepis purifikované RNA do cDNA byla pouZita sada ImProm-1I™ Reverse
Transcription (Promega). Aby bylo mozné vzorky porovnat, bylo k ptepisu vzdy pouzito 200
ng RNA. K RNA byl pfidén 1 ul Oligo(dT) primerii (500 pg-ml™!, sou¢ast sady) a objem reakce
do 5 ul byl doplnén vodou bez nukleaz (soucést sady). Smeés byla zahtata na 70 °C po dobu 5
min, aby doSlo k denaturaci RNA a primert. Okamzité po zahtati byly vzorky ochlazeny ve
vodé s ledem minimalné po dobu 5 min. Mezitim byla pfipravena RT reakéni smés ze

zbyvajicich slozek reakce (Tab. 4).
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Reagencie Koncentrace Objem
zasobniho
roztoku
Voda bez nukleaz - 7,3 ul
ImProm-II™ 5x Reakéni pufr 5% 4,0 pl
MgCl, 25 mM 1,2 ul
dNTP Mix (10mM od kazdého dNTP) 10 mM 1,0l
Recombinantni RNasin Ribonukledzovy inhibitor 40 U-ml? 0,5 ul
ImProm-l™ Reverzni transkriptaza 10 U-pl? 1,0 ul
Smés RNA a Oligo(dT) primer( - 5,0 ul
Celkovy objem 20,0 ul

Tabulka 4: SloZeni reakce pro syntézu cDNA

Ochlazena smés RNA a Oligo(dT) primert byla sto¢ena na minicentrifuze. Poté bylo ke
vzorku pfidano 15 pl RT reakéni smési a PCR mikrozkumavky byly umistény do termocykléru.
Program se skladal z nésledujicich tii krokt: nasedani primeri (5 min, 25 °C), prodluzovani
fetézcl (60 min, 42 °C) a inaktivace reverzni transkriptdzy (15 min, 70 °C). Vyslednd cDNA

byla ulozena pii teploté -20 °C do dals$iho zpracovani.
Kvantitativni PCR v realném case

Pro ovéfeni hypotézy, zda se exprese genil kodujicich podjednotky komplexu NAC méni
béhem plisobeni abiotického stresu, byla pouZita kvantitativni PCR v realném case (qPCR). Pro

piipravu reakci byl vyuzit GoTaq® qPCR Master Mix (Promega).

Reagencie Koncentrace| Objem Tabulka 5: Slozeni reakce pro RT-qPCR
zasobniho
roztoku
GO Taq gqPCR Master mix - 5,00 ul
Templatovd cDNA 20 ng-pl? 1,25 pl
primy primer 10 um 0,50 pl
reverzni primer 10 um 0,50 pl
dH,0 - 2,75 ul
Celkovy objem 10,00 pl
Teplota Cas Opakovani| Tabulka 6: Nastaveni programu pro provedeni
95 °C 2 min RT-gPCR
95 °C 10s
58 °C 15s 45x
72 °C 20s
95 °C 5s
65 °C 1 min
Gradient 65°C - 95°C 4 min50s
40 °C 30s
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Jako referencni gen byl pouzit eukaryoticky elongacni faktor lo (eEFla). Pouzité

primery jsou uvedené v tabulce 7 (Klodova, 2019). Reakce byly ptipraveny dle tabulky 5.

LightCycler 480 II (Roche) byl nastaven podle parametrti v tabulce 6. Ziskand data byla

analyzovana metodou AAC-CQ™! a zpracovana do grafii v programu Microsoft Office Excel.

Jméno genu AGI et PFimy primer Reverzni primer

identifikator
eEFla At5g60390 TGAGCACGCTCTTCTTGCTTTCA | GGTGGTGGCATCCATCTTGTTACA
NACal At3g12390 TTCCGCACGAATCACGAATCTC | CTTCGGGCTTATCGAGATCG
NACa2 At3g49470 TCGTCACTCACCACCTCAC GTAACCGGTGGTTGCTCAGG
NACa3 At5g13850 TAGGGTTTCGTCACTCGCC CAAGATCGATCTTCTGCTCTTCC
NACa4 At4g10480 CTCCGAAGAAGAAGATAAGAG | CGTTCTCCTTCTGGAGCTTC
NACa5 At1g33040 GAGGACGTCGAAGTTGAAGGG | CACTCTGCTGACATCTGAGACAG
NACB1 At1g73230 TGCTCAGAAGAGGTCGAGCG | GGGAGAGACTTTCGAGACCC
NACB2 At1g17880 GCTGAGGCGGCATTACCTTC GCGTTCTCCTCAGACCAA

Tabulka 7: Seznam primert pouZzitych pro RT-qPCR Upraveno podle Klodova, 2019.

Statistické vyhodnoceni RT-qPCR

Pro statistickou analyzu dat ziskanych z RT-qPCR byl pouzit dvouvybérovy neparovy

t-test, kdy doSlo k porovnani Ct hodnot (z anglictiny Cycle treshold value) méfenych geni

s hodnotami referencniho genu. Analyza byla provedena v programu Excel.
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3.5 GoldenBraid klonovani

Extrakce chromozomalni DNA z E. coli

Jako pozitivni kontrola v holdazové eseji byl pouzit protein GroEl z E. coli. Aby mohlo
dojit kjeho domestikaci a vytvofeni expresniho plazmidu, bylo nutné vyextrahovat
genomickou DNA z E. coli podle (He, 2011). Nejprve bylo pfes noc napéstovano 5 ml
bakteridlni suspenze E. coli kmene TOP10a v LB médiu. 1,5 ml kultury bylo centrifugovano
(14 500 rpm, 1 min) a supernatant byl odstranén. Pelet byl resuspendovan v 600 pl lyza¢niho
pufru (10 mM Tris-Cl pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0, 0.6% (w/v) SDS (dodecylsiran sodny), 1,2
mg proteinaza K) a inkubovan 1 hodinu pfi 37 °C. Do mikrozkumavky bylo pfidano 600 pl
smeési fenolu s chloroformem (pomér miseni 1:1) a obsah byl opatrné¢ promichan. Vzorek byl
posléze centrifugovan (14 500 rpm, 5 min) a vodnd faze byla opatrn¢ prenesena do nové
mikrozkumavky. K vodné fazi byl pfidan stejny objem chloroformu a vzorek byl znovu
centrifugovan (14 500 rpm, 5 min). Vodna faze byla opé€t prenesena do ¢isté mikrozkumavky a
byl k ni pfidan trojnasobny objem vychlazeného 99,9 % ethanolu. Vzorek byl promichan a
inkubovan 30 min pfi teploté -20 °C. Nasledovala centrifugace (14 500 rpm, 5 min, 4°C), po
niz byl supernatant odstranén a nahrazen 70% (v/v) ethanolem. Poté nasledovala centrifugace
(14 500 rpm, 2 min), odsati supernatantu a vysuseni peletu ve vakuové vyveéve. Vyextrahovana
DNA byla rozpusténa v 50 ul vody a pouzita jako templat pro domestikaci sekvence genu

GroEl
Domestikace genu do systému GoldenBraid

Konstrukty byly vytvofeny metodou GoldenBraid 3.0 (Dusek et al., 2020). Prvnim
krokem byla domestikace sekvence poZadovaného genu. Primery pro amplifikaci jednotlivych
genll byly navrzeny za vyuziti aplikace GB Domesticator
(https://gbcloning.upv.es/do/domestication/). Poté byly otestovany na genomické DNA
s vyuzitim Tag DNA polymerazy. Po detekci produkti PCR reakce na gelové elektroforéze
bylo piistoupeno k amplifikaci sekvenci genit z cDNA za vyuziti DNA polymerdzy Phusion
(Bio Labs). Reakce byla ptipravena v objemu 50 pl podle tabulky 8 a vlozena do termocykléru

nastaveného za podminek uvedenych v tabulce 9.
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Koncentrace
Reagencie zasobniho | Objem
roztoku Teplota Cas Opakovani
5x HF pufr 10,0 pl 98 °C 30s
smés dNTP (je uvedena 10 mM 98 °C 30s
koncentrace kazdého 58 °C 30s 30x
dNTP) 1,0 ul 72 °C 1 min
DNA polymeraza Phusion 2000 u-ml? 0,5 ul 72 °C 5 min
Templatovd cDNA 20 ng 20 ng-ul? 1,0 pl 4°C -
PFimy primer 10 uM 2,5 ul ) ]
Reverzni primer 10 uM 2,5 ul Tabulka 9: Nastaveni ’termocykl'eru pro
PCR s DNA polymerazou Phusion
dH,0 32,5l
Celkovy objem 50,0 ul

Tabulka 8: Slozeni reakce pro PCR s DNA
polymerazou Phusion

Produkt reakce PCR byl vizualizovan na gelové elektroforéze. Pro potfeby klonovani
bylo potieba izolovat amplifikovanou sekvenci z elektroforetického gelu za pomoci kitu
GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) podle instrukci vyrobce.
Z agarozového gelu jsme vyftizli fragment obsahujici produkt PCR reakce o pozadované délce.
Vyftiznuta ¢ast gelu byla zvdZena a smichéna s Binding pufrem (soucast kitu) v poméru 1:1,2
(hmotnost gelu v mg : objem pufru v pl). Mikrozkumavka se smési byla inkubovana pii 55 °C
po 10 minut. Poté byl vzorek promichdn na vortexu a pfenesen do GeneJET purifikacni
kolonky. Kolonka byla centrifugovana (14 500 rpm, 1 min), zachyceny roztok odstranén a
kolonka naplnéna 750 pl promyvaciho pufru (soucast kitu). Opét byla kolonka stocena na
centrifuze (14 500 rpm, 1 min) a zachyceny pufr odstranén. Kolonka byla sto¢ena jesté
jedenkrét za stejnych podminek, aby doslo k odstranéni zbytkti promyvaciho pufru, a nasledné
byla pfenesena do nové 1,5 ml mikrozkumavky. Na membranu kolonky bylo opatrné ptidano
25 ul Elution pufru (soucast kitu) a vzorek tak byl inkubovan 1 min pfi pokojové teploté.
Nasledovala posledni centrifugace (14 500 rpm, 1 min) a zméteni koncentrace DNA ve vzorku
na spektrofotometru NanoDrop (ThermoFischer) . Vzorky byly poté uskladnény v mrazaku pfi

-20 °C.

Ziskané sekvence DNA byly pomoci restrikéniho Stépeni a nasledné ligace vlozeny do
plazmidu pUPD2. Reakce sestavala ze 75 ng pUPD2, 75 ng kazdé ¢asti domestikovaného genu
(n€které geny byly softwarem rozdéleny na nekolik Casti, protoze obsahovaly restrikéni mista
ve své sekvenci), 0,5 pl restrikéniho enzymu BsmBI (10 u-pl™!, Thermo Scientific), 0,6 ul T4
DNA ligazy (1 u-pl!, Invitrogen), 1 ul T4 pufru (10x, Invitrogen) a nakonec byla reakce
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doplnéna do findlniho objemu 10,0 pl destilovanou vodou. Nésledné byly pfipravené vzorky

vlozeny do termocykléru a podrobeny nasledujicimu cyklu dle tabulky 10.

Teplota Cas Opakovani|  Tapylka 10: Nastaveni termocykléru pro ligacni reakei

37°C 30 min
37°C 2 min
- 45x
16 °C 5 min
37°C 30 min
65 °C 15 min
4°C oo

Transformace bakterii E. coli

K transformaci bakterii Escherichia coli kmene Topl0Oa byly pouzity 2 ul vysledné
reakce. Z mrazaku o teploté -80 °C byla vyjmuta mikrozkumavka s 50 pl kompetentnich bun¢k
E. coli a ponechana roztat na ledu. Poté bylo do mikrozkumavky pfidano 2,5 ul GoldenBraid
reakce pfipravené v predchozim kroku. Smés byla jemné promichéna a inkubovana na ledu po
30 min. Nasledn¢ byla mikrozkumavka s bakteriemi vlozena do ptredehfaté vodni lazné o
teploté 42 °C na 30 s. Okamzit¢ po zahtati byla mikrozkumavka vracena na led a zde
inkubovana 2 min. Poté do ni bylo pfidano 250 pl SOC média (0.5 mM kvasnicovy extrakt, MP
Biomedicals; 2 mM trypton, Sigma; 10 mM chlorid draselny, Serva; 2.5 mM chlorid hote¢naty,
Sigma; 20 mM glukdza, Serva) a smés byla inkubovana na tiepacce (200 rpm, 60 min, 37 °C).
Po skonceni inkubace bylo 100 pl bakteridlni suspenze rozetfeno na Petriho misku s LB
médiem (LB agar low salt (10 g-I"! trypton, 5 gI"! chlorid sodny, 5 g:I"! kvasnicovy extrakt, 10
gI'! agar; Duchefa) s 24 pg'ml™! IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid), 20 pg-ml! X-
Gal (5-bromo-4-chloro-1H-indol-3-yl B-D-galactopyranosid) a 34 pg-ml' chloramfenikolu.
Misky byly inkubovany do druhého dne pii teploté 37 °C.
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Colony PCR

Z narostlych bakteridlnich kolonii bylo vybrano 8 bilych kolonii, u kterych bylo pomoci
colony PCR ovéteno, zda nesou sekvenci klonovaného genu. Reak¢ni smés byla piipravena
podle tabulky 11 a napipetovana do PCR desticky. Pipetovaci SpiCkou byla ¢ast bakterii
ptenesena z Petriho misky pfimo do jamky v desti¢ce. Termocykler byl nastaven podle tabulky
12. Amplifikované¢ fragmenty DNA byly vizualizovany za na gelové elektroforéze a

vyhodnoceny (detailni postup byl popsan v ¢asti Gelova elektroforéza).

Koncentrace

Teplota Cas Opakovani
Reagencie zasobniho | Objem 94 °C 5 min
— roztoku 94 °C 1 min
evruaza pufr 10x 2,50 ul 55 °C 1 min 40%
smés dNTP (je 72 °C > min
uvedena koncentrace 10 mM
kazdého dNTP) 0,50 72°C > min
Taq DNA polymeréza 50 U- pl? 0,15 pl 4°C >
Pfimy primer 10 pM 1,00 pl Tabulka 12: Nastaveni termocykléru pro
Reverzni primer 10 pMm 1,00 pl colony PCR.
dH,0 - 19,85 ul
Celkovy objem 25,00 pl

Tabulka 11: SloZeni reakce pro colony PCR.

Extrakce plazmidi a priprava glycerolovych konzerv

Ze dvou pozitivné testovanych kolonii na colony PCR byla ¢ast odebrana pipetovaci
$pickou a prenesena do zkumavky s 5 ml tekutého LB média (LB agar low salt (10 g-1"! trypton,
5 g-1"! chlorid sodny, 5 g-1"! kvasnicovy extrakt; Duchefa) se selekénim antibiotikem (34 pg-ml”
! chloramfenikol). Kultury byly inkubovany pii 37 °C s tfepanim o intenzité 200 rpm do
druhého dne. Glycerolova konzerva byla pfipravena smichanim 0,5 ml kultury s 80% (v/v)

roztokem glycerolu, zamrazena v tekutém dusiku a uskladnéna pfi -80 °C.

Zbyvajici kultura byla pouzita k extrakci plazmidid pomoci GeneJET Plasmid MiniPrep
kit (ThermoFisher) podle instrukci vyrobce. 4 ml bakteridlni suspenze byly centrifugovany
(5000 rpm, 1 min). Supernatant byl odlit a pelet byl resuspendovan v 250 pl resuspenzacniho
roztoku (obsazen v kitu). Ke vzorku bylo dale pfidano 250 pl lyza¢niho roztoku (obsazen
v kitu) a smés byla promichavéna dokud se nestala mirné¢ prtihlednou. Poté k ni bylo pfidano

350 pl neutralizacniho roztoku (obsazen v kitu) a vzorek byl opét promichan. Nasledovala
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centrifugace (14 500 rpm, 5 min) a supernatant byl pienesen do GeneJet Spin kolonky. Kolonka
byla centrifugovana (14 500 rpm, 1 min) pro odstranéni roztoku a zachyceni molekul plazmidt
na membran¢ kolonky. Protekly roztok byl odlit a do kolonky bylo ptidano 500 ul promyvaciho
roztoku (obsazen v kitu), piicemz byla kolonka znovu centrifugovana (14 500 rpm, 1 min).
Krok spromyvacim roztokem byl zopakovan a nasledné¢ byla prazdnd kolonka znovu
centrifugovéna (14 500 rpm, 1 min), kvili odstranéni zbytkd roztokd. Kolonka byla poté
pienesena do Cisté 1,5 ml mikrozkumavky. Na membranu kolonky bylo posléze naneseno 50
ul eluéniho pufru a poté byla kolonka 5 minut inkubovana za pokojové teploty. Mikrozkumavka
byla centrifugovana (14 500 rpm, 2 min) a koncentrace vyextrahovanych plazmidi byla
zmétena na spektrofotometru NanoDrop. Pro ovéfeni integrity plazmidi byla ¢ast vzorku
smichéna s 6% nanasecim pufrem a nésledn¢ nanesena do jamek v agar6zovém gelu (postup
ptipravy byl blize popsan v ¢asti Gelova elektroforéza). Spravnost naklonovanych konstruktt

byla ovéfena Sangerovym sekvenovanim ve firmé Eurofins genomics.

Podle vyse popsané¢ho postupu byly nasledné ptipraveny plazmidy ol2 a znich
vychazejici plazmidy pLX urfené pro transformaci rostlin. SloZeni reakce pro ptipravu
plazmidi 12 a pLX je uvedeno v tabulce 13 a 14. VSechny konstrukty vytvofené v ramci této
prace jsou uvedeny v tabulce 15. Sekvence primert pouzitych k domestikaci genil a primert

urcenych ke colony PCR jsou v tabulce 16.

Koncentrace Koncentrace
Slozky zasobniho | Objem Slozky zasobniho | Objem
roztoku roztoku
al2_empty 75 ng-ul? 1,00 ul | | pLX12_empty 75 ng-ul?t 1,00 pl
pUPD2_p35S 75 ng-ul? 1,00 pl | | all_stuffer 75 ng-ul?t 1,00 pl
pUPD2_ NACal 75 ng-ul? 1,00 pl | | a12_p35S:: NACal- 4
75 ng-ul
pUPD2_3xFLAG 75 ng-ul? 1,00 pl | | 3xFLAG 1,00l
pUPD2_tNOS 75 ng-pl? 1,00 ul | |13_stuffer 75 ng-pl* 1,00 pl
BSA | 10 u-pl? 0,50 ul| | al4_stuffer 75 ng-ul? 1,00 l
T4 DNA ligaza 1 u-pl? 0,60 ul a2_KanFast+Oleosin 75 ng-ul?t 0,50 pl
T4 pufr 10x 1,00 | |BSMBI 10 u-pl™ 0,50 pl
dH,0 - 2,90 ul| |T4DNA ligdza 1u-pl? 0,60 ul
Celkovy objem 10,00 ul | | T4 pufr 10x 1,00
dH,0 - 1,90 pl
Tabulka 13: SloZeni reakce pro pfipravu expresni Celkovy objem 10,00 pl

jednotky v plazmidu al2 Tabulka 14: Slozeni reakce pro pifipravu plazmidu

pLX, ur¢en¢ho ke transformaci A. tumefaciens
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Jméno konstruktu

Vektor

Antibioticka rezistence

NACa1

NACa2

NACa3

NACoa4

NACa5

HSP90.2

GroEl

lacl+TACprom

rrnbT1+T2term

pUPD2

Chloramfenikol

p35S::NACa1-3xFLAG

p35S::NACa2-3xFLAG

p35S::NACa3-3xFLAG

p35S::NAC04-3xFLAG

p35S::NACa5-3xFLAG

p35S::HSP90.2-3xFLAG

lacl+TACprom::GroEI-3xFLAG

al12

Kanamycin

p35S::NACa1-3xFLAG

p35S::NACa2-3xFLAG

p35S:NACaA3-3xFLAG

p35S::NACa4-3xFLAG

p35S::NACa5-3xFLAG

p35S::HSP90.2-3xFLAG

pLX

Spectinomycin

Tabulka 15: Seznam vytvotfenych plazmidovych konstruktl
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Jméno primeru

Sekvence (orientace 5'-3')

Ucel

dm_HSP90.2_F1

GCGCCGTCTCGCTCGAATGGCGGACGCTGAAACCTT

GoldenBraid klonovani

dm_HSP90.2_R1

GCGCCGTCTCGCAGTCTCATCCAGTTTCAGAC

GoldenBraid klonovani

dm_HSP90.2_F2

GCGCCGTCTCGACTGAAGATGAAAAGAAGAAGAAAG

GoldenBraid klonovani

dm_HSP90.2_R2

GCGCCGTCTCGGCAGTCTCAAAGAGGAGAAG

GoldenBraid klonovani

dm_HSP90.2_F3

GCGCCGTCTCGCTGCTCTTCTCACTTCTGGT

GoldenBraid klonovani

dm_HSP90.2_R3

GCGCCGTCTCGCTCACGAACCGTCGACTTCCTCCATCTTGC

GoldenBraid klonovani

dm_3xFLAG_F

GCGCCGTCTCGCTCGTTCGGATTATAAGGACCATGACGGA

GoldenBraid klonovani

dm_3xFLAG_R

GCGCCGTCTCGCTCAAAGCTCACTTATCGTCATCGTCCTT

GoldenBraid klonovani

dm_lacl+TACprom_RC_F1

GCGCCGTCTCGCTCGGGAGGACACCATCGAATGGTGCAA

GoldenBraid klonovani

dm_lacl+TACprom_RC_R1

GCGCCGTCTCGAAACGGGCAACAGCTGATTG

GoldenBraid klonovani

dm_lacl+TACprom_RC_F2

GCGCCGTCTCGGTTTCACTGGTGAAAAGAAAAACC

GoldenBraid klonovani

dm_lacl+TACprom_RC_R2

GCGCCGTCTCGCTCACATTAATCTATGGTCCTTGTTGGTG

GoldenBraid klonovani

dm_rrnbT14T2term_RC_F

GCGCCGTCTCGCTCGGCTTGCGAGAGTAGGGAACTGCCA

GoldenBraid klonovani

dm_rrnbT14T2term_RC_R

GCGCCGTCTCGCTCAAGCGAAAAGGCCATCCGTCAGGAT

GoldenBraid klonovani

dm_GroEl_F GCGCCGTCTCGCTCGAATGGCAGCTAAAGACGTAAAATTC GoldenBraid klonovani
dm_GroEl_R GCGCCGTCTCGCTCACGAACCCATCATGCCGCCCATGCCAC GoldenBraid klonovani
dm_NACal_F GCGCCGTCTCGCTCGAATGACTACCGAAGAGAAAGAG GoldenBraid klonovani
dm_NACal_R GCGCCGTCTCGCTCACGAACCACCGGTGGTAAGCTCCATGA GoldenBraid klonovani
dm_NACa2 F GCGCCGTCTCGCTCGAATGTCTCCTCCTCCTGCTGT GoldenBraid klonovani
dm_NACa2_R GCGCCGTCTCGCTCACGAACCACCAGTAGTGAGTTCCATTATTG | GoldenBraid klonovani
dm_NACa3 _F GCGCCGTCTCGCTCGAATGACTGCCGAACAGAAAGTG GoldenBraid klonovani
dm_NACa3 _R GCGCCGTCTCGCTCACGAACCGGTAAGCTCCATGATGGCAG GoldenBraid klonovani
dm_NACa4 _F GCGCCGTCTCGCTCGAATGCCAGGTCCAGTTATTGAG GoldenBraid klonovani
dm_NACa4 _R GCGCCGTCTCGCTCACGAACCACCTGTAGTGAGTTCCATAATG | GoldenBraid klonovani
dm_NACa5 _F GCGCCGTCTCGCTCGAATGCCAGGAGCAATTGTGGA GoldenBraid klonovani
dm_NACa5 _R GCGCCGTCTCGCTCACGAACCTGTAGTGAGTTCCATAATGGC | GoldenBraid klonovani
35S _end_F ATTTCATTTGGAGAGAACACGGGGG Colony PCR
seq_Kan_F CGAGAAAGTATCCATCATGG Colony PCR
seq_Kan_R CCATGATGGATACTTTCTC Colony PCR
cd_tOle_R CCCGACATTGGAGTTATTGG Colony PCR
NOST_R TCATCGCAAGACCGGCAACAG Colony PCR
. Colony PCR a

355_middle_F AGACCAAAGGGCAATTGAGA genot?/pova’m’ rostlin
Flag R Colony PCR’a’ '

- CTTATCGTCATCGTCCTTAT genotypovani rostlin
pUPD2_F CCGATCAACTCGAGTGC Colony PCR
pUPD2_R TGTTCTTTCCTGCGTTATCC Colony PCR
LB_F TGGCAGGATATATTGTGGTG Colony PCR
RB_R GTTTACCCGCCAATATATCC Colony PCR

Tabulka 16: Seznam pouzitych primeri uréenych k domestikaci genti do klonovaciho systému
GoldenBraid, primery pro colony PCR, z nichz nékteré byly posléze pouzity ke genotypovani
transformovanych rostlin.
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3.6 Priprava transformovanych linii rostlin

Transformace A. tumefaciens elektroporaci

Aby bylo mozné vytvorenym konstruktem transformovat rostliny, bylo je nutné nejprve
vlozit do kompetentnich bunck bakterie Agrobacterium tumefaciens kmenu GV 3101.
Mikrozkumavka s 50 pl kompetentnich bunék byla vyjmuta z mrazaku o teploté -80 °C a
nechdna pozvolna roztat na ledu. Poté bylo do mikrozkumavky pfiddno 200 ng plazmidové
DNA. Obsah mikrozkumavky byl jemné protfepan a inkubovan na ledu 3 minuty. Poté byla
smés pienesena do elektroporacni kyvety, kterd byla vystavena v elektroporatoru (Eppendorf
Eporator) elektrickému pulsu o napéti 2 kV. Poté byl okamzité k suspenzi ptfidan 1 ml YEB
média (6 g-1"! kvasnicového extraktu, 5 g-1"! peptonu, 5 g-1"! sacharézy, 0,5 g-I'! heptahydratu
siranu hotfe¢natého) a cely objem kyvety byl pfenesen do mikrozkumavky. Ta byla ulozena do
ttepacky (160 rpm, 2 h, 28 °C). Nasledn¢ bylo v laminarnim flowboxu rozetfeno 200 pl
bakterialni suspenze na Petriho misku s YEB médiem (6 g-1"! kvasnicového extraktu, 5 g-1'!
peptonu Sigma, 5 g-1'! sachardézy Sigma, 0,5 g-1"' heptahydratu siranu hofe¢natého Sigma, 12
gI" agaru Sigma) a selekénimi antibiotiky (kone¢na koncentrace 50 pg-ml-! rifampicin, 50
ug'ml! gentamycin, 100 ugml! spectinomycin), pficemZ miska byla poté vlozena do
inkubatoru nastaveného na 28 °C. Po dvou dnech byly vybrany 2 kolonie, ze kterych byla ¢ast
pfenesena do zkumavky s5 ml tekut¢tho YEB média s pfisluSnymi antibiotiky (finalni
koncentrace 50 ug-ml™! rifampicin, 50 pg-ml! gentamycin, 100 pg-ml! spectinomycin). Tekuté
kultury byly kultivovany pies noc v ttepacce (160 rpm 28 °C) a nasledné z nich byly vytvofeny
glycerolové konzervy. Ty vznikly smichanim 0,5 ml bakterialni kultury s 0,5 ml 80% glycerolu.

Tyto konzervy byly zmrazZeny v tekutém dusiku a uchovavany v mrazéku o teploté -80 °C.
Transformace rostlin

Kdyz WT rostliny péstované na pudnim substratu vytvofily kvétni lodyhy, byla
z glycerolové konzervy s transformovanymi bakteriemi A. tumefaciens odebrana pipetovaci
Spickou ¢ast obsahu a rozetfena na Petriho misku s YEB médiem a odpovidajicimi antibiotiky
(kone¢na koncentrace 50 pgml! rifampicin, 50 pgml! gentamycin, 100 pg-ml’!
spectinomycin). Misky byly ponechany pifes noc pii teploté¢ 28 °C. Druhy den byla cast
narostlych bakterii pfenesena do zkumavky s 5 ml tekutého YEB média a byly kultivovany pies
noc ve tiepacce (160 rpm, 28 °C). Tteti den bylo 200 pl bakteridlni suspenze preneseno do 200

ml Cerstvého YEB média s patfiénymi antibiotiky a bakterie byly opét kultivovany pies noc za
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stejnych podminek. Ctvrty den byly kultury pielity do 250 ml centrifuga¢nich zkumavek
(Beckman) a stoceny (3 900 rpm, 20 min). Supernatant byl opatrn¢ slit a pelet byl
resuspendovan v 5 ml infiltraéniho média (0.022 % MS soli (Sigma), 5 % sachar6za (Sigma),
1 ml'l"! roztoku vitamin® podle Gamborga (Sigma), 0.05% MES (kyselina 2-(N-morfolino)-
ethansulfonov4; Duchefa), 10 pg-1! benzylaminopurin). Resuspendované bakterie byly
pfeneseny do kadinky s 0,5 I infiltraéniho média a bylo k nim ptidano 150 pl surfaktantu Silwer
Star (AgroBio) (upraveny protokol podle Bent, 2006). Kvétenstvi rostlin byla ponoiena do
bakterialni suspenze po dobu 45 s. Nasledné byly rostliny byly umistény do cerného
plastikového pytle a ulozeny v kultiva¢ni mistnosti do piiStiho dne. Pytel byl poté odstranén a

rostliny byly péstovany az do dozrani SeSuli, z nichz byla sklizena semena.
Selekce transformovanych rostlin

Transformovand semena byla selektovana na pfitomnost Cerveného fluorescen¢niho
proteinu (RFP) pod fluorescenénim stereomikroskopem. Vkladany konstrukt totiz obsahoval i
sekvenci pro RFP s oleosinovym promotorem, ktery je aktivni vyhradné ve zralych semenech.

Po jejich vykliceni byly rostliny dale genotypovany na pfitomnost vnesenych konstrukti.
3.7 Exprese rekombinantniho proteinu v E. coli

Pomoci systému GoldenBraid byl vytvoten expresni plazmid, ktery byl nasledné vloZen
do kompetentnich bunék E. coli kmene BL21. Proces transformace byl stejny jako u kmene
Topl0a, popsany vySe. Z LB agarovych misek byly vybrany dvé kolonie transformovanych
bakterii, které byly naockovany do 20 ml LB média s 50 pg/ml kanamycinu. Kultury byly
kultivovany pies noc v ttepacce (200 rpm, 37°C). Nasledujiciho dne byla ve spektrofotometru
zm¢étena optickd denzita kultur pti 600 nm (ODsgo). Kultura byla nasledné roziedéna do 500 ml
LB média s antibiotikem tak, aby jeji vysledné ODsoo bylo 0,05-0,1. Roziedéna kultura byla
vracena do tfepacky (200 rpm, 37 °C) dokud se hodnota ODsoo nezvysila na 0,4, coz nastalo
pfiblizné po 2-3 hodinach. Poté byla indukovéna exprese rekombinantniho proteinu pfidanim
IPTG do findlni koncentrace 0,1 mM. Po tfech hodindch od indukce byla suspenze prelita
centrifugacnich zkumavek (Beckman) o objemu 250 ml a centrifugovana (4 000 rpm, 20 min,
4 °C). Supernatant byl odstranén a pelet byl pouZzit na extrakci proteinli a néslednou

imunoprecipitaci.
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3.8 Izolace proteinii

Proteiny pro test holdazové aktivity byly izolovany z listii vytvofenych linii husenicku
rolniho (pro35S::NACal-3XFLAG, pro35S::NACa2-3xFLAG, pro35S::NACa3-3xFLAG,
pro35S::NACo4-3xFLAG, pro35S::NACa5-3xFLAG, pro35S::NACB1-3xFLAG,
pro35S::NACB2-3XFLAG, pro35S::HSP90.2-3xFLAG), nebo v ptfipadé¢ proteinu GroEl
z transformovanych bakterii E. coli. Bakteridlni pelet z indukovanych kultur E. coli byl
resuspendovan v 2 ml lyza¢niho pufru (10 mM Tris-Cl pH 7,5; 14 % (v/v) glycerol; 150 mM
NaCl; 0,5 mM EDTA; 0,1 % (v/v) IGEPAL CA-630; 7 mM PMSF (benzylsulfonyl fluorid); 1x
protedzov¢ inhibitory, A32955 Thermo Scientific) a homogenizovan za pouziti ultrazvuku po
dobu 45 s. Rostlinny material byl homogenizovan spoleéné s 600 pl lyza¢niho pufru v
homogenizatoru FastPrep-24™ 5G (MP Biomedicals). Homogenizované vzorky byly
centrifugovany (14 000 rpm, 20 min, 4 °C), supernatant byl pfenesen do pfedchlazenych
zkumavek a 40 pl extraktu bylo uschovano v oddélené mikrozkumavce pro analyzu na SDS-

PAGE elektroforéze.
3.9 Imunoprecipitace

Pro oddéleni poZadovanych proteinli z celkového extraktu byla pouZita
imunoprecipitace monoklonalnimi anti-Flag M2 protilatkami konjugovanymi s magnetickymi
Casticemi (Sigma, kat. €. M8823). Pfed pouzitim bylo ze zadsobniho roztoku protilatek oddéleno
pozadované mnozstvi (20 pl roztoku protilatek na 1 vzorek), které bylo promyto ve 100 pul TBS
pufru (50 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, pH 7,4). Mikrozkumavka s protilatkami byla umisténa
do magnetického stojanku a pufr byl odstranén. Proces byl dvakrat zopakovan. K protilatkdm
byl posléze pfidan proteinovy extrakt a smés byla inkubovéna ptes noc pii 8 °C na rotacni
trepacce. Po ukonceni inkubace byl vzorek umistén do magnetického stojanku, 40 pl
supernatantu bylo odebrano do ¢isté mikrozkumavky jako kontrola ti¢innosti imunoprecipitace
a zbytek byl odstranén. Protilatky byly 3% promyty pufrem TBS o objemu 1 ml . Navazané
proteiny byly uvolnény 50 ul 0,1 M roztoku glycinu (pH 3,0) po dobu 15 min za stdlého michani
na rotacni tfepacce. Poté byl vzorek opét umistén do magnetického stojanku a eluat prenesen

do mikrozkumavky s 10 pl vzorkového pufru (0,5 M Tris-Cl pH 7,4 a 1,5 M NaCl).

Eluat byl dale diafiltrovan a zakoncentrovan pouzitim Amicon Ultra-2 centrifugacnich

filtra¢nich jednotek s membranovymi pory o velikosti 10 kDa. Jednotka byla sestavena podle
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navodu a bylo do ni pfeneseno 60 pl eluatu a 2 ml 40 mM HEPES pufru pH 7,5 (kyselina N'-
2-hydroxyethylpiperazin-N'-2 ethansulfonova; Sigma). Po centrifugaci (7 500xg, 30 min) byla
odstranéna sbérna cast filtratni jednotky s pfefiltrovanym roztokem. Pro uvolnéni

zakoncentrovaného proteinového roztoku byla filtracni jednotka obracena a centrifugovana

(1 000xg, 2 min).
Stanoveni koncentrace proteinu

Pro stanoveni koncentrace ziskaného proteinu pomoci imunoprecipitace byl pouzit
Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit (Thermo Scientific). Do mikrotitracni desticky bylo
napipetovano 10 pl proteinovych standardii (BSA v 40mM HEPES pufru) o koncentraci 25, 50,
75, 100, 125, 150 a 250 mg/ml ve dvou technickych replikdch a 10 pl méteného vzorku. Do
vSech jamek bylo pfidano 300 pl Pierce Detergent Compatible Bradford Assay Reagent
(obsazen v kitu) a obsah jamek byl promichan. Desti¢ka byla inkubovana 10 min pii pokojové
teploté a nasledné byla zméfena absorbance vzorki pfi 595 nm v Clariostar Plus plate reader
(BMG Labtech). Podle ziskanych dat byla v programu Microsoft Office Excel vytvofena
standardni kfivka a podle ni byla spo¢tena koncentrace proteinu ve vzorku po imunoprecipitaci.
Nasledné byla cast vzorku pouzita pro detekci proteinu na Western blotu a ¢ast pro testovani

holdazové aktivity.

3.10 SDS-PAGE elektroforéza

SDS-PAGE elektroforéza byla provedena v Mini-PROTEAN Tetra Cell systému
(Biorad). Jako prvni byl pfipraven separacni gel (11,25 % (v/v) roztok akrylamidu a
bisakrylamidu 37,5:1 (Biorad), 0,125 M Tris-Cl pH 8,8 (MP Biomedicals), 0,1% SDS (Serva),
0,1% (v/v) peroxodisiran amonny (Sigma), 0,2% (v/v) tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED,
Carl ROTH)). Na n¢j byl nasledné piipraven zaostfovaci gel (5% (v/v) roztok akrylamidu a
bisakrylamidu 37,5:1, 0,125 M Tris-Cl pH 6,8, 0,1% SDS, 0,06% (v/v) peroxodisiran amonny,
0,2% (v/v) TEMED). Gely byly po utuhnuti pievrstveny elektrodovym pufrem (25 mM Tris,
192 mM glycin (Sigma), 0,1% SDS). Vzorky byly pfed nanesenim na gel smichany s 3x
nandSecim pufrem (0,15M Tris-Cl pH 6,8, 30% (v/v) glycerol, 6% SDS, 0,15M DTT (28S,3S)-
1,4-bis(sulfanyl)butan-2,3-diol; Sigma), 0,03% bromfenolova modi), promichdny a zahiaty na
95 °C po dobu 5 min. PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher) byl spolu se
vzorky nanesen do jamek. Elektroforetickd vana byla poté pfipojena ke zdroji o napéti 75 V,

dokud modr¢ ¢elo vzorkli nedorazilo na rozhrani koncentra¢niho a separacniho gelu. Poté bylo
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napéti zvySeno na 150 V po dobu 50-60 min. Po skonceni elektroforézy byl jeden gel barven
koloidni Coomassie Brilliant Blue G250 a druhy byl uréen na pifenos proteinli na

nitrocelulézovou membranu metodou Western blot.
Barveni SDS-PAGE geli pomoci Coomassie Brilliant Blue G-250

Gel byl dvakrat po deseti minutach promyt v destilované vod¢. Nasledné byl obarven
koloidnim roztokem Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 (5% (w/v) hydrat siranu hlinitého
(Sigma), 0,02% (w/v) CBB G-250 (Sigma), 10% (v/v) ethanol, 2% (v/v) kyselina fosfore¢na
(Roth)). SDS-PAGE gel byl v barvicim roztoku inkubovéan pfi pokojové teploté pies noc,
pricemz nasledujiciho dne bylo pozadi gelu odbarveno hodinovou inkubaci v odbarvovacim
roztoku (10% (v/v) ethanol, 2% (v/v) kyselina fosfore¢na). Pied fotografovanim byl gel vlozen
do destilované vody po dobu 2x10 min a poté vyfocen pfistrojem G-box (Syngene). Fotografie

byly poté upraveny a popsany v programu Gimp.

3.11 Western blot

Proteiny z SDS-PAGE gelu byly pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu metodou
polosuchého Western blotovani (Cold Spring Harbor Protocols, 2006). Dvanact kusa
filtraéniho papiru shodnych s rozméry gelu bylo namoceno do transferového pufru (46,7 mM
Tris, 38,6 mM glycin, 1,3 mM SDS, 20% (v/v) metanol) po dobu 10 min. Do transferového
pufru byla kratce namocena i nitrocelulésova membrana. Nasledné bylo na katodé blotovaciho
piistroje (Owl Hep-1, Thermo Scientific) na sebe navrstveno 6 kusu filtraéniho papiru, SDS
gel, blotovaci membrana a nakonec 6 kust filtra¢niho papiru(obr. 7). Pfistroj byl pfipojen ke
zdroji elektrického napéti o velikosti 20 V po dobu 30 min. Po skonceni pfenosu proteinili na
membranu byla membrana tfikrat promyta po dobu 5 min pufrem 1xXTBST (Tris-buffered saline
with Tween 20 slozeny z: 10 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,05% Tween 20 Sigma). Nasledné byla
membrana blokovana 5% roztokem suseného mléka (Bohemilk) v 1xTBST pfi teploté 8 °C
pfes noc. Posléze byla 5 minut promyvana pufrem 1xTBST. Nasledovala hodinova inkubace v
primarni protilatce anti-Flag M2 produkovand v mysi (F3165 Sigma) 3 000x roziedéna v 0,5%
roztoku albuminu z hovéziho séra (BSA) v pufru 1xTBST. Poté byla membrana opét tikrat
promyta pufrem 1XxTBST a byla 30 min inkubovana v roztoku sekundarni anti-mysi protilatky
konjugované s alkalickou fosfatazou (A3562 Sigma) 5000 roziedéna v 0,5% BSA v TBST.
Nasledovalo opétovné promyti membrany pufrem 1xTBST (celkem tfikrat po péti minutach) a

vizualizace signalu alkalické fosfatdzy. Vyvolani bylo provedeno ponofenim membrany do AP
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pufru (100mM Tris-CI pH 9,5, 100mM NaCl, 5SmM MgCl) s 0,38 mM BCIP (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl fosfat) a 0,4 mM NBT (nitro blue tetrazolium). Po zviditelnéni pruhti byla
reakce ukoncena oplachnutim membrany destilovanou vodou. Nasledné byly membrany
vyfoceny v pfistroji pro dokumentaci gelti (G-Box; Syngene). Ziskané fotografie byly upraveny

a popsany v programu Gimp.

Obrazek 7: Schéma vrstev pii western blotovani , kdy dochazi k prenosu proteint z SDS-PAGE gelu
na nitrocelulésovou membranu. Prevzato z Thermo Scientific, 2011.

3.12 Test holdazové aktivity

Holdé4zové aktivita byla testovana podle (Haslbeck and Buchner, 2015). Princip této
metody spoc¢iva v méfeni zmén absorbance zplisobenych agregaci reportérového proteinu.
Samotna agregace je vyvolana ptisobenim zvysené teploty, nebo indukovana chemicky. Pokud
jsou je v roztoku pritomen spolu s reportérovym proteinem i protein s holdazovou aktivitou, ke

zvySeni absorbance nedojde.

Jako reportérovy protein byla pouzita citratsyntaza z praseciho srdce zakoupena ve
formé suspenze v siranu amonném (CS; Sigma C3260-1KU). Dodana zkumavka s CS byla
nejprve centrifugovana (14 000 rpm, 10 min, 4 °C). Supernatant byl odstranén a pelet byl
resuspendovan v TE pufru (50 mM Tris-CL, 2mM EDTA, pH 8,0), aby bylo dosazeno vysledné
koncentrace CS 150 uM.
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Pro chemicky indukovanou agregaci je 150 uM CS roziedéna v poméru 1:10 roztokem
4M guanidinium chloridu a 40 mM HEPES, pH 7,5. Smés byla inkubovana 2 hodiny pii 16 °C.
V pribéhu inkubace CS byla zmeéfena absorbance roztokii s chaperony pii 360 nm ve
spektrofotometru . Po skonc¢eni inkubace byl do kyvet napipetovan roztok CS, aby jeho konecna
koncentrace byla 1 uM a findlni koncentrace chaperont 1-16x vyssi. Nésledné byla méfena
absorbance vzorkl pfi 360 nm po dobu 7 min. Ziskané hodnoty byly zpracovany do grafu

v programu Microsoft Office Excel.

Pti tepelné agregaci byl roztok s chaperony predehtat na 43 °C a byla zméfena jeho
absorbance pti 360 nm. Néasledné byla k chaperontim ptidana CS o finalni koncentraci 1 pM.
Konec¢na koncentrace chaperonil opét byla v poméru k CS 1-16:1. Kyvety byly inkubovany pfi
43 °C a kazdych 5 min byla zméfena absorbance pii 360 nm. Méfeni bylo provadéno po dobu

jedné hodiny. Data byla posléze zpracovana v programu Microsoft Office Excel.
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4 VYSLEDKY

4.1 Vliv osmotického a solného stresu na kli¢ivost semen

Pro funk¢ni charakterizaci B-podjednotky komplexu NAC jsme se rozhodli studovat vliv
osmotického a solného stresu na kli¢ivost semen mutantni linie nacf Inacf2 a nadexprimujicich
linii pro35S::NACB1-GFP a pro35S::NACB2-GFP. Podle publikovanych dat u jinych diive
studovanych rostlinnych druhti, naptiklad tabaku virginského (Nicotiana tabacum, Pruthvi et
al.,2017), nebo pSenice seté (Triticum aestivum, Kang et al., 2013), jsme predpokladali, ze linie
nacfInacf2 bude oproti divokym rostlindm vykazovat niz$i kli¢ivost semen za stresovych

podminek. Naopak podle ptiivodni hypotézy méla nadexprese vést k vyssi kli¢ivosti semen.

Aby bylo mozné v prubéhu stresovych experimentl zajistit co nejvice kontrolované
podminky s co nejmensi variabilitou mezi opakovanimi, byla semena studovanych linii vyseta
v podminkdch in vitro na MS/2 médium s pfidavkem manitolu (ve findlnich koncentracich
250mM, 300mM a 350mM) nebo polyetylenglykolu (PEG; o celkové koncentraci 10 %, 15 %
a 18 % w/v). Pridavek obou téchto latek zpiisobuje osmoticky stres, ale obé se liSi svoji
schopnosti vstupovat do bun€k. Manitol vstupuje do nitra rostlinnych bun€k, zatimco PEG 8000
dovnitf bun€k vniknout nemtiZze. Pro navozeni solného stresu byl do média pfidan chlorid sodny
o finalni koncentraci 50mM, 100mM, 125mM a 150mM. Pfi kazdém vysevu byla semena
vyseta 1 na ¢ist¢é MS/2 médium, které slouzily jako kontrola. Vyseté misky byly umistény na
jeden den do chladové mistnosti, aby probéhla teplotni stratifikace semen, a néasledné byly
pfemistény do kultiva¢ni mistnosti. Poté byl hodnocen pocet vyklicenych semen vzdy 4., 6., 8.,
11. a 13. den od pieneseni misek do kultivaéni mistnosti. Semeno bylo povazovano za
vykli¢ené, kdyZ byly na semenacku rozeznatelné oddélené délozni listky. Pfi stresovych
experimentech byly pouzity u nadexprimujicich linii vzdy dvé nezavisle vzniklé linie
oznacované v této diplomové préci jako pro35S::NACB1-GFP_1 a pro35S::NACB1-GFP 2,
respektive pro35S::NACP2-GFP_1 a pro35S::NACP2-GFP_2. Ob& nadexprimujici linie se
chovaly za stresovych podminek obdobné&, a proto jsou déale uvadéna data pouze pro linie
pro35S::NACBI-GFP 1 a pro35S::NACP2-GFP_1. Pro mutantni linii nacfinacf2 bylo
provedeno pét nezavislych vysevl na média s pfidanym manitolem, nebo NaCl o celkovém
poc¢tu 308 semen a dva vysevy na MS/2 médium s PEG s celkovymi 164 semeny. Kazda z
nadexprimujici linii byla vyseta v celkovém mnozstvi 200 semen CcCtyfikrdt na MS/2

s manitolem, nebo NaCl a dvakrat v celkovém poctu 100 semen na médium s PEG.
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Nizka koncentrace (50 mM a 100 mM) NaCl prodluzovala ¢as kliceni a snizovala pocet
vykli¢enych semen u mutantni linie nacfInacf2 (Obr. 7 A). Piekvapiveé podobny vliv NaCl byl
pozorovan i u nadexprimujicich linii pro35S::NACB1-GFP a pro35S::NACB2-GFP, kdy bylo
mnozstvi nevykli¢enych semen pii koncentraci 100mM dokonce vétsi nez u mutantti (Graf 2
A). U divokych rostlin (WT) doslo za téchto koncentraci pouze k prodlouzeni doby kliceni, ale
samotnd klicivost se stale drzela nad 90 %. Pfi 125mM a 150 mM koncentraci NaCl byl vliv
stresu vyrazné€jsi u vSech testovanych linii v¢éetné kontrolnich divokych rostlin. U mutantni linie
doslo k vyraznému prodlouzeni doby kli¢eni a snizeni kli¢ivosti, stejn€ jako u nadexprimujicich
linii, kde byl pocet vykli¢enych semen pfti koncentraci 150mM dokonce mensi nez u mutantti.
Déle bylo pozorovano, Ze vysokd koncentrace NaCl vice ovliviiuje kli¢ivost linii
nadexprimujicich NACPB2 nez NACP1. Nejvyssi koncentrace vSech stresort (150 mM NaCl,
350 mM manitol, 18 % PEG) sniZovaly kli¢ivost 1 u kontrolnich WT semen.

Jak osmoticky, tak solny stres zptisobovaly snizeni kli¢ivosti a prodlouzeni casu klic¢eni
u vSech testovanych genotypti rostlin. Prekvapivé nejvice byla osmotickym stresem vyvolanym
manitolem ovlivnéna linie nadexprimujici NACB2, kdy pocet vykli¢enych semen této linie byl
nejmensi za vSech. Pii koncentraci 250 mM (Obr. 7 B a Graf 2 B) a 300 mM manitolu byla
doba kli¢eni prodlouzena a pocet vyklicenych semen redukovan. Semena kontrolnich divokych
rostlin oproti tomu pouze kli¢ila déle, ale ke konci sledovaného tseku jich vétSina vyklicila. U
nejvyssi testované koncentrace (350 mM) bylo pozorovano vyrazné prodlouzeni doby kliceni i
sniZzeni poc¢tu vykli€enych semen u vSech testovanych linii, véetné kontrolni WT, kde sniZzeni

kli¢ivosti nebylo tak vyrazné.

Jako pfili§ nizka se ukazala 10% koncentrace polyethylenglykolu (PEG), kdy zmény
v kli¢ivosti jednotlivych linii oproti kontrole byly zanedbatelné. U zbyvajicich dvou
koncentraci (15% a 18%) se jiz stresové podminky projevily prodlouzenim doby klic¢eni, kdy
semena kli¢ila misto 4. dne az v den 6-8 a snizenim poctu vyklicenych semen u vSech
testovanych linii véetné WT semen. Niz§i klic¢ivost nadexprimujicich linii oproti mutantni,

nebyla zaznamenana (Graf 1 C).

Dale jsme statisticky vyhodnotili vliv genotypu na klicivost vysetych semen za
jednotlivych koncentraci ptidanych stresort NaCl (50 mM, 100 mM, 125 mM a 150 mM),
manitolu (250 mM, 300 mM a 350 mM) a polyethylenglykolu (10 %, 15 % a 18 %). Pro
vyhodnoceni byl pouzit jednovybérovy ANOVA test, jehoz vysledek byl statisticky

signifikantni u 9 z 11 testovanych podminek (Tab. 17). Dale byly mezi sebou porovnany
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jednotlivé genotypy, a to Tukey HSD testem. Vysledné p-hodnoty byly podrobeny korekei pro
mnohonasobné porovnani metodou Benjamini-Hochberg. Porovnani jednotlivych skupin bylo
vetsinove nesignifikantni. Signifikantni zmény mezi nékterymi genotypy byly pozorovany jen

u nasledujicich koncentraci stresori: NaCl (50 mM a 150 mM) a PEG (10 % a 18%).

V souladu s vyslovenou hypotézou vedla absence NACP u linie nacfInacf2 ke snizeni
klicivosti a k prodlouzeni doby kli¢eni za vSech testovanych podminek. Oproti tomu sniZzena
kli¢ivost nadexprimujicich linii pro35S::NACB1-GFP i pro35S::NACPB2-GFP, ktera byla za
uréitych podminek dokonce niz§i nez kli¢ivost mutantnich semen, vyvraci nasi pivodni

hypotézu o prospésnosti nadmérné exprese NACP pfi zvladani abiotického stresu.

Graf 1: Kli¢eni semen za vybranych koncentraci stresord. Modra barva zna¢i mutantni rostliny
nacfInacp2 a zelena kontrolni divoké rostliny Cisla ve sloupcich zna¢i koncentraci stresoru. Zluta barva
reprezentuje nadexprimujici linii pro35S::NACB1-GFP 1 a ¢ervena barva zna¢i nadexprimujici linii
pro35S::NACB2-GFP_1. Jelikoz se obé nezavislé nadexprimujici linie chovaly obdobné, je v grafech
uvedena pro kazdy gen pouze jedna z nich. Graf (A) znazornuje kliceni semen za solného stresu. Jako
reprezentativni koncentrace byly vybrany 100mM a 150mM NaCl. Graf (B) zaznamenava procento
vykli¢enych semen pfi osmotickém stresu zpusobeném 250mM a 350mM koncentraci manitolu. Graf
(C) znazornuje procento vykli¢enych semen na médiu s ptidanym PEG 8000. Koncentrace PEG v médiu
byly 15% a 18% (w/v).
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Graf 2: Podil vykli¢enych semen v ¢ase za 100mM koncentrace NaCl (A) a 250mM koncentrace
manitolu (B). Svétlejsi odstiny barev znac¢i kontroly rostouci na ¢istém MS/2 médiu, zatimco tmavsi
odstiny symbolizuji médium s pfidanym stresorem. Kli¢ivost vSech testovanych linii za béznych
podminek ptesahuje 90 % jiz 8 dni od vyseti. Po pfidani stresorti se ¢as kliceni prodluzuje a dochazi ke
snizeni kli¢ivosti. Zatimco stejny pocet WT semen vykli¢i za stresovych podminek v porovnani
s béznym stavem o sedm dni pozd&ji, ostatni linie obdobnych pocti vyklicenych semen v pribchu
sledovani nedosahnou. Zatimco mutantni linii nacfinacf2 a linii pro35S::NACB1-GFP_1 stresy
ovlivnily obdobné, tak nejvice byla postiZzena linie pro35S::NACB2-GFP_1, ktera klic¢ila za stresovych
podminek nejméné, coz je v rozporu s testovanou hypotézou. V grafech jsou prezentovany pouze
vybrané koncentrace stresorii. Rovnéz je zde prezentovana pouze jedna nezavisld linie od kazdé
nadexprimujici linie, protoze ob¢ nezavislé linie se chovaly obdobné.
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Obrazek 8: Kolaze fotografii zachycuji prubéh kliceni vybranych testovanych linii za 100mM
koncentrace NaCl (A) a 250mM koncentrace manitolu (B). Rozlozeni semen jednotlivych linii na
miskach je znazornéno na schématech v zahlavi (A). Méfeni bylo provadéno 4, 6, 8, 11, a 13 dni po
presunu vysetych misek z chladové mistnosti do kultivacni mistnosti. Na kolazich jsou zachycena
pozorovani ve vybrané dny, mezi kterymi byly pozorovany nejvétsi zmény. Na fotografiich je soucasné
ukdzdna pouze jedna linie od kazdé nadexprimujici linie, protoze ob€ nezavislé varianty se pii
pozorovani nelisily.
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Stresor Chlorid sodny NaCl
Koncentrace 50 mM 100 mM 125 mM 150 mM
Celkova p-hodnota: 3,10E-05 0,0163 0,000048529
Tukey HSD Tukey HSD Tukey HSD Tukey HSD
p-hodnota Korekce p-hodnota Korekce p-hodnota p-hodnota Korekce
nacf1nacf2 vs
pro35S::NACB1- 0,001005 | 0,00603
GFP_1

nacf1nacf2 vs
pro35S::NACB2-
GFP_1

0,026030

nacf1nacf2 vs WT

pro35S::NACB1-
GFP_1vs
pro35S::NACB2-
GFP_1

pro35S::NACB1-
GFP_1vs WT

pro35S::NACB2-
GFP_1vs WT

0,00865

0,002884

0,030122

0,040826

0,023952 | 0,0479

0,002149 ([ 0,00645

0,001005 0,006

Stresor

Manitol

Kontrola

Koncentrace

250 mM

300 mM

Celkova p-hodnota:

0,0013

0,0084

nacf1nacf2 vs
pro35S::NACB1-
GFP_1

nacf1nacf2 vs
pro35S::NACB2-
GFP_1

nacf1nacf2 vs WT

pro35S::NACB1-
GFP_1vs
pro35S::NACB2-
GFP_1

pro35S::NACB1-
GFP_1vs WT

pro35S::NACR2-
GFP_1vs WT

Tukey HSD

p-hodnota Korekce

0,0081831 | 0,02455

Tukey HSD

p-hodnota Korekce

0,017559

350 mM

Tukey HSD
p-hodnota

Korekce

Stresor

Polye

thylenglykol 8000 (PEG)

Koncentrace

10 % (w/v)

15 % (wW/v)

18 % (wiv)

Celkova p-hodnota:

4,9579E-06

6,5894E-07

0,0004

Tukey HSD

p-hodnota Korekce

Tukey HSD

p-hodnota Korekce

Tukey HSD

p-hodnota Korekce

nacfB1nacp2 vs
pro35S::NACB1-
GFP_1

0,001005

0,00603

nacfB1nacp2 vs
pro35S::NACB2-
GFP_1

0,026030

nacf1nacf2 vs WT

pro35S::NACB1-
GFP_1vs
pro35S::NACp2-
GFP_1

pro35S::NACB1-
GFP_1vs WT

pro35S::NACB2-
GFP_1vs WT

0,002884

0,001005 | 0,00201

0,001005 | 0,00201

0,001005 | 0,00201
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0,024638

0,035009

1,289E-07

Tukey HSD

p-hodnota Korekce

0,001005 | 0,00302

0,001005 | 0,00302

0,004505 [ 0,00676

0,00549

0,002744




Tabulka 17: Statistické zpracovani dat pro testované koncentrace NaCl (50 mM, 100 mM, 125 mM a
150 mM), manitolu (250 mM, 300 mM a 350 mM) a polyethylenglykolu (10 %, 15 % a 18 %). Data
byla zpracovéna jednovybérovym ANOVA testem. Jednotlivé genotypy rostlin byly porovnany mezi
sebou Tukey HSD testem, ¢imZz jsme testovali, jestli existuji statisticky vyznamné rozdily v kli¢ivosti
semen pii porovnani genotypl za danych stresovych podminek. Takto ziskana data byla podrobena
korekci metodou Benjamini-Hochberga. Z jedenacti testovanych podminek byl vysledek ANOVA
testu signifikantni u deviti. Zelené jsou vyznacena pole s p-hodnotou < 0,05.

Zmény exprese genti NAC za stresovych podminek

V navaznosti na sledované snizeni kli¢ivosti semen mutantl nacflnacf? a
nadexprimujicich linii pro35S::NACB1-GFP a pro35S::NACP2-GFP jsme se rozhodli zjistit,
jak stresové podminky ovliviiuji expresi jednotlivych genli kodujicich NAC podjednotky. Pro
ovéfeni této hypotézy jsme zvolili metodu RT-qPCR. Kromé¢ stanoveni abundance transkriptii
kédujicich NAC podjednotky za stresovych podminek u divokych rostlin, jsme také stejnym
zpisobem ovéfovali nadexpresi genil u linii pro35S::NACB1-GFP a pro35S::NACP2-GFP

pouzitych pfi stresovych experimentech.

Pro stanoveni abundance piislusnych transkriptii jsme pouzili desetidenni semenacky
husenicku rolniho ekotypu Col-0, které rostly v podminkéch in vitro na MS/2 médiu s ptidanym
NaCl (125 mM), nebo manitolem (300 mM). Jako kontrola slouzily semenacky péstované na
Cistém MS/2 médiu. Ze vzorkl byla vyextrahovdana RNA, nésledné byla zbavena zbytkové

DNA a piepsana do cDNA.

Béhem pilotniho experimentu jsme zkouseli Sest moznych referencnich genti, u nichz
byly ofekavany minimalni zmény v koncentraci jejich transkriptl napfi¢ riznymi pletivy
(eEF1, eEFla, ACTS8, GAPCI1, HSP70 a UGE1). Z nich jsme vybrali elonga¢ni faktor 1 o
(eEFla; At5g60390) jako referencni gen pro nasledujici experimenty, protoze vykazoval
nejmensi zmény pii své expresi jak za osmotického, tak za solného stresu. V dalSich
experimentech jiz probihalo méfeni abundance transkripti kodujicich jednotlivé NAC
podjednotky. Celkem byly méteny Ctyti biologické repliky pro kazdou ze ¢tyt nadexprimujicich
linii se stejnym poctem kontrolnich WT vzorkli. Zmény v mnoZstvi transkripti sledovanych
genl byly u solného stresu mefeny na sedmi biologickych replikach a u osmotického stresu na
pcti. Abundance transkriptii koédujici NAC podjednotky byly vztaZeny k referencnimu genu
eEF1a. Prahové hodnoty cykli (z angli¢tiny Ct value) byly pouzity ke statistickému zpracovani

dat za vyuziti t-testu v programu Excel.
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Transkripty tii genit (NACal, NACa3 a NACo4) byly béhem solného stresu obdobné
nebo jen mirné méné abundantni (0,8% v porovnani s eEFla). U genu kodujiciho NACPI,
NACPB2, NACaS5 se exprese snizila na hodnoty mezi 0,60%—0,75%. Nejvyssi sniZeni abundance
jsme zaznamenali u genu koédujictho NACa2, kde mira exprese dosahovala ptiblizné
polovi¢nich hodnot oproti kontrole. VSechny tyto zmény byly statisticky signifikantni s p-

hodnotami menSimi nez 0,01.

Oproti tomu za osmotického stresu (Graf 3 B) jsme pozorovali snizeni abundance
transkriptl pod hladinu 0,80x pouze u genii kodujicich NACo2 a NACB2. Geny kodujici
NACal, NACo3 a NACBI mély snizenou miru exprese pouze mirné nebo vilbec, a to
v hodnotach 0,85x az 1,0x. Prekvapivy vysledek byl u genti kédujicich NACo4 a NACaS5, u
kterych doSlo k mirnému zvySeni exprese. Statisticky se nam vSak nepodafilo potvrdit

signifikanci jakékoliv z téchto pozorovanych zmén exprese.

A Zména exprese genu koédujicich podjednotky NAC za solného stresu
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B Zména exprese genl kodujicich podjednotky NAC za osmotického
stresu
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Graf 3: Grafy zachycuji zmény exprese genti kodujicich podjednotky komplexu NAC za solného, nebo
osmotického stresu. Prezentované hodnoty jsou medianem normalizovanych hodnot sedmi métenych
biologickych replik u solného stresu (A) a peti u osmotického stresu vyvolaného manitolem (B). Zeleny
sloupec znazoriuje referencni gen eEFla.

Prahové hodnoty cykli (Ct hodnoty) byly pouzity ke statistické analyze dat za vyuziti t-testu. V ptipadé
pusobeni solného stresu (A), byly vSechny zmény statisticky signifikantni. U osmotického stresu (B)

nebyla signifikantni zména u Zadného z gend. p-hodnota * < 0,05; ** < 0,01

Pro lepsi pochopeni, pro¢ nadexprimujici linie kli¢i za stresovych podminek hife nez
mutantni semena, jsme se rozhodli u vSech testovanych linii zjistit, zda nadexprese jedné z -
podjednotek nevede ke zméndm abundance transkriptli kodujicich ostatni podjednotky
komplexu NAC. Zajimava data jsme ziskali pfi zkoumdani linii pro35S::NACB1-GFP 1 a
pro35S::NACB1-GFP_2 (Graf 4 A). U obou téchto nezavislych linii jsme zjistili pouze mirné
zvySeni miry exprese transkriptu kédujiciho NACP1, ale soucasné dochazelo i ke zvySeni
abundance transkriptu kodujiciho NACB2. Z genti kddujicich NACa podjednotku byla mirné
zvySena exprese u NACa3. Ostatni geny mély expresi mirné€ snizenou, nebo zlstala dokonce
nezménéna. Zadna ztéchto zmén se neprokazala jako statisticky signifikantni. U
nadexprimujicich linii pro35S::NACB2-GFP 1 a pro35S::NACB2-GFP 2 (Graf 4 B) jsme
nepozorovali zadné vyrazné zmény v mife transkripce sledovanych genii, kromé genu

koédujiciho NACPB2, ktery byl nadexprimovan vic nez 32x.
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Exprese genu podjednotek NAC v linii pro35S::NACB1-GFP_1
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Graf 4: Grafy zachycuji abundance transkriptd kodujicich podjednotky komplexu NAC u
nadexprimujicich linii pro35S:NACB1-GFP 1 (A) a pro35S::NACB2-GFP 1 (B). V grafech je
znazornéna vzdy pouze jedna z dvojice nezavislych linii, vzhledem k tomu, Ze jejich vysledky RT-qPCR
byly obdobné. Prezentovana data jsou medianem normovanych hodnot ze ¢tyt biologickych replik.
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Prahové hodnoty cykli (Ct hodnoty) byly pouzity ke statistické analyze dat za vyuziti t-testu. V ptipadé
linie pro35S::NACB1-GFP_1 (A) nedoslo k zadné signifikantni zméné, zatimco u pro35S::NACP2-
GFP_1 (B) byla signifikantné zvysena exprese NACo4 a NACPB2. p-hodnota * < 0,05; ** < 0,01

4.2 Testovani holdazové aktivity podjednotek komplexu NAC

Abychom dokazali 1épe charakterizovat roli komplexu NAC a jeho jednotlivych
podjednotek pti zvladani stresovych podminek, rozhodli jsme se otestovat jeho chaperonovou
aktivitu v podminkach in vitro. Chaperony se dé¢li na holdazy (navaZou se na protein a chrani
ho ptred denaturaci) a foldazy (navazou se jiz na denaturovany protein a umozni mu opétovné
ziskat funk¢ni konformaci). V ramci této prace jsme testovali pouze holddzovou aktivitu
podjednotek komplexu NAC. Nasledné experimenty testujici folddzovou aktivitu NAC budou

provedeny pfi dal§im vyzkumu.

Pro provedeni testu holddzové aktivity proteinu je prvné zapotiebi zkoumany protein
vyizolovat. Jelikoz v laboratofi nedisponujeme dostupnymi protildtkami rozeznavajicimi o- a
B-podjednotky komplexu NAC, natoz jejich jednotlivé paralogy, bylo nutné vytvofit
konstrukty, které umoznily oznaeni NACal-5 peptidovou znackou, kterd umoznila jejich
imunoprecipitaci s vyuzitim dostupnych a ovéfenych protilatek. Konstrukty 1 nasledné
transgenni linie 4. thaliana sp-podjednotkou znacenou FLAG-tagem byly vytvofeny v pribchu
pfedchoziho vyzkumu Mgr. Bozenou Klodovou (linie pro35S::NACB1-3xFLAG a
pro35S::NACP2-3xFLAG). Kromé téchto konstruktl byly vytvoteny i konstrukty pro pozitivni
kontroly HSP90.2 z A. thaliana (At5g56030) a GroEl z E. coli (JW4103).

Piiprava konstruktu

Pro tvorbu konstruktii byl zvolen systém GoldenBraid. Tento systém je zaloZen na
vlozeni sekvence pozadovaného genu do vstupniho plazmidu pUPD2 a nésledném postupném
skladani plazmida do vétsich funkénich celkil za vyuZiti restrikénich enzymil (BsmBI a Bsal)
a T4 DNA ligazy. Abychom ziskali cDNA poZadovanych gentl, vyizolovali jsme celkovou
RNA zlisth A. thaliana, respektive zbunééné kultury E. coli v ptipadé¢ genu GroEl
Vyizolovand RNA byla pfepsana do cDNA, kterd byla pouzita jako templat pro PCR reakci,
béhem niz jsme pouzili domestikacni primery k amplifikaci sekvenci pozadovanych genii
doplnénych o sekvence pro restrikéni misto. Tato noveé vytvorena restrikéni mista ndm dale

umoznila vytvofit vstupni pUPD2 plazmidy. Vytvofenymi plazmidy jsme transformovali
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kompetentni buiiky E. coli. Narostlé kolonie byly ovéieny pomoci PCR a vybrané kolonie byly
dale namnozeny. Plazmidy byly ze suspenze bakterii vyizolovany a pred dal$im pouzitim

ovéfeny Sangerovym sekvenovanim.

Plazmid pUPD2 byl poté pouzit ke slozeni expresni jednotky v plazmidu al1. Expresni
jednotka pro a-podjednotky NAC a HSP90.2 se skladala z promotoru viru kvétdkové mozaiky
(CaMV) 358, kodujici sekvence genu, peptidové znacky 3XxFLAG a terminatoru NOS. Plazmid
nesouci sekvence genu GroEl byl specificky, protoze byl urcen k indukovatelné expresi
v bakteriich (Obr. 9). Vysledné plazmidy byly opétovné pouzity k transformaci E. coli a jejich
integrita byla ovéfena pomoci colony PCR a Sangerovym sekvenovanim izolovanych
plazmidi. Ovéfené plazmidy a12 (Obr. 9) byly pouzity pro vytvoreni plazmida pLX uréenych
ke genetické transformaci rostlin. Tyto plazmidy prosly stejnym procesem transformace

bakterii E. coli a naslednym ovéfovanim jako plazmidy pUPD2 a al2.

al12_lacl+TACprom::GroEI-3xFLAG

Tac lac

- lacl M -
promotor | operator

a12_p35S::NACa1-3xFLAG

a12_p35S5::HSP90.2-3xFLAG

Obrazek 9: Schémata expresnich jednotek vytvofenych v plazmidech al12. Na prvnim schématu
je plazmid umoznujici indukovanou expresi proteinu GroEl v bakteriich E. coli. Dalsi dvé
schémata poté ukazuji stavbu expresni jednotky zkoumaného proteinu NACal a pozitivni
kontroly pro test holdazové aktivity HSP90.2. Jejich geny jsou exprimovany pod promotorem
35S a jsou doplnény o peptidovy tag 3 xFLAG pro ucely imunoprecipitace.
Ojedinélym je v rdmci prace plazmid pro expresi proteinu GroEl (Obr. 9) v bakteriich
E. coli. Protoze v laboratofi nebyl dostupny expresni plazmid umoziujici spojeni sekvence
kodujici ptislusny gen se sekvenci kodujici 3xFLAG na C-konci proteinu, zdomestikovali jsme

regulacni sekvence z dostupného Gateway vektoru pDEST-HisMBP do vstupnich plazmida


https://www.addgene.org/11085/

pUPD2 systému GoldenBraid. Tim jsme ziskali pro nasi laboratof novou moznost vytvaieni

expresnich plazmidd jinym klonovacim systémem.
Priprava transgennich rostlin

Ptipravené pLX plazmidy byly pouzity k transformaci 4. tumefaciens. Nasledn¢ byly
z transformovanych bakterii pfipraveny tekuté kultury a ty byly pouzity pro transformaci rostlin
A. thalina ponotovanim kvétenstvi. Semena z transformovanych rostlin byla selektovana pod
fluorescencnim mikroskopem na piitomnost cerveného fluorescencniho proteinu, ktery znacil
ptitomnost vkladaného konstruktu. Vybrana semena byla konvencné péstovéna a ptitomnost
konstruktu byla ovéfena pomoci PCR (Obr. 9). Z nulté generace rostlin nesoucich vneseny
konstrukt byla po dozrani sklizena semena a ta byla vyseta stejnym zptisobem. Rostliny prvni
generace byly znovu genotypovany a z pozitivné testovanych rostlin byly posléze sklizeny listy

urcené k extrakci proteinti.

3000

2000
1500
1200
1000

1R

500

12 13 141516 17181 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 1718 17 18

T1_NACP2 T1_HSP90.2 Col-0
wT

Obrazek 10: Reprezentativni fotografie elektroforetického gelu, na némz byly vizualizovany vzorky
PCR jednotlivych genotypovanych rostlin prvni generace linii prom35S::NACP2-3XxFLAG a
prom35S::HSP90.2-3xFlag spolu s negativni kontrolou, pfedstavovanou divokymi rostlinami (Col-0).
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Extrakce proteinti a imunoprecipitace

Vsechny paralogy podjednotek komplexu NAC a pozitivni kontrola HSP90.2 byly
izolovany z listl transformovanych rostlin, které byly ovéfeny na pfitomnost konstruktu
metodou PCR. Pro oddé€leni jednotlivych znaenych podjednotek od ostatnich extrahovanych
proteini  jsme pouzili imunoprecipitaci protilatkami anti-3xFLAG konjugovanymi
s magnetickymi ¢asticemi. Pro kontrolu ¢istoty a detekci izolovanych protilatek v roztoku byly
vyuzity SDS-PAGE gely barvené Coomassie Brilliant Blue G-250 a Western bloty. Pozitivni
kontrolu HSP90.2 spolu se vS§emi NACa 1 NACP podjednotkami nebylo mozZzné rozpoznat na
SDS-PAGE gelech barvenych Coomassie Brilliant Blue, coz svéd¢i o tom, ze exprese
znaceného proteinu v transformovanych rostlindch nedosahuje vysokych hodnot (Obr. 10 A a
B). Proteiny byly naopak Uspésné detekovany metodou Western blot pomoci primarnich anti-
FLAG protilatek z my$i a sekundarnich kozich protilatek proti mySi konjugované s alkalickou
fosfatdzou pred imunoprecipitaci, avSak podjednotky NACa vykazovaly asi o 15 kDa vyssi
molarni hmotnost, nez bylo predpokladano. Po imunoprecipitaci vSak jiz nékteré proteiny
(HSP90.2, NACoa4) nebyly na Western blotech detekovatelné. Dale jsme vyfizli fragmenty gelt
a odeslali je k analyze na hmotnostnim spektrometru, abychom ziskali ptimy ditkaz o extrakci

pozadovanych proteind.
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Obrazek 11: Kontrolni SDS-PAGE gel obarveny pomoci Coomassie Brilliant Blue G250 (A) a
Western blot (anti-FLAG protilatka primarni, sekundarni protilatka anti-my$i IgG konjugovana
s alkalickou fosfatazou) (B) po imunoprecipitaci proteini. Na gelech jsou naneseny vzorky
s vyextrahovanymi proteiny pied imunoprecipitaci, oznaceny T, a vzorky eluatu ziskané po
imunoprecipitaci, znacené E. Az na protein GroEl nebylo mozné identifikovat pozadované
proteiny na obarveném SDS-PAGE gelu. Detekce proteini pomoci Western blotu byla

vvvvvv

imunoprecipitaci pouze proteiny HSP90.2 a NACa4. Pozice jednotlivych proteint je oznacena
cervenym rameckem. Jako negativni kontrola (NC) byl pouZit vzorek extrahovanych proteinti
z divoké rostliny husenicku rolniho. Jako pozitivni kontrola (PC) byla pouzita extrahovana
smeés proteint z transformované rostliny p35S::HSP90.2-3 xFLAG.

U proteinu GroEl, ktery slouzil jako kanonické pozitivni kontrola (Lea et al., 2016;
Pastor et al., 2016), byl postup jeho izolace mirn¢ odlisny. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o
bakterialni protein z bun€k E. coli, zvolili jsme pro jeho syntézu indukovanou expresi v kmenu
E. coli BL21. Po transformaci expresnich bun¢k byl proveden pilotni experiment, pifi némz
jsme indukovali expresi proteinu kédovaného plazmidem a sledovali miru exprese v danych
¢asovych bodech. Pro vizualizaci proteini na SDS-PAGE elektroforéze, jsme nanaseli ¢ast
solubilni i nesolubilni frakce vzorku, abychom zjistili, jaky podil exprimovaného proteinu konci
v solubilni frakci a v inkluznich téliscich. K expresi proteinu dochazelo v mirném mnozZstvi i
pted indukeci, ale po indukci se exprese vyznamné zvysila a maximalni mnoZzstvi detekovaného
proteinu v solubilni frakci bylo pozorovano ve tieti a ¢tvrté hodin€ po indukci exprese (Obr.
12).
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Obrazek 12: Vysledky pilotniho experimentu indukované exprese GroEl v E. coli. Vzorky
jsou rozdélené na solubilni a nesolubilni frakci a oznaeny ¢asem odebrani vzorku. Cas 0
je kontrolni vzorek pfed indukci. Na fotografii A je SDS-PAGE gel obarveny pomoci
Coomassie Brilliant Blue G250 a na snimku B je paralelné¢ provadény Western blot.
Proteiny na ném byly detekovany za pomoci primarni protilatky anti-FLAG z mysSi a
sekundarni protilatky proti mysi zkozy konjugovanou s alkalickou fosfatazou. Jako
negativni kontrola (NK), byl pouzit vzorek extrahovanych proteini z divoké rostliny
husenicku rolniho. Jako pozitivni kontrola (PK) byla pouzita extrahovana smés proteind
z transformované rostliny p35S::HSP90.2-3 xFLAG. Na obou snimcich je vidét, ze se
exprimovany protein nachazi v obou frakcich a exprese dosahla maxima ve tfeti a ctvrté
hodiné po indukci.
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Test holdazové aktivity

Pro blizsi charakterizaci funkce komplexu NAC pro zvladani stresovych podminek jsme
se rozhodli provést test holdazové aktivity (Haslbeck and Buchner, 2015). Clanek uvadi dva
mozné zpusoby provedeni testu, kterymi jsou tepelné, nebo chemicky indukovana agregace
reportérového proteinu — citratsyntazy (CS). Oba zpisoby provedeni testu jsou zaloZené na tom,
ze pti vystaveni CS denaturujicim podminkam dojde k agregaci proteinu, coz vede ke zvySeni
absorbance roztoku. Pokud je vSak v roztoku pfitomen i protein s holdazovou aktivitou, je
zabranéno vytvoreni agregatii CS a absorbance se zvy$i minimalnég, nebo vibec. Jelikoz nebyl
tento test v nasi laboratofi diive proveden, rozhodli jsme se vyzkousSet oba zptisoby pfi pilotnich

experimentech pouze za pouziti CS.

Jako prvni jsme zkousSeli tepelné indukovanou agregaci. V piivodnim protokolu byl pro
provedeni pokusu pouzit vyhfivany spektrofotometr. Bohuzel obdobny pfistroj naSe laboratot
nevlastni, takze jsme se rozhodli vyuzit Clariostar plus plate reader, ktery rutiné pouzivame
k méfeni absorbance pfi stanoveni koncentrace proteini Bradfordovou metodou, ktery nabizi
moznost vyhiat komoru se vzorky az na 45 °C. Test holddzové aktivity byl v tomto pfistroji
proveden dvakrat, s roztoky CS o koncentraci 0,15 pM a 1,0 uM. Pfipravené vzorky byly
napipetovany do desticky, vlozeny do predehiatého piistroje a absorbance pii 360 nm byla
méfena kazdych 30 sekund po dobu 45 minut. Ani pfi jednom z provedeni testu jsme ale

neziskali spolehlivé hodnoty absorbance.

Z tohoto diivodu jsme se rozhodli test s teplotni agregaci zopakovat, ale za pouziti jinych
pristrojti. Tentokrat jsme vzorky s CS pipetovali do kiemennych kyvet, které jsme uzavieli
vickem a prelepili parafilmem. Takto zabezpecené kyvety jsme ponofili do vodni 1azné o teploté
42 °C a méftili jsme jejich absorbanci pti 360 nm kazdé 2 minuty po dobu 1 hodiny. Pfi tomto
nastaveni testu holddzové aktivity jsme ziskali lep§i naméfena data, ale presto nebyl tento
pfistup vyhovujici. Pfi pfendseni vzorki z vodni 1azné do spektrofotometru a zpét dochdzelo k
ochlazeni vzork a cely test tak trval del§i dobu. Rovnéz nutnost pted kazdym méfenim kyvetu
osusit vedla k tomu, ze n¢které vzorky byly mimo vodni lazeni déle nez jiné. Tyto prodlevy by
byly jesté prodlouZeny pii méteni kyvet s obsaZzenymi studovanymi proteiny, kdy by doslo ke
zvySeni celkového poctu kyvet. Protoze bychom nebyli schopni reprodukovat piesné casy

méieni a dobu pobytu vzorki mimo vodni lazei, rozhodli jsme se tento piistup opustit.
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Oproti tepelné indukované agregaci probihd chemicky indukovand agregace za
pokojové teploty bez nutnosti vzorky béhem méteni chladit, nebo ohtivat. Dalsi vyhodou tohoto
pristupu je i zkraceni Casu samotného testu holdazové aktivity, kdy méfeni absorbance se
v tomto ptipad¢ provadi pouze 5-10 minut. V porovnani s ostatnimi vyzkousenymi piistupy byl
tento nejvice opakovatelny. Rozhodli jsme se tedy provést chemicky indukovany test holdazové

aktivity i1 se studovanymi podjednotkami komplexu NAC.

Nez jsme piistoupili k samotnému testu, bylo nutné zméfit koncentraci ziskanych
proteindl z imunoprecipitace, coz jsme udé€lali pomoci Bradfordovy metody (Kruger, 2009). Ze
vSech extrahovanych proteint jsme byli schopni zméfit koncentraci pouze u proteinu GroEl. U
ostatnich imunoprecipitovanych proteinti, tedy vSech podjednotek komplexu NAC a proteinu
HSP90.2, byla i po zakoncentrovani imunoprecipititu koncentrace proteinii velmi nizka.
Z tohoto ditvodu jsme je nebyli schopni pouzit pro test holdazové aktivity. Pfesto jsme
pokracovali alespon s proteinem GroEl, abychom ovéfili funkénost samotného testu. Pripravili
jsme celkem tfi vzorky s 1,0 uM koncentraci CS a 4M guanidinium chloridem v HEPES pufru,
které jsme inkubovali 2 hodiny pii 16 °C. Do jednoho vzorku jsme piidali hovézi sérovy
albumin (BSA) o finalni koncentraci 3 puM, pfi¢emz tento vzorek slouzil jako negativni
kontrola. Do druhého vzorku jsme ptidali protein GroEl o stejné findlni koncentraci, tedy 3 pM.
Posledni vzorek byl ponechéan bez dalsich ptidanych latek a slouzil pro ovéteni tvorby agregata
CS. Absorbance vzorkli byla méfena kazdych 30 sekund po dobu 6,5 minuty. Po prvotnim
prudkém nartstu absorbance u vSech vzorki béhem prvnich 30 sekund déale absorbance rostla
pouze mirné (Graf 5). Dle o¢ekavani dosahl nejnizsich hodnot absorbance vzorek s pfidanym
proteinem GroEl, u kterého byla jiz diive popséna jeho holdazova aktivita. NejvysSich hodnot
absorbance dosahl vzorek s pfidanym BSA, jelikoZ u néj doslo k agregaci nejen CS, ale 1

pfidaného BSA.

Cilem testu holddzové aktivity bylo popsani interakce komplexu NAC s reportérovym
proteinem a zjisténi, zda ma samotny komplex, nebo jeho podjednotky holdazovou aktivitu.
Pokud bychom toto potvrdili v podminkéch in vitro, mohli bychom Iépe pochopit roli komplexu
NAC pfti odpovédi rostliny na stresové podminky. Tohoto cile se nam nepodaftilo dosdhnout,
jelikoZ jsme v daném case nebyli schopni ziskat imunoprecipitaci z listl transformovanych
rostlin dostateéné mnozstvi proteinu potfebného k provedeni testu. Dokazali jsme vSak
funk¢nost samotného testu holddzové aktivity na proteinu GroEl. Pti dal§im opakovani tohoto

experimentu se pokusime izolovat/syntetizovat jednotlivé podjednotky komplexu NAC
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v heterolognim systému bakterii E. coli, u nichz dochdzi k vys8i expresi konstruktu nez v

rostlinach.
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Graf 5: Test holdazové aktivity proteinu GroEl. Modfe je vyznaCen vzorek citratsyntazy (CS)
s pridanym proteinem GroEl, ktery brani agregaci CS. Proto je zména absorbance niz$i. Oproti tomu
cerné je oznacena negativni kontrola, tedy vzorek CS s pridanym albuminem z hovéziho séra (BSA).
Ten nema holdazovou aktivitu a navic je sam agregovan, coz vede k velké zméné absorbance. Cervend
je poté oznacen vzorek se samotnou CS, ktery sleduje vliv podminek na reportérovy protein. Absorbance
vzorkll byla métena pii 360 nm kazdych 30 s po dobu 7 minut.
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5 DISKUZE

Komplex NAC u rostlin nebyl doposud podroben tak detailnimu vyzkumu jako tomu
bylo u kvasinky a Zzivocichli, a proto byly doneddvna informace o jeho funkci a roli
charakterizovana mutantni linie nacfInacf2, kterd vykazovala zhorSenou kli¢ivost v porovnani
s WT 1 za normalnich podminek (Fila et al., 2020). Tato diplomova prace tak navézala na
studium B-podjednotky komplexu NAC u husenicku rolniho a jejim cilem byla charakterizace
jeji role pfi odpovédi na osmoticky a solny stres. Podafilo se ndm potvrdit, Ze absence B-
podjednotky vede ke zhorSeni schopnosti semen kli¢it za abiotického stresu. Dalsi nase
vysledky se s dostupnou literaturou rozchazeji, protoze linie nadexprimujici vzdy jeden ze dvou
genl kodujicich NACP u husenicku rolniho nebyly vici stresu odolnéjsi, jak jsme ocekévali
podle ptuvodni hypotézy. Naopak v lepSim piipadé kliCily srovnatelné¢ s WT rostlinami,

v pripad¢ linii pro35S::NACB2-GFP doslo dokonce k hor§imu kliceni nez u WT rostlin.

Kromeé toho bylo cilem ovétit molekularni funkci NACP podjednotky, cehoz jsme chtéli
dosahnout provedenim testu holdazové aktivity. Zde se ndm planované cile podatilo splnit
pouze Castecné, protoze jsme nebyli schopni vyizolovat dostate¢né mnozstvi proteini. Presto
jsme vyzkouseli tepelné€ 1 chemicky indukovanou agregaci reportérového proteinu a ovéfili tak
proveditelnost a funk¢nost testu holddzové aktivity v nasi laboratofi. Provedené pokusy
s pozitivni kontrolou, ¢imZ byl protein GroEl ziskany z E. coli, byly Gspésné a vysledky byly

obdobné s t&émi publikovanymi v odborné literatufe.

5.1 Absence i nadexprese NACP za stresovych podminek vede

k nizsi kli¢ivosti semen

Abychom otestovali vliv NACP podjednotky na rist husenicku rolniho za stresovych
podminek, rozhodli jsme se otestovat hypotézu, zda dojde ke sniZeni kli¢ivosti semen mutantni
linie nacfInacf2 oproti sementim divokého typu vystavenych solnému a osmotickému stresu.
Semena byla vyseta v podminkach in vitro, abychom dosahli co nejvice kontrolovaného
prostiedi a byli si tak jisti, Ze pozorované zmény v kli¢ivosti jsou zplsobeny vyhradné
pfidanym stresorem. Pokud bychom rostliny péstovali v piidé, vystavovali bychom se riziku,
ze jednotliva opakovani experimentu budou ovlivnéna proménlivym chemickym slozenim

pudy, nerovhomérnou distribuci stresoru v piidé€, nebo pisobenim jinych organizma.
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Pfi péstovani bylo nutné zajistit presuny misek béhem kultivace, abychom ptedesli
pozi¢nimu efektu v ramci kultivaéni mistnosti, kdy se miize stat, ze okraje police jsou osvétleny
s rozdilnou intenzitou nez jeji prostiedni cast. Rovnéz je mozné, Ze v raznych castech police
budou mirné€ odlisné teplotni podminky (fadové o desetiny °C) (Janda et al., 2015). Dale stoji
za zminku, ze semena ruznych genotypl jsme vysévali spolecné na jednu misku a vzdy na
pfislusnou ¢ast. Od kazdého vysevu jsme piipravili nékolik misek, ¢imz jsme snizovali Sanci
nahodnych vlivii pisobicich na jednu kultiva¢ni misku. Celkové jsme témito opatfenimi chtéli

predejit ndhodnym vliviim kultivacni mistnosti na testované rostliny.

Sledovali jsme vliv solného stresu (navozeném rlznymi koncentracemi chloridu
sodného) a osmotického stresu (navozeném riznymi koncentracemi manitolu, nebo
polyethylenglykolem). Niz§i koncentrace stresorti vedly k niz8i kli¢ivosti mutantnich semen
oproti divokym a ¢asto vedly k tomu, Ze se cely proces spiSe opozdil, nez Ze doslo k jeho
uplnému zastaveni (Graf 2). Oproti tomu nejvyssi koncentrace stresort uz ovliviiovaly kliceni
také u divokych rostlin, ¢imz jsme doséhli koncentraci stresord ptisobicich na husenicek rolni
jako takovy. Nesmime opomenout, Ze kli¢eni za osmotického stresu se liSilo u obou pouzitych
stresorl. Kli¢eni semen na médiu s polyethylenglykolem bylo méné ovlivnéno nez kliceni
semen na manitolu. Zjistény rozdil muze reflektovat odliSnou povahu obou osmotickych
stresorti — manitol prochazi bunécnou sténou a cytoplazmatickou membranou, ¢imz se dostava
do nitra buné€k, kde se koncentruje, protoze ho husenicek rolni nedokéaze zpracovat (Fritz and
Ehwald, 2011). Kumulace manitolu uvnitt bun€k tak mize pfimo ovliviiovat riizné bunécné
procesy. Oproti tomu polyethylenglykol o molekularni hmotnosti nad 6000 g-mol’!
cytoplazmatickou membranou neprojde, takze ptimo nedokaze ovlivnit nitrobunécné procesy
jako manitol (Khajeh-Hosseini ef al., 2003; Mehra et al., 2003; Lipavska and Vreugdenhil,
1996). Pti porovnani jednotlivych stresorti, byl osmoticky stres navozeny polyethylenglykolem
méné vyrazny (Graf 1 C), nez ten zplsobeny manitolem (Graf 1 A). AvSak ani jeden
z osmotickych stresorti neovlivnil kliceni vSech testovanych genotypt stejné efektivné jako
chlorid sodny (Graf 1 A). Pfestoze osmoticky potencidl média s pfidanymi 18 % (w/v)
polyethylenglykolu odpovida osmotickému potencialu média s pfidanym NaCl o finalni
koncentraci 150 mM (Muscolo et al., 2014), byl pocet semen vykli¢enych na médiu s NaCl
vyrazn€ niz8§i. To miZe byt vysvétleno toxicitou chloridovych iontd, které pronikly do nitra

semen.
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Zjisténa data jsou v souladu s ptivodni hypotézou, podle niz jsme predpokladali, ze
absence podjednotky NACP povede ke snizeni klicivosti semen za osmotického a solného
stresu. Nase vysledky souzni i s publikovanymi experimenty na mutantnich rostlinach pSenice
seté (Triticum aestivum (Kang et al., 2013) aryze seté (Oryza sativa) (Wang et al., 2014). Stejné
jako v naSem ptipad¢ byla u semen ryze postradajici B-podjednotku komplexu NAC snizena

jejich klicivost za solného stresu a byla prodlouzena doba kliceni oproti kontrolnim rostlindm.

Daéle jsme sledovali vliv nadexprese jednotlivych paralogii kodujicich NACPB. Semena
linii nadexprimujicich NACB1 a NACB2 (tedy nesouci konstrukty pro35S::NACPB1-GFP a
pro35S::NACB2-GFP) jsme kli¢ili za stejnych podminek jako mutanty, tedy za solného a
osmotického stresu. Predpokladali jsme, ze nadmérna exprese jednoho z genti kodujicich NACP
zlepsi schopnost preziti semenackll za stresovych podminek jako tomu bylo v n¢kolika diive
provedenych studiich na husenic¢ku rolnim (Karan and Subudhi, 2012; Peng et al., 2017) a

tabaku virginském (Nicotiana tabacum (Pruthvi et al., 2017).

V naSich experimentech ale vykazovala linie pro35S::NACPI-GFP stejné snizeni
kli¢ivosti jako mutantni linie nacfinacf2, zatimco klic¢ivost linie pro35S::NACB2-GFP byla
sniZzena ze vSech testovanych linii dokonce Uplné€ nejvice. Tato zjisténi se rozchézeji s diive
publikovanymi vysledky, kdy u husenicku rolniho vedla nadexprese k vyssi odolnosti proti
chladu a solnému stresu (Karan and Subudhi, 2012). To je mozné vysvétlit nékolika zpisoby.
(1) Nami vytvorené nadexprimujici linie nesou vlozené sekvence gend puvodem piimo
z husenicku rolniho. Oproti tomu vysledky pokust popisujicich zvySeni odolnosti vici
abiotickému stresu byly provedeny na transgennich rostlinach husenic¢ku rolniho, v jednom
pfipad¢é nesoucim nadexprimujici gen kodujici protein BTF3 (u husenicku rolniho nazyvany
NACB2) z travy Spartina alterniflora (Karan and Subudhi, 2012) a ve druhém z déavivce
cern¢ho (Jatropha curcas) (Peng et al., 2017). Piestoze jsou si proteiny NACB2 (BTF3) mezi
druhy velmi sekvenéné podobné (pii porovnani aminokyselinové sekvence BTF3 z davivce
¢erného s AtNACPB2 76 %), mohly by 1 malé zmény ve funkénich doménach proteinu zmenit
jeho vlastnosti. Tomu mohou napovidat i dfive ziskand data z kvasinkového dvouhybridniho
systému, kdy byly studovany vazebné preference mezi jednotlivymi variantami podjednotek
NAC u husenicku rolniho (Obr. 12) (Klodova, 2019). Zatimco NACP2 se vazal se vSemi o-
podjednotkami, NACB1 tvoftil heterodimerni komplex pouze s podjednotkami NACal, NACa2
a NACoa3. Proto lze pfedpokladat, Ze transgenni NACPB2 mulize u husenicku interagovat 1€pe

s takika jakoukoliv z a-podjednotek, ¢imz by dochdzelo ke zvySeni celkové koncentrace
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komplexu NAC. Oproti tomu v nasem systému byl nadexprimovan protein, ktery se v buiice jiz
nachdzel a mlize mit vazebnou preferenci pouze k né¢kterym a-podjednotkdm. To by mohlo vést
ke hromadéni monomerii podjednotky NACB2 v buiikach a ovliviiovat tak schopnost rostliny
reagovat na stres. Toxické plisobeni nadbytku jedné z podjednotek komplexu NAC bylo
popséno diive u kvasinky S. cerevisiae (Reimann et al., 1999). Ke stejnému jevu by pak mohlo
dochazet 1 v piipadé naSich linii. (ii) DalSim moznym vysvétlenim je, Ze u nadexprimujicich
linii doslo k Gplnému, nebo ¢asteCnému umlceni gena kviili pouziti velmi silného promotoru
35S. To by zpusobilo, ze rostliny by misto nadexprese jedné z B-podjednotek mély naopak

daného proteinu méné¢ a to by se projevilo na jejich odolnosti viici stresu.

PREY

SO o B

Obrazek 13: Souhrmné vysledky formovani heterodimerickych komplext NAC v kvasinkovém
dvouhybridnim systému. Pti pouziti NACPB jako navnady (angl. bait) bylo pozorovano celkem osm
interakci. Pfevzato a upraveno podle Klodova, 2019.

Abychom ziskanym datlim stresovych experimentl 1épe porozuméli, rozhodli jsme se
kvantifikovat mnozstvi vznikajicich mRNA u vSech paralogii kédujicich podjednotky
komplexu NAC za stresovych podminek u WT semenacku. Predpokladali jsme, Ze dojde ke
zméné exprese genl u rostlin vystavenych stresu, protoze absence B-podjednotky vedla ke
sniZeni Zivotaschopnosti rostlin. Vysledky méfeni metodou RT-qPCR ukézaly, ze pisobenim
solného stresu dochazi ke snizeni exprese genti kodujicich NACa2, NACa5, NACB1 a NACB2
(Graf 3 A). Oproti tomu u rostlin vystavenych osmotickému stresu zpisobeného manitolem
byla snizena exprese pouze u genli NACa2 a NACP2 (Graf 3 B). Zmény v expresi jsou vSak
ptili§ malé na to, abychom z nich mohli usuzovat, Zze komplex NAC je pfimo zapojen do

odpovédi rostliny na zkoumané stresy.
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Obdobna kvantifikace transkripti metodou RT-qPCR byla provedena na travé S.
alterniflora, s tim rozdilem, ze exprese byla métena na vzorcich z listli a kofent vzrostlych
rostlin vystavenych solnému stresu, nebo suchu (Karan and Subudhi, 2012). Zatimco my jsme
pozorovali snizeni exprese NACP2, vysledky zminiované studie ukazuji az dvojnasobné zvyseni
relativniho mnozstvi mRNA genu BTF3 jiz hodinu po vystaveni suchu, nebo solnému stresu.
V jiné studii provedené na davivei Cerném se exprese BTF3 pisobenim solného stresu
nemenila, ale vyrazné zvyseni exprese bylo spusténo ptisobenim chladu na rostliny (Peng et al.,
2017). Je tedy mozné, ze role BTF3 pii odpovédi na rizné abiotické stresy liSi mezi
jednotlivymi rostlinnymi druhy a nelze vysledky experimentti provedenych na jednom druhu

zobecnit.

Stejny experiment byl proveden na dvou nezavislych liniich nadexprimujicich jeden
z genll kodujici B podjednotku komplexu NAC. UZiti dvou nezévislych linii sniZzovalo risk
pozi¢niho efektu vlozeného konstruktu. Nasledné jsme provedli kvantifikaci transkriptii u
testovanych linii metodou RT-qPCR, péstovanych za normalnich podminek, tedy bez vystaveni
stresoriim, abychom ovéfili abundanci ptislusnych transkriptd. Vzhledem k tomu, Ze k vloZené
sekvenci genu byla pfipojena také sekvence kodujici GFP, byla jeho pfitomnost ovétena jiz
v pribéhu stresovych experimentii prohlédnutim semendcki pod fluorescencni binokularni
lupou. Vysledky RT-qPCR pro linie pro35S::NACB2-GFP odpovidaly naSemu piedpokladu, Ze
vlozenim konstruktu zptisobime vyznamnou nadexpresi vkladaného genu, v tomto ptipadé¢ byla
exprese NACPB2 az 33x vyssi oproti WT. Takto silna exprese odpovida pouzitému promotoru

z viru kvétdkové mozaiky CaMV 35S.

PrestoZe stejny promotor byl pouzit 1 u linii pro35S::NACB1-GFP, vyskytly se u nich
neo¢ekavané zmény v expresi genll kddujicich jednotlivé podjednotky komplexu NAC. Kromé
mirného zvyseni exprese NACP1, které bylo pouze 1,3x vyssi, doslo i ke zvySeni exprese
NACB2, ato az 1,6x. PfestoZe je promotor 35S povazovan za stabilni promotor se silnou expresi
ve vetsing pletiv rostliny (Holtorf ef al., 1995), bylo v neddvné studii zjisténo, ze transgeny pod
promotorem 358 jsou transkribovany v riznych pletivech riizn€ siln€ pii vystaveni abiotickému
stresu (Kiselev ef al., 2021). U naSich linii by navic bylo moZné se domnivat, Ze by vloZeny
konstrukt nebyl plné funkéni, coz by vysvétlovalo jeho vyrazné nizsi expresi v porovnani se
stejné¢ navrzenym konstruktem v liniich pro35S::NACB2-GFP. ZvySeni exprese NACP2 by
poté mohlo byt vysvétleno snahou rostliny dorovnat vyssi expresi NACB1 navySenim mnoZzstvi

NACB2. Pii naslednych experimentech by bylo vhodné rozli§it mnozstvi transkriptu
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vznikajiciho pfepisem puvodniho genu a pfepisem vlozené¢ho konstruktu. Toho by se dalo
dosahnout navrzenim nové sady primeru, které by nasedaly na hranici sekvenci NACB1 a GFP
v konstruktu. Pfi pouziti ptivodni i nové sady primert na stejny vzorek bychom pak byli schopni
spocitat rozdil v mife transkripce obou gent. Je totiz mozné, ze nedochazi k celkovému umlceni
NACSB, ale transkript s obsazenym GFP je pfilis nestabilni a dochazi k jeho degradaci. Bylo by

tak zajimavé zjistit, zda se degradace dotyka i ptivodnich transkripti ¢i nikoliv.

V ptipadé Ze by byl problém se samotnymi konstrukty, piedevSim s pouzitym
promotorem, bylo by mozné nadexpresi navodit i vytvofenim konstruktu pod nativnim
promotorem genu NACB1. To by mélo vyhodu, ze bychom ptedchdzeli moznému umlceni a
soucasn¢ by exprese genu probihala pouze v pletivech a v ¢asech, v nichz by byl exprimovan i
nativni gen. Pfi pouziti promotoru 35S totiZ dochéazi k neustalé silné expresi konstruktu ve
vetSing pletiv rostliny, coz miize vyvoldvat nestandartni odpovéd’ organizmu. MozZnosti je 1
ovlivnéni funkce fiznim proteinem GFP (27 kDa), protoze tento protein je vétsi, nez samotné
NACBI (18 kDa) a NACB2 (17,9 kDa). Ptipojeni GFP mohlo vést k naruSeni schopnosti

proteinit NACP se vazat na a-podjednotky a vytvéret tak funkéni komplex.

5.2 Nedostate¢na koncentrace exprimovanych proteind pro pouziti

v testu holdazové aktivity

Jednim z cila této diplomové prace bylo ovétit holdazovou aktivitu komplexu NAC u
husenicku rolniho, jak u jednotlivych proteinit NACal, NACa2, NACa3, NACo4, NACaS5,
NACBI a NACB2, tak ve form& heterodimerniho komplexu sloZzeného z rtiznych kombinaci
jednotlivych a- a B-podjednotek. Abychom byli schopni test holdazové aktivity provést,
rozhodli jsme se vytvofit transgenni linie rostlin, z nichz proteiny byly izolovany a nasledné

purifikovany imunoprecipitaci.

Vkladané geny byly exprimovany pod promotorem 35S, ktery je v nasi laboratofi
rutinné pouZzivan pii pfipravé nadexprimujicich linii. ProtoZe jsou si jednotlivé NACa 1 NACP-
podjednotky sekven¢né velmi podobné (81 % homologie na irovni proteinové sekvence mezi
NACBI a2 a 65%-82% mezi NACal a ostatnimi NACa), jevi se jako velmi nepravdépodobna
moznost vytvoreni protilatek, které by spolehlivé rozliSovaly mezi jednotlivymi homology

zkoumanych proteind. Proto jsme se rozhodli pfipravit konstrukty nesouci kodujici sekvenci
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zkoumanych gent fuzovanou k se sekvenci pro 3XFLAG peptidovou znacku (Einhauer and
Jungbauer, 2001). Tuto znacku jsme zvolili z toho divodu, Ze je velmi mala (jeji molekulova
hmotnost je pouhych 2,861 kDa) a neutralné nabitd, tak by nemeéla ovliviiovat vlastnosti
oznacenych proteind, jak se miize stat v piipad¢ vétSich znacek, naptiklad GST (glutathion-S-
transferdza), nebo GFP. Peptidovou znacku 3xFLAG jsme umistili na C-konec proteinu. Toto
umisténi bylo z naSeho pohledu vyhodnéjsi v tom, Ze pii detekci proteinti na Western blotu i
jejich nasledné imunoprecipitaci jsme zachytili pouze pln¢ translatované proteiny. Pokud
bychom umistili 3XFLAG na N-konec proteinu, byla by jako prvni translatovana sekvence
mRNA kédujici 3XFLAG a az poté samotny protein. Pokud by doslo k pfedc¢asnému ukonceni
translace, na Western blotu by byly detekovany i nehotové fragmenty proteinu oznacené

3XFLAG znackou. Zkracené fragmenty by také mohly ovliviiovat vysledky holdazové eseje.

Jak jiz bylo zminéno, rozhodli jsme se vSechny fizni proteiny NAC izolovat z listl
husenicku rolniho, aby co nejvice odpovidaly nativnim proteinim vcéetné posttranslac¢nich
modifikaci. Na rozdil od nés u proteinu GIGANTEA a AtHSP90.2 provad¢li Cha et al., 2015;
Cha et al., 2017 obdobny test chaperonové aktivity s proteiny ziskanymi z heterologniho
systétmu, kdy proteiny zhusenicku byly syntetizovany v bakterii E. coli. Exprese
rekombinantnich proteinti eukaryotického ptivodu v bakteriich pfinasi své klady i zéapory.
Velkymi vyhodami jsou naptiklad rychld exprese proteinti a jejich vysoky vynos, vcelku
jednoduché kultivace bakteridlnich kultur a jejich snadnd transformace. Proti tomu stoji
nevyhody, jako je Castd produkce rekombinantnich proteinli ve form¢ inkluznich télisek, ve
které byvaji eukaryotni proteiny nefunk¢ni a byva potieba pied dal§imi studiemi vyzadujicimi
funk¢ni sbaleny protein provést renaturaci proteinti. Dal§i nevyhodu ptfedstavuje problematicka
exprese proteinil s disulfidickymi mustky, nebo jinymi posttranslacnimi modifikacemi (shrnuto

v Ma et al., 2020).

Jak je zfejmé z naSich vysledkt (Obr. 10), podatilo se ndm docilit exprese znacenych
proteint NACa3-4, NACB1-2 1 HSP90.2 v listech husenicku rolniho. Problém nastal pii
imunoprecipitaci experimovanych fiznich proteint, kdy 1 po zakoncentrovani eluatu zlstala
koncentrace proteinll ve vzorcich neméfitelna Bradfordovym testem. Na kontrolnich Western
vyraznou amplifikaci signdlu na Western blotech diky pouZiti sekundarni protilatky. Stejného
vysledku jsme dosahli 1 pfi Ctyfnasobném zvySeni mnozstvi listli, ze kterych byly proteiny

izolovéany. Jediny protein ziskany v dostatecné koncentraci pro pouziti v testu holdazové
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aktivity byl bakteridlni GroEl exprimovany v E. coli, ktery slouzil jako pozitivni kontrola. Pro
budouci experimenty jsme se rozhodli provést expresi proteinii v heterolognim systému,
protoze oCekavame, Ze z kultury E. coli dokdzeme ziskat vyrazné vétsi mnozstvi proteini pii

porovnani s expresi v husenicku rolnim.

5.3 Proteiny NACa vykazuji na Western blotu zvySeni své molarni

hmotnosti

Jednou z bézn¢ pouzivanych metod pro detekcei proteinti je Western blot. V ramci této
prace byla tato metoda pouZzivana pro ovéteni pfitomnosti znacenych proteinii v iplném vzorku
ziskaného extrakci z vytvofenych linii a v eludtu po imunoprecipitaci (Obr. 10 B). Protein
HSP90.2, GroEl i oba proteiny NACP po provedeni Western blotu vykazovaly o¢ekdvanou
molarni hmotnost, predstavujici hmotnost z databaze Uniprot zvySenou o 2,861 kDa, které

ptipadaji na peptidovou znacku 3XFLAG (Obr. 10 B).

Vyrazné zmény oproti predpokladané molarni hmotnosti byly zaznamenany u vSech
1zolovanych podjednotek NACa, které byly asi o 8-11 kDa vy$si, nez byla ocekavana hodnota.
Vzhledem k absenci protilatek rozpoznavajici pfimo jednotlivé rostlinné NAC podjednotky,
nelze vysledky z Western blotu povazovat za pfimy dikaz pfitomnosti testovanych proteinill ve
vzorcich. Proto jsme se rozhodli pro identifikaci proteind ve fragmentech SDS-PAGE gelt
hmotnostni spektrometrii. Z vysledki hmotnostni spektrometrie ziskanych tymem profesora
Zbynka Zdrahala z Masarykovy Univerzity v Brn¢€ jsme zjistili, ze 1 pfes odliSnou molarni

hmotnost, byly v gelovych fragmentech pfitomny skute¢né a-podjednotky komplexu NAC.

Jako prvni moZné vysvétleni se jevila moZnost, ze SDS nedokézalo dostate¢né efektivné
rozvolnit pfitomné proteiny. K pufru jsme tak ptidali jesté chaotropni ¢inidlo, 4 M mocovinu,
avSak ani tento pfistup nevedl ke zméné detekované molekulové hmotnosti NACa-
podjednotek. Proto se jako nejpravdépodobnéjsi diavod jevi posttranslacni modifikace
zkoumanych proteinti. Posttransla¢ni modifikace jsou totiz uvadény jako jedna z nejCastéjSich
pfiCin pfi zaznamenani vysSi nez ocekdvané molarni hmotnosti proteinu na Western blotu
(Kurien, 2021). Tyto modifikace, mezi které se tadi patii naptiklad glykosylace, fosforylace,
metylace nebo ubiquitinylace, piidavaji dalsi funkéni skupiny na polypeptidicky fetézec, coz

ovliviiuje jeho vlastnosti véetné molarni hmotnosti (Sule et al., 2023).
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5.4 Test holdazové aktivity a dalSi moZnosti vyzkumu

Pfi provedeni testu holdazové aktivity je mozné provést denaturaci reportérového
proteinu dvéma zpisoby — tepelné a chemicky (Haslbeck a Buchner 2015). U dfive
provedenych studii byl preferovan tepelny zpusob agregace (Cha et al., 2015; Cha et al., 2017),
k cemuz jsme se zprvu piiklonili i my. ZvySeni teploty totiz 1épe simuluje podminky, které
mohou nastat i v redlném prostfedi. Kromé samotné holdazové aktivity je timto zplisobem
vlastné€ i testovana schopnost studovaného proteinu udrzet funkéni konformaci za stresovych
podminek. Pro provedeni experimentu je potfeba spektrofotometr s vyhfivanou komorou na
vzorky. Takovym pfistrojem naSe laboratof nedisponuje, takze jsme se ho pokusili nahradit
klasickym spektrofotometrem a zahtivani vzorkd jsme provadéli oddélené ve vodni lazni.
Ziskana data ze vzorkl s pozitivni kontrolou GroEl odpovidala predpokladanému vysledku
(Graf 5), ale samotné provedeni experimentu bylo velmi naro¢né a ptipadna reprodukovatelnost
velmi nizka. Nejvetsi prekazkou pii nasem piistupu bylo totiz ochlazovani vzorkl po jejich
vyndani z vodni 1azné a nasledném méteni absorbance. Trvalo tak vyrazné déle, nez jsme
zaznamenali zvySeni absorbance méteného roztoku. Z tohoto diivodu jsme se rozhodli piejit
k chemickému zplisobu denaturace reportérového proteinu, ktery se celou dobu provadi za

laboratorni teploty.

Zmény absorbance mezi jednotlivymi vzorky (pozitivni a negativni kontrola) nebyly
prilis velké (Graf 5). Zatimco protokol (Haslbeck and Buchner, 2015) uvadi, ze by zmény
absorbance pifi pouZiti reportérového proteinu citratsyntdzy o koncentraci 0,6 uM mély
dosahovat zmén piiblizné 0,1-0,2, v naSem ptipadé jsme se ke spodni hranici téchto hodnot
piiblizili az pii zvySeni koncentrace citratsyntazy na 1 pM. Pro ovéfeni nami ziskanych dat
bychom radi experiment provedli znovu s pfipadnym navySenim koncentrace reportérového

proteinu az na hodnoty 2 uM (Cha et al., 2015).

Ptrestoze se nam nepodafilo zjistit, zda B-podjednotky komplexu NAC maji holdazovou
aktivitu, povedlo se nam ovéfit funkEnost protokolu pro provedeni testu holdazové aktivity.
Protoze hlavni piekdzkou byla nemoZnost ziskat dostatené mnoZstvi proteinit z listi
transformovanych rostlin, provedeme v dalSich experimentech expresi pokusnych proteinti v
heterolognim systému bakterie E. coli. Tim bychom méli dosdhnout vyssi vytéznosti, ale za
cenu ziskani proteinit bez posttranslacnich modifikaci, které E. coli nedokaze provést. Po

vyfeSeni problému s mnozstvim extrahovanych proteinit by dalsim logickym krokem bylo
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vyzkouset na vSech variantach podjednotek NAC test holdazové aktivity, stejn¢ jako na vSech

moznych kombinacich mezi a- a B-podjednotkami.
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6 ZAVER

Tato diplomové prace se vénuje funkéni charakterizaci komplexu NAC, a predevsSim
jeho B podjednotky, pii odpoveédi husenicku rolniho na solny a osmoticky stres. Stanovenym
cilem préce bylo otestovat hypotézu, zda komplex NAC napomaha rostlinam huseni¢ku rolniho

prezivat pii vystaveni osmotickému a solnému stresu diky své chaperonové aktivite.

Pro ovéteni této hypotézy jsme vyseli semena mutantni linie nacfInacf2 v podminkach
in vitro a vystavili je osmotickému stresu, zptsobeném piidanim manitolu, nebo
polyethyleglykolu, ptipadné solnému stresu, ktery jsme navodili ptidanim chloridu sodného do
média. Pozorovany vysledek odpovidal naSemu ptedpokladu, Ze absence B-podjednotky
povede ke zhorSeni kli¢ivosti semen za abiotického stresu. Déle jsme piedpokladali, Ze rostliny
nadexprimujici jeden z gend kédujicich NACP budou stresovym podminkam odolévat 1épe,
stejné jako tomu bylo jiz v difive publikovanych studiich exprimujicich geny NACP z jinych
druhii v husenicku rolnim (Karan and Subudhi, 2012; Peng et al., 2017), nebo v tabaku
virginském (Nicotiana tabacum; Pruthvi et al., 2017). Tuto hypotézu se nadm nepodatilo
potvrdit, jelikoz ndmi testované nadexprimujici linie pro35S::NACB1-GFP a pro35S::NACB2-
GFP klicily po vystaveni stresovym podminkam méné efektivng. Dale jsme zjistili, Ze béhem
solného stresu dochazi u semenackii divokych rostlin ke statisticky signifikantnimu sniZeni
transkripce u vSech gent kodujicich podjednotky komplexu NAC. Za osmotického stresu
dochazelo ke snizeni exprese geniit NACal, NACa2, NACa3, NACB1 a NACPB2, ale pouze
velmi mirnému. U geniit NACo4 a NACaS doslo prekvapivé k mirnému zvySeni mnozstvi

transkriptu. Zadna z téchto zmén viak nebyla statisticky vyhodnocena jako signifikantni.

Poslednim stanovenym cilem préce bylo otestovat pomoci holdazové eseje, zda komplex
NAC dokaze chranit proteiny v buice za stresovych podminek diky své chaperonové aktivite.
Tento cil se podafilo splnit pouze Castecné, protoze jsme nebyli schopni ziskat dostatecné
mnozstvi proteint, potiebnych pro in vitro test holdazové aktivity. Provedli jsme tedy alespon
pilotni experimenty za vyuziti pozitivni kontroly, kterou byl protein GroEl z bakterie E. coli, a
vyzkousSeli jsme oba mozné zpisoby provedeni testu, tedy jak teplotn€, tak chemicky
vyvolanou agregaci reportérového proteinu citratsyntdzy. Vysledky odpovidaly naSim

ocekavanim a mtizeme prohlasit, Ze se nam povedlo vyzkouset novou experimentalni metodu.
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