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Abstrakt

Draslik je jednim z esencidlnich prvk nezbytnych pro rast rostlin. Podili se na mnoha
rostlinnych procesech, jako jsou osmoregulace, aktivace enzymt ad. Tyto funkce jsou uzce
spjaty s jeho transportem v bunce i celé rostlin€é. Ackoliv se draslik hojné vyskytuje v zemské
kafe, mnozstvi formy piimo dostupné pro rostliny nebyva dostacujici. Nedostatek drasliku se
projevuje na mnoha urovnich a podili se i na snizeni vynosu a kvality zemédélskych plodin.

V rostling existuje velké mnozstvi proteinti transportujicich draslik. Jednou z dulezitych rodin
draselnych transportéri je rodina KT/HAK/KUP. Do této rodiny patii mimo jiné i
vysokoafinitni transportér HAKS, ktery je kliCovy pro piijem drasliku z prostedi pii jeho
nizké dostupnosti.

Jednim z nepfili§ prozkoumanych transportéri z rodiny KT/HAK/KUP je 1 transportér KUPS,
kterému se ve své diplomové praci vénuji. Cilem této prace je analyzovat fenotypové projevy
T-DNA inzerénich mutantli kup5 a charakterizovat funkce transportéru KUPS5 v rostlinach
Arabidopsis thaliana. V experimentech jsem analyzovala rlst inzer¢nich mutantd kup5
v riznych podminkéch prostfedi a provedla jsem transformaci rostlin za Ucelem zjistit
lokalizaci transportéru KUPS5 v buiice a lokalizovat expresi genu KUP5 v rostling.

Dle mych pozorovani kup5 mutantni rostliny dosahuji vétSich rozmérti oproti rostlindm
divokého typu. Toto pozorovani by mohlo naznacovat, ze se KUPS5 podili na regulaci
draslikové homeostazi, potazmo regulaci turgoru béhem riistu bunck. Kup5 mutantni rostliny
se nelisi v citlivosti k nedostatku drasliku, zasoleni ani suchu a nevykazuji defekty v ristu
kotenovych vlaskii. Lokalizace KUP5:GFP byla pozorovana v endoplazmatickém retikulu.
Lze tedy uzavtit, ze transportér KUPS ziejmé neni dilezity pro piijem drasliku z prostiedi pfi
jeho nizké dostupnosti a hraje roli spiSe v udrZzovani draslikové homeostaze uvnitt buiiky nez
v transportu drasliku pfes plazmatickou membranu. Tyto zavéry bude tfeba dale oveéfit

v navazujicich experimentech.

Klicova slova: draslik, vysokoafinitni transport, rodina KT/HAK/KUP, rast rostliny



Abstract

Potassium is one of the essential elements necessary for plant growth. It is involved in many
plant processes, such as osmoregulation, enzymes activaton, etc. These functions are very
often closely related to its transport in the cell and the whole plant. Although potassium is
abundant in earth’s crust, the mount of plant-available form is often insufficient.
Potassium deficiency manifests itself on many levels and also contributes to the reduction of
yield and quality of agricultural crops.

There are many of potassium-transporting proteins in the plant. One of the important families
of potassium transporters is the KT/HAK/KUP family. This family includes, among others,
the high-affinity transporter HAKS, which is key for the uptake of potassium from the
environment with low-potassium availability. One of the not very characterized transporters
from the KT/HAK/KUP family is the KUP5 transporter, which I deal with in my diploma
thesis. The aim of this work is to analyze the phenotypic manifestations of kup5 T-DNA
insertion mutants and to characterize the functions of the transporter KUPS in Arabidopsis
thaliana plants. 1 analyzed the growth of kup5 insertion mutants in various environmental
conditions and performed plant transformation to determine the localization of the KUPS5
transporter in the cell and to localize the expression of the KUPS5 gene in the plant.

According to my observations, kup5 mutant plants was larger than wild-type plants. This
observation could suggest that KUP5 might be involved in the regulation of potassium
homeostasis and thus the regulation of turgor during cell growth. Kup5 mutant plants do not
differ in sensitivity to potassium deficiency, salinity or drought and do not show defects in
root hair growth. Localization of KUP5:GFP was observed in the endoplasmic reticulum.
Thus, it can be concluded that the KUPS5 transporter does not appear to be important for
potassium uptake from the environment at low availability. It rather plays a role in
maintaining cell potassium homeostasis than in potassium transporting across the plasma

membrane. These conclusions will need to be further verified in subsequent experiments.

Key words: potassium, high-affinity transport, KT/HAK/KUP family, plant growth



Seznam pouzitych zkratek

AC — adenylatcyklaza

AKT1 — K" kanal (Arabidopsis K* tranporter 1)

ATP — adenosintrifosfat

cAMP — cyklicky adenosin 3, 5" monofosfat

CBL — vapnikovy senzor (calcineurin B-like proteins)

CHX — (cation/H" exhanger)

CIPK — calcineurin B — like protein interagujici kinaza (CBL-interacting protein kinase)
CNGC - cyclic nucleotid gated channels

CDS — kodujici oblast genu (coding sequence)

DMSO - dimethylsulfoxid

ER — endoplazmatické retikulum

GORK - K" kanal (guard cell outward rectifying K")

HAKS — vysokoafinitni transportér K* (high-affinity K* transporter 5)
HKT — vysokoafinitni transportér K* (high-affinity K* transporter)

IAA — kyselina indol-3-octova

KATI1 a KAT2 — K" kanaly (K" channel in Arabidopsis thaliana 1, 2)
KEA3 — K'/H" antiporter 3

KUP — transportér z rodiny KT/HAK/KUP (K" uptake protein)
KT/HAK/KUP - rodina vysokoafinitnich transportéria K* (KT — K" transporter/HAK - high-affinity
K*/KUP — K" uptake protein

NASC — The European Arabidopsis Stock Centre

NHX — antiporter Na" (Na“/H" exchanger)

PCR — Polymerazova fetézova reakce

PM — plazmatickad membrana

PP2C — fosfataza (protein phosphatases 2C)

RCI3 — peroxidaza (rare Cold In- ducible gene 3)

Rdr6 — RNA dependentni RNA polymeraza 6

ROS — reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

R/S — pomér biomasy kotend ku biomase nadzemni ¢asti (root/shoot ratio)
RT-PCR - realtime polymerase chain reaction

SE — stiedni chyba priméru (standard error of the mean)

SKOR — K" kanal (stellar K*-outward rectifying)

SPIK — K kanal (shaker pollen inward K channel)

TPK — K" kanal (tandem pore K*)

TRH1/KUP4 — transportér z rodiny KT/HAK/KUP transportujici auxin (tiny root hair 1/ K* uptake 4)
WOX11 — WUSCHEL-related Homeobox 11






1 Uvod

Rostliny jsou vzhledem k piisedlému zplisobu zivota nuceny reagovat na pudni podminky
ruznych stanovist' a zajistit pfijem dostatecného mnozstvi esencialnich mineralnich Zivin
z heterogenniho a velmi proménlivého ptidniho prostiedi. Jednou z esencidlnich mineralnich
zivin je i K, ktery je zapojen v mnoha rostlinnych procesech (Marschner 1995). Jako
piiklady téchto procest Ize uvést osmoregulaci, iontovou homeostazi, aktivaci enzymu apod.
S témito procesy jsou spojeny rizné déje, jako je objemovy rust bun€k, regulace otevienosti
praduchd, fotosyntéza, proteosyntéza ad., jejichz spravna funkce je pro rostlinu velmi dalezita
(Marschner 1995, Pettigrew 2008).

Pro optimalni rlst potfebuji rostliny dostatené mnozstvi esencidlnich prvkl. Pokud jej
nemaji, mohou se vyskytnout zmény v jejich metabolickych procesech, morfologii, ¢i
schopnosti reagovat na podminky prostfedi (Wang and Wu 2013). Tyto zmény mohou u
zemédélskych plodin, v zavislosti na intenzité¢ deficience, ovlivnit mnozstvi a kvalitu Grody
(Wang and Wu 2015). Ackoliv je draslik jeden z nejhojnéji se vyskytujicich prvka zemské
kury, rostliny se ve vétsiné pid potykaji s nedostatkem K", coZ je forma dostupna pro piijem
kofeny rostlin (Brady and Weil 2002). Diky tomu je nutné K dodavat ve formé& hnojiv pro
lepsi kvalitu a vynos zemé&délské produkce. Pfestoze celosvétova aplikace K v hnojivech
stoupa, jsou oblasti, ve kterych je stdle mnozstvi K™ v piidé nedostacujici (Zorb et al. 2014).

U rostlin se béhem evoluce vyvinula fada mechanismi, jak reagovat na nedostatek K™ a
stimulovat jeho piijem z prostiedi. P¥jem K" je zajistovan predev§im pomoci kofenl a
mechanismus pijmu se 1i§i v zavislosti na vné&j§i koncentraci K'. Pii koncentraci K*
v rhizosféfe nad 0,3 mM je K* pfijiman pfedevsim pomoci nizkoafinitnich kanala (Schroeder
JI, Ward JM 1994). Pokud je koncentrace K" niZsi, je pfijiman pomoci vysokoafinitnich
pienaseci. Draselné kanaly patii ptedev§im do rodin Shaker a TPK (tandem-pore K'
channel). Mluvime-li o draselnych transportérech, hraji nejvétsi roli rodiny KT/HAK/KUP
(K" transporter/high-affinity K*/K" uptake protein), HKT (high-affinity K* transporter), NHX
(Na'/H" exchanger) a CHX (cation/H" exchanger) (Wang and Wu 2013).

Ve své praci se budu vénovat predev§im rodiné KT/HAK/KUP, do které patii i mnou
zkoumany transportér KUP5 (K" uptake protein 5). Do této rodiny patii napf. transportér
HAKS (high-affinity K" transporter 5) zapojeny do ptijmu K" pfi jeho nizké dostupnosti
v pidé. Dale KUP7 (K" uptake protein 7), jenZ napoméaha nakladani K™ do xylému (Han et al.
2016). KUP2, KUP6, KUP8 (K" uptake protein 2, 6, 8) jsou zapojeny pii vydeji K z buiky
(Osakabe et al. 2013) a TRH1/KUP4 (tiny root hair 1/ K" uptake protein 4) hraje roli



v distribuci auxinu (Vicente-Agullo et al. 2004). Rodina KT/HAK/KUP obsahuje i doposud
necharakterizované transportéry. Nékterym z nich se vénoval ve své diplomové praci Marek
Sustr (Sustr 2015). Ten v pilotnich experimentech s inzerénimi mutanty huseni¢ku, nesoucimi
T-DNA inzerci v genech kédujicich vybrané transportéry rodiny KT/HAK/KUP, pozoroval
vetsi produkei biomasy u kup5 mutantnich rostlin ve srovnani s rostlinami divokého typu. I
diky jeho pozorovani jsem se zaméfila na charakterizaci pravé transportéru KUPS. Jeho role
v K" transportu zatim nebyla popsana, zajimavé vsak je zjisténi, Ze ma kromé& schopnosti

transportovat K také adenylatcyklazovou aktivitu (Al-Younis et al. 2018).

1.1 Cile prace

Tato prace navazuje na mou bakalarskou praci ,,Deficience drasliku — projevy a odpovéd’
rostliny* o projevech a odpovédich rostliny na deficienci drasliku a také na diplomovou praci
Mgr. Marka Sustra. Jak bylo zminéno vyse, byly zde zaznamenany rozdilné hodnoty
v produkci biomasy u kup5 mutantnich rostlin ve srovnani s divokym typem. Tato prace ma
proto za cil podrobnéjsi charakterizaci T-DNA inzer¢nich mutanti Arabidopsis v genu KUP5

a blizsi charakterizaci funkce tohoto dosud malo prozkoumaného proteinu v rostling.

Konkrétni cile prace:

e Fenotypova analyza kup5 T-DNA inzer¢nich mutantt
e zakladni ristova analyza
e citlivost k nedostatku K*
e reakce na vybrané stresové faktory (salinita, sucho)

o Lokalizace exprese KUPS5 v rostliné pomoci transkripéni fuze pKUPS5::GUS

e [okalizace transportéru KUP5 v buiice pomoci translacni fuze pKUPS5::KUP5:GFP a

358::KUP5:GFP



2 Prehled literatury

2.1 Draslik

Draslik miizeme v ptdé¢ najit ve formé kladné nabitého monovalentniho kationtu a v této
podobé¢ je rostlina schopna ho pfijmout. Draslik ptedstavuje 2,6 % hmotnosti zemské kiry,
zatimco koncentrace dalSich makroprvkd P a N v horninach jsou mnohem nizsi (Sardans and
Penuelas 2015). Zdroji K* jsou pfedev§im mineraly, a draslik se mize v pidé vyskytovat ve
ttech rizné€ dostupnych formach. Nejvétsi mnozstvi drasliku (90-98 %) se v ptidé vyskytuje
v nedostupné formé, kde je draslik pfimo vazany v primarnich mineralech. Pomalu dostupna
forma se nachazi pevné vazana v sekundarnich mineralech a mnozstvi takto se vyskytujiciho
drasliku ¢ini 1-10 %. Nejmensi mnozstvi (0,1 — 0,2 % z celkového mnoZstvi) se nachazi
v piimo dostupné formé, ve vodném roztoku nebo ve formé& vyménitelného K" sorbovaného
na povrchu pudnich koloidnich ¢astic (Romheld and Kirkby 2010). Ackoliv je tedy draslik
v zemské kiife hojné zastoupen, mize byt mnozstvi K* dostupného pro piijem kofeny rostlin
jen velmi omezené (Sardans and Penuelas 2015).

Je vice moznosti, jak se draslik mize dostavat z priméarnich minerald do pidniho roztoku.
Nejcastéji vSak pieména probiha zvétravanim mineralti obsahujicich K, kdy se nedostupny
K" méni pies pomalu dostupny K* az k pfimo dostupnému K" v pidnich roztocich. Existuji
viak i piipady, kdy se nevyskytuje pomalu dostupna forma drasliku a K’ je piimo
z primarniho mineralu uvoliiovan do piidniho roztoku (Brady and Weil 2002). Pokud v pudée
neni dostateéné mnozstvi dostupného K', které rostlina potiebuje ke spravnému fungovani

fyziologickych funkci, mohou se na rostlinach objevit projevy deficience K.

2.2 Deficience drasliku u rostlin

Jako jeden z esencialnich makroprvkd hraje K™ dalezitou roli v ristu a vyvoji rostliny
(Marschner 1995). Je to nejhojnéji se vyskytujici kationt v rostlindch a je zapojen do
morfologickych, fyziologickych, biochemickych a molekularnich procest v rostlinach (Hafsi
et al. 2014). Pfi deficienci K™ dochazi ke zménam v téchto procesech a ke zhorSeni prospivani
rostliny a s tim souvisejicimu zhorSeni kvality a kvantity rostlinné produkce (Wang and Wu
2013).

Diky velké mobilit¢ K* v ramci rostliny je K transportovan do rostoucich ¢asti a projevy
deficience jsou znatelné predev$im na starSich ¢astech rostlin (Marschner et al. 1996). Na

listech jsou pozorovatelné chlor6zy, pozdéji az nekrézy (viz obrazek €. 1) (Zorb et al. 2014).



Obrazek €. 1 — Listy lupiny bilé. Horni fada listd je postiZzena
nedostatkem K, jsou zde znatelné chlor6zy a nekrozy lista.
Spodni fada je kontrolni. Listy jsou sefazeny zleva doprava od
nejstarSich k mlad$im. (Zorb et al. 2014)

K" je zapojen do mnoha rostlinnych procest, jeho deficience se miize projevit poklesem
enzymatické aktivity a transportu latek v rostliné. Pfi jeho nedostatku se u rostlin muize
projevit naruseni regulace priiduchi, zpomaleni fotosyntézy, zhorSeni regulace osmotického
potencialu, nebo zvySena tvorba ROS (Marschner 1995).

K" deficientni podminky mohou zptisobit i zmény ve velikosti a stavb& rostlinného téla. U
nekterych rostlin napt. u bavlniku a fazolu bylo zaznamendno zmensSeni listové plochy
(O’Toole et al. 1980, Pettigrew 1999, Zhao et al. 2001). U bavlniku byla také pozorovana
redukce poctu nodl na postrannich vétvich, ackoliv na hlavnim stonku tento jev pozorovan
nebyl (Gerardeaux et al. 2010). Nékteré prace hovoti i o rozdilné tloust'ce listu, napt. u fazolu
(O’Toole et al. 1980) a kukufice (Al-Abbas et al. 1972), avSak v jinych experimentech u
fepky a bavlniku nebyl tento jev pozorovan (Zhao et al. 2001, Lu et al. 2016).

Nedostatek K" ma ale vliv pfedev8im na architekturu kofenového systému. U Arabidopsis
thaliana bylo pozorovano snizeni rychlosti riistu postrannich kotfenti i jejich poctu (Shin and
Schachtman 2004). Ohledné délky hlavniho kotfene se vysledky vyzkumu lisi, nékteré prace
zaznamenaly zkraceni délky hlavniho kotfene (Jung et al. 2009, Kim et al. 2010), jiné i pies
velmi podobné kultivacni podminky a stejny ekotyp Col-0 tento jev neprokézaly (Shin and
Schachtman 2004). Jednotlivé ekotypy Arabidopsis thaliana se svoji architekturou kofenti
mohou liSit jiz v kontrolnich podminkdch a v deficientnich podminkach jsou rozdily

znasobeny (Kellermeier et al. 2013).



U rostlin kukufice trpicich nedostatkem zivin byla pozorovana i zvySena tvorba aerenchymu
v kotenech. Tato adaptace umoziuje zachovat rist kofend s niz§imi metabolickymi néklady a
byla pozorovana také pii nedostatku P nebo N (Postma and Lynch 2011).

Nedostatek K™ nema vliv pouze na kofenovy systém, ale bylo zaznamenano i snizeni rychlosti
fotosyntézy a asimilace CO> (Zhao et al. 2001, Lu et al. 2016). N¢které draselné kanaly jsou
zapojeny do spravné funkce priducht. Pfi otvirani priduchi kanaly KAT1 a KAT2 (K*
channel in Arabidopsis thaliana 1, 2) zajistuji vtok K" pfes PM (plazmatickou membranu),
zatimco pii zavirani priduchii vytok K zajist'uje kandl GORK (guard cell outward rectifying
K") (Hosy et al. 2003).

Ziejmé nejen zhorSend vodivost priduchi miZe za sniZeni rychlosti fotosyntézy. U K*
deficientnich rostlin se prfedpoklada i negativni ovlivnéni d¢ji na tylakoidni membrang, kde je
zapojen K'/H" antiporter KEA3 (K" efflux antiporter), ktery zajistuje vytok K™ a tim pomaha
vyrovnat tok protond, aby nedoslo k hyperpolarizaci membrany (Kunz et al. 2014, Hohner et
al. 2016)

U rostlin postizenych nedostatkem K" bylo pozorovéano i sniZeni vodivosti mezofylu (Battie-
Laclau et al. 2014, Lu et al. 2016), snizeni obsahu chlorofylu v chloroplastech (Zhao et al.
2001, Lu et al. 2016) a zména struktury chloroplastu (Zhao et al. 2001).

Svoji roli mohou sehrat i reaktivni formy kysliku (ROS). ROS se v chloroplastu objevuji pii
ruznych stresovych situacich. Pii ptisobeni ROS muze nastat poskozeni membran, degradace
chlorofylu a néasledkem toho i vznik listovych chlor6z (Cakmak 2005).

U rostlin trpicich nedostatkem K™ byla pozorovana zvySena akumulace sacharozy v listech
(Huber 1984, Marschner et al. 1996, Zhao et al. 2001, Hermans et al. 2006). I tento jev miize
souviset se snizenim rychlosti fotosyntézy (Araya et al. 2006). Sacharidy jsou akumulované
v listech, protoZe jejich transport floémem do ostatnich ¢asti rostliny se snizuje. To souvisi
s roli K pfi nakladani do floému a jeho samotnym transportem (Cooke et al. 1977, Deeken et
al. 2002). S akumulaci sachar6zy v listech mize souviset i zvySena sucha hmotnost listi
v porovnani s kofeny (O’Toole et al. 1980, Gerardeaux et al. 2010, Lu et al. 2016). Transport
sacharidii z listi do ostatnich ¢asti, tedy i do kofenil je sniZen a ty jsou nedostatkem K*
redukovany v riistu vice nez pryty (Hermans et al. 2006). Pokles transportu asimilatl z listd
do kofenli a zvySeni akumulace sacharidd v listech ma za nasledek pokles R/S poméru
(root/shoot ratio, pomér hmotnosti kofenli vii€i nadzemni ¢€asti). Pokles R/S poméru byl
pozorovan u vice rostlinnych druhti, napt. u fazolu obecného (Marschner et al. 1996), ibisku

(Egilla et al. 2001), Arabidopsis thaliana (Hermans et al. 2006), baviniku (Gerardeaux et al.



2010). Existuji ale 1 experimenty, ve kterych snizeni tohoto poméru nebylo tolik vyrazné

(Jordan-Meille and Pellerin 2008).

2.3 Prijem a transport K* v rostliné

U vyssich rostlin probiha piijem K* pfedev§im pomoci kofenii a v zavislosti na koncentraci
K" v piidé se zapojuji riizné transportni systémy. Kofeny pfijimaji K™ proti koncentracnimu
spadu vzhledem k jeho vyssi koncentraci v cytosolu oproti rhizosféte (Wang and Wu 2013).
Koncentrace K v rhizosféie byva okolo 0,1 az 1 mM (Maathuis 2009), zatimco koncentrace
K" v cytosolu se vétSinou pohybuje kolem 100 mM (Schroeder JI, Ward JM 1994). Ve
vakuole je rozpéti koncentraci vétsi, s hodnotami v rozmezi 10 — 200 mM (Walker et al.
1996).

V zéavislosti na koncentraci v rhizosféfe je piijem zprostfedkovan vysokoafinitnimi nebo
nizkoafinitnim transportéry, které se zapojuji v rtizné mife podle aktudlni potteby. Pokud je
koncentrace K* velmi nizka, tedy pod 0,2 mM, pfijima rostlina K* piedeviim pomoci
vysokoafinitnich transportéri (Epstein et al. 1963). Je-li koncentrace nad 0,3 mM, vyuziva
rostlina pfednostné nizkoafinitni transportéry (Schroeder JI, Ward JM 1994).

Nizké mnozstvi K™ v rhizosféfe vede k aktivaci exprese gent kodujicich vysokoafinitni
transportéry K* a tyto transportéry se ve zvySené mife vyskytuji na PM. Absorpce K* zavisi
nejen na koncentraci K* v okoli, ale rostlina zvySuje absorpci K™ pomoci protonovych pump
(H"ATPaz), diky ¢emuz zméni elektrochemicky potencial, ktery miize pohanét piijem K*
pomoci transportéri, které jsou schopny kotransportovat K™ a H" (Rodriguez-Navarro 2000).
V rostliné je mnoho gent kodujicich proteiny transportujici K*. U Arabidopsis thaliana
existuji dva prioritni proteiny, které zajistuji téméf vsechen pifjem K* pomoci kotent (Gierth
et al. 2005). Jedna se o transportér HAKS (high-affinity K transporter 5) a kanal AKTI
(Arabidopsis K' transporter 1) (Hirsch et al. 1998, Gierth and Miser 2007). Transportér
HAKS patti do rodiny KT/HAK/KUP, do které spada i transportér KUPS a kanal AKT1 patii
do rodiny Shaker (Gierth et al. 2005).



2.3.1 Rodiny rostlinnych draselnych kanalua

vvvvvv

TPK (tandem-pore K* channel). Zminény kanal AKT1 patii do rodiny Shaker (Sharma et al.
2013).

Rodina Shaker

Kandly této rodiny jsou tetramery, jejichz kazdd podjednotka ma 6 transmembranovych
domén (viz obrazek €. 2). Tyto kandly maji senzor napéti, diky kterému jsou schopné reagovat
na zménu membranového potencidlu (Sharma et al. 2013).

Kanal AKTI, ktery je exprimovany v kofenech, je lokalizovan na PM bunék rhizodermis a
primarni kiry a je hlavnim kanalem umoziujicim vstup K* do cytoplasmy (Lagarde et al.
1996). I ptestoze je AKTI1 kanal, vykazuje dudlni afinitu. M4 nejen nizkoafinitni schopnost
piijmu K, ale i vysokokoafinitni, ktera se projevi, pokud dojde k poklesu koncentrace K™ na
100 uM (Sentenac et al. 1992, Hirsch et al. 1998). Pokud je rostlina vystavena deficienci K,
objevuji se ROS, které reguluji aktivitu a transportni vlastnosti tohoto kanalu. Do této signalni
dréhy jsou zapojeny Ca®" ionty. Ty aktivuji vapnik vazebné proteiny CBL (calcineurin B-like
proteins) a nésledné¢ kindzy CIPK (CBL-interacting protein kinase), které maji regulacni
schopnost (Xu et al. 2006). Ca®" ionty jsou potiebné pro interakci CBL1/9 a CIPK23, aby
mohlo dojit k fosforylaci AKT1 (Geiger et al. 2009). Vysledkem je ptestavba AKT1 kanalu

do podoby heterotetrameru,

Shaker TPK

coz méni jeho transportni
vlastnosti a umoZiuje mu
zprostiedkovavat piijem K*
1 pfi velmi nizké externi
dostupnosti  (Duby et al.
2008). K deaktivaci AKTI1
dochéazi za ucasti CBL10 a
fosfatazy PP2C  (protein
phosphatases 2C) (Lan et al.
2011, Sharma et al. 2013).

Obrazek ¢&. 2 - Struktura kanald rodiny Shaker a TPK (tandem-pore
K*channel) (Sharma et al. 2013)



Dalsi K kanél z rodiny Shaker je kanal SPIK (shaker pollen inward K* channel), ktery je
zapojen do pfijmu K* pylovou lackou a reguluje jeji vyvoj a rist (Mouline et al. 2002).

Kanal SKOR (stellar K'-outward rectifying) je lokalizovany v bufikdch stiedniho vélce
kofene. Pomaha zprostiedkovat transport K™ z kofenti do nadzemich &asti, podili se na
nalozeni K do xylému (Gaymard et al. 1998).

V nakladani do floému je zapojen kanal AKT2/3, ktery je ziejmé zapojen piedevSim pfi
nedostatku energie. U rostlin mutantnich v tomto genu bylo pozorovano sniZeni hladiny
sachardzy ve floémové staveé. U téchto rostlin se projevilo i zpozdéni kveteni a mély mensi
mnozstvi kvétnich stvolil (Deeken et al. 2002).

DalS§imi jiz zminénymi draselnymi kandly jsou KAT1 a KAT2, dilezité pii otevirdni
praduchi a zajist'ujici vtok K pies PM svéracich bun&k. Dale také kanal GORK zapojeny do
procesu zavirani priduchd, zajistujici naopak vytok K™ (Hosy et al. 2003). Tento kanal se
muze podilet také na vydeji K™ do prostiedi, diky jeho expresi v kofenovych vlascich (Becker

et al. 2003).

Rodina TPK

Dalsi rodinou draselnych kanali je rodina TPK. Kandly spadajici do této rodiny maji 4
transmembranové domény a funguji jako dimery (viz obrazek ¢. 2) (Lebaudy et al. 2007,
Maitrejean et al. 2011). Témét vSichni ¢lenové této rodiny jsou lokalizovani na vakuolarni
membrané (Czempinski et al. 2002). Existuji vSak i vyjimky, napt. TPK4 je lokalizovany na
PM (Becker et al. 2004) a TPK3 na tylakoidni membrané (Zanetti et al. 2010). TPK kanaly
jsou obvykle exprimovany specificky v ruznych rostlinnych organech nebo pletivech
(Voelker et al. 2010). Na rozdil od kanalli z rodiny Shaker se zda, Ze u rodiny TPK neexistuje
zadny senzor napéti, coZ naznaCuje jejich slabou citlivost na zmény membranovych
potenciald. U nékterych TPK kanalti byly objeveny vazebné domény pro Ca** na C-
termindlnim konci v cytosolu, coZ ukazuje na jejich moZnou regulaci Ca®" signalizaci

(Lebaudy et al. 2007).

2.3.2 Rodiny rostlinnych draselnych prenasecu

Draselné transportéry (pfenaSeCe) miizeme rozdélit do 4 rodin: KT/HAK/KUP, Trk/HKT
(high-affinity K* transporter), KEA (K' efflux antiporter) a CHX (cation/hydrogen
exchanger). Nejdulezitéjsi rodinou je KT/HAK/KUP.



Rodina TrkHKT
U hub a bakterii funguji tyto transportéry jako H'/K" a K'/Na" symportéry. U rostlin vSak
vyzkumy naznacuji, Ze pouze mala ¢ast funguje jako Na'/K* symportéry (Rubio et al. 1995).

Vétsina HKT transportéra u rostlin zaji$t'uje transport Na* (Gierth and Méser 2007).

Rodina KEA

Mnoho transportértl z této rodiny je zapojeno v antiportu kationt/proton (Kunz et al. 2014).
Napi. K'/H" antiporter KEA3, ktery je lokalizovany na tylakoidni membrané a pomaha
vybalancovat tok kladné nabitych Céastic a tim udrzet gradient protont, aby nedoslo

k hyperpolarizaci membrany a tim k naruseni fotosyntézy (Hohner et al. 2016).

Rodina CHX

Vétsina ¢lend této rodiny je identifikovana jako Na'/H' antiportéry a &ast jako K'/H'
antiportéry. Napt. AtCHX17 je transportér zajist'ujici vtok K. Je lokalizovany na tonoplastu a
na PM bun¢k kofene a spolecné s dal$imi transportéry AtCHX16/18/19 je potiebny pro

reprodukci a spravny vyvoj semen (Chanroj et al. 2013).

Rodina KT/HAK/KUP

U Arabidopsis maji proteiny této rodiny
12 — 15 transmembranovych domén a
ztoho 11 je konzervovanych napfic
celou touto rodinou (Gupta et al. 2008).
Proteiny z rodiny KT/HAK/KUP jsou
roziazeny do 5 klastri, kde jiz zminény
transportér AtHAKS spada do klastru I,
viz obrazek ¢. 3 (Nieves-Cordones et al.
2016).

HAK je kliCovy pro piijem K*

z prostiedi pii jeho nizké dostupnosti.

Gen pro vysokoafinitni transportér

HAKS je v Arabidopsis exprimovan pfi Obrazek ¢. 3 — Fylogeneticky strom rodiny

nizké koncentraci KJr, naopak pf'l KT/HAK/KUP (NieVCS-CordoneS et al. 2016)
At — Arabidopsis thaliana, Os — Oryza sativa,
Vv — Vitis vinifera



dostatku K je jeho exprese minimalni. HAK5 je exprimovan piedev$im v rhizodermis,
priméarni kife a stfednim valci kofene. Nejvyraznéjsi exprese je v postrannich kotfenech,
jako u regulace kanalu AKT1 zfejmé i pii regulaci tohoto transportéru hraji roli ROS, které se
tvofi pfi vystaveni rostliny stresu (Neill et al. 2002). ROS jsou produkovany rtznymi
oxidazami a peroxiddzami, z nichZz jedna — RCI3 (rarecoldinducible gene 3) je zapojena do
indukce exprese genu HAKS (Kim et al. 2010). Do regulace exprese jsou vSak zapojeny i jiné
latky, napi. NHs" v pidg, ktery ji potlauje (Qi et al. 2008). Zajimavym faktem je, Ze nejen
nedostatek K, ale i NO3™ a P indukuji transkripci HAKS5. Pouze deficience K™ viak nasledné
vede k indukci pfijmu K" kofeny pomoci transportéru HAKS. Ziejmé tedy
dochazi k posttranskripéni regulaci HAKS, ktera je vyvolana nizkym K. Druhou moznosti je,
ze indukce transkripce HAK)5 pti nizké koncentraci NO3™ a P souvisi s dosud neznamou funkci
tohoto genu. Tento experiment byl provadén u huseni¢ku rolnitho (Arabidopsis thaliana)
iurajcete jedlého (Solanum lycopersicum), coz naznacuje, ze posttranskripni regulace
vysokoafinitniho transportéru HAKS probiha zfejmé u mnoha druhd rostlin (Rubio et al.
2014). Aktivita HAKS je ale regulovéna i na posttranslacni Urovni. HAKS je aktivovéan
fosforylaci, do které jsou podobné jako u AKTI zapojeny CBL proteiny — senzory Ca®"
(Ragel et al. 2015).

U specializovanych rostlin nemusi transportér HAKS fungovat pouze v kofenech. Masozravé
rostliny vyuZivaji ziviny, v€etné K", také ztél kofisti, kterou natravi pomoci svych zlaz.
U mucholapky podivné je DmHAKS spolecné s dalSimi transportéry jako je napt. AKT1
zapojen do pfijmu K* z natrdvené kofisti (Scherzer et al. 2015).

Dalsim transportérem rodiny KT/HAK/KUP je KUP4/TRHI, ktery je kromé transportu K*
schopen regulovat transport auxinu a ovlivituje timto zpiisobem napt. rist kofenovych vlaski
(Rigas et al. 2001). Pokud jsou rostliny Arabidopsis mutantni v tomto genu, je u nich
naruSena spravna distribuce auxinu v kofenech, stim 1 gravitropismus kofene a rozvoj
kotenovych vlaski (Vicente-Agullo et al. 2004). KUP4 je v podobé dimeru schopen
transportovat auxin piimo (Daras et al. 2015). Exprese genu KUP4 byla pozorovana
v bunikach kolumely a lateralni kofenové cepicky (Vicente-Agullo et al. 2004).

KUP6 je prenasecem, ktery je lokalizovan na PM a zfejmé zaji§tuje transport K* v riznych
castech rostliny. KUP6 je exprimovan v kofenové Spicce, pericyklu a svéracich buiikach
praduchi. Transportér KUP6 spolu s blizce ptibuznymi transportéry KUP8 a KUP2
a kandlem GORK hraji zfejm¢ vyznamnou roli v osmoregulaci. To se projevuje nejenom

vrustu rostliny, ale 1 v reakci rostliny na stres ze sucha. Trojiti mutanti kup2/6/8
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a kup6/8/gork vykazovali za kontrolnich podminek zvySeny objemovy rast bun¢k. Mutanti
méli vétsi listy a vetsi rozmér jednotlivych bunck mezofylu. Vykazovali také zvySenou
citlivost k auxinu v rlstu postrannich kofend, zatimco za snizeného mnozstvi vody Spatné
reagovali na signal k zavieni priiducht a tim se snizila tolerance rostliny k suchu. Z téchto dat
muizZeme usuzovat, ze transportéry KUP2, 6, 8 transportuji K™ do apoplastu, a tim piispivaji
k zavirani priduchii a omezeni objemového ristu bunék (Osakabe et al. 2013).

Gen KUP7 koduje protein lokalizovany na PM, zapojeny do pifjmu K" a jeho translokace
v kofenech v K* deficientnich podminkach. Pokud v t&chto podminkach KUP7 nefunguje, jak
bylo ukazano na kup7 mutantnich rostlinach huseni¢ku, dojde ke snizeni pfijmu K™ a obsahu
K" v xylémové §tavé (Han et al. 2016). Bylo zjisténo, ze KUP7 ma funkéni katalytickou
doménu adenylatcyklazy (AC), ktera katalyzuje vznik cAMP (cyklicky adenosin 37, 5’
monofosfat) z ATP (adenosin 5" trifosfat) (Al-Younis et al. 2015). Molekula cAMP je
dilezita signalni molekula Zivych organismil. Vyznam této aktivity neni nicméné je$té
vyjasnén.

Ackoliv se véda posouva neustale kuptiedu, stale neni zcela znama piesna struktura a funkce
vSech transportért rodiny KT/HAK/KUP. Stale neni zcela znam mechanismus funkce téchto
transportérd a to jakym zpisobem pfispivaji k homeostaze K na trovni bufiky i celé rostliny
(Al-Younis et al. 2018). To plati i pro transportér KUPS5, kterému se vénuji ve své diplomové

praci.

2.4 KUPS

Jak jiz bylo zminéno vySe, protein KUPS patii do rodiny KT/HAK/KUP a nachazi se
v klastru V, spolecné s transportérem KUP7. Oba geny jsou si velmi strukturné podobné, ale
zapojeni KUP5 v transportu K* v rostling zatim nebylo popsano a neni jasna ani jeho ptesna
vakuolarni proteiny (Jaquinod et al. 2007). KUP7 byl ale pozd¢ji lokalizovan na PM pomoci
translacni fuze s GFP (Han et al. 2016). Pro KUPS5 tyto experimenty zatim chybi. Podobnosti
proteinu KUP7 s proteinem KUPS5 je, Ze mé katalytické misto pro adenylatcyklazu (AC),
nachazejici se na N-terminalnim konci sméfujicim do cytosolu (Al-Younis et al. 2015, 2018).

Co se ty¢e role KUP5 v transportu K, bylo zatim dokdzano, ze mutanti Saccharomyces
cerevisiae s naruSenym transportem K" (¢rkl, trk2) jsou schopni ptijimat K*, pokud je v nich
exprimovan gen kodujici protein AtKUPS. Tento experiment tedy ukazuje schopnost

transportéru KUP5 transportovat K™ do buriky. Pokud je vSak naruena jeho AC aktivita,
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KUP5 neni schopen K* transportovat, coz naznacuje nezbytnost AC domény pro absorpci K*
(Al-Younis et al. 2018).

Na obrazku ¢. 4 mizeme vidét model, ktery ukazuje moznou roli transportéru AtKUPS
v udrzovani homeostaze K. AtKUPS5 transportuje K™ do buriky, kde se generuje cAMP pies
jeho cytosolickou N-terminalni adenylatcykldzovou doménu. Tento cAMP se mtize vazat na
vazebnou doménu kanalit CNGC (cyclic nucleotid gated channels), které jsou prostfednictvim
cAMP regulovany a jsou schopné také transportovat K™ do bunky. Vzniklé cAMP se také
mize vazat na kindzy zavislé na cAMP, které mohou fosforylovat jiné K kanaly nebo
AtKUP5 a dale ovlivitovat homeostazi K (Al-Younis et al. 2018).

V tomto vyzkumu bylo

také prokazano, ze AC AtKUPS
other K*

doména AtKUP5 muze . cNec channels
.

nahradit AC gen u

NH,

mutanta Escherichia coli, m!}wg N coon
ktery  postradda  svuj il k- '@/\ / K
endogenni AC gen (gen

C¢AMP- dependent

cyad). Tento mutant je R

deficientni v AC aktivit¢, Obrazek ¢ 4 — Model zobrazujici roli AtKUP5 v K homeostazi.
) . AtKUPS transportujici K" do butiky a nasledné tvotici cAMP.
po  transformaci  je (Al.younis etal. 2018)

nicméné schopny produkovat cAMP (Al-Younis et al. 2018). To prokazuje funkénost AC
domény AtKUPS proteinu.

Exprese KUPS v ramci rostliny neni zcela jasna. V jednom z experimentl byla analyzovana
exprese KUPS5 pomoci RT-PCR (realtime polymerase chain reaction) u tydennich semenackt
a Sestitydennich rostlin husenicku. Pfi méfeni u tydennich rostlin byla exprese KUPS5
zaznamenana pouze V kofenovych vlascich. Exprese u takto mladych rostlin nebyla
zaznamenana v kofenech ani v listech. Dale byla analyzovana exprese KUP genu v celé
rostliné u kvetoucich, Sest tydni starych rostlin husenicku péstovanych v médiu
s dostate¢nym mnozstvi K'. V tomto experimentu byla zaznamenana exprese KUPS3
v kofenech, ale nejvyssi exprese byla v mladych listech (Ahn et al. 2004). Gen KUP7
vykazoval shodny trend jako gen KUPS5 v relativni expresi ve vSech ¢astech rostliny, exprese
vSak byla vy$si neZ uz genu KUPS5. Na rozdil napt. od genu HAKS, ktery pii vysokych
koncentracich K* vykazoval téméf nulové hodnoty. U geni KUP6, KUPS a KUP9 znatné
pfevladala exprese v mladych listech. Hladina exprese jednotlivych genli byla méfena na

zakladé mnozstvi mRNA (Ahn et al. 2004).
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Dle Arabidopsis eFP Browser (Winter et al. 2007) naznacuji recentni ¢ipova data expresi
KUPS v celé rostling (obrazek €. 5). V nadzemni ¢asti rostliny se exprese predpoklada témér
ve vSech ¢astech, v kofeni pak predevsim v elongacni zén¢ (viz obrazek €. 7). Na bunécné
urovni je dle Cell eFP Browser (Winter et al. 2007) lokalizace proteinu ptfedpokladana

predev§im na PM (viz obrazek ¢. 6).

Atdg3d3530 253330_at  KuPs Arabidopsis eFP Browser at bar.utoronto.ca
Winter et al., 2007. PLoS One 2(8): €718
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Obrazek €. 5 — Exprese KUPS v nadzemni ¢asti rostliny dle Arabidopsis eFP
Browser (Winter et al. 2007)

Atdg33530 Cell eFP Browser - bar.utoronto.ca
R #
Cell Wall Mitochondria
Plasma
Membrane Golgi
Vacuole
Microtubule
(Cytoskeleton)
Chloroplast
(Plastid)
Nucleus
Endoplasmic
Reticulum Peroxisome
Cytosol
= P «
—ax \\ Obrazek ¢. 7 —
Draven by T. Ampofo. Data from SUBA {Heazlevrood et al, 2007). Predpokladana

. - v p p . ~ exprese KUPS5
Obrazek €. 6 — Predpokladana lokalizace KUP5 v buiice dle Cell eFP v kofeni (Winter et

Browser (Winter et al. 2007) al. 2007)
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2.5 Transportéry KT/HAK/KUP v jinych rostlinnych druzich

Funkce transportéri rodiny KT/HAK/KUP je postupné charakterizovana i v dalSich
rostlinnych druzich. Vyznamnych pokroki bylo dosazeno piedevS§im u ryze. Exprese
OsHAKS5 byla zaznamenana napii¢ rostlinnych télem, silna exprese byla zaznamenana
piedevsim v rhizodermis a stélé kotent, vodivych pletivech a bunkach mesofylu (Yang et al.
2014). Lokalizace tohoto transportéru byla pozorovana na PM (Horie et al. 2011). OsHAKS
zajistuje vtok K do bun&k kofenii a transport K" z kofent do nadzemnich &asti. V situaci,
kdy byl OsHAKS5 nefunkéni dos$lo k naru$eni vtoku K™ do bunék a naruSeni transportu K"
v rostlin€. Oproti tomu, pokud byla zvySena exprese tohoto genu, doslo ke zvySeni akumulace
K" aNa’ v nadzemnich ¢astech rostliny (Yang et al. 2014). OsHAKS tedy hraje hlavni roli pii
ziskavani K pomoci kofent a pii transportu K z kofenti do nadzemnich &asti za nizké
koncentrace K v ptidé a rovnéZ piispiva k odolnosti k zasoleni (Horie et al. 2011, Yang et al.
2014).

U ryze byl dale popsan transportér OsHAK 1. Exprese genu OsHAK je pozitivné regulovana
nedostatkem K nebo solnym stresem. Exprimuje se v rtiznych pletivech, zejména vSak
v apikalnim meristému kotene a prytu, epidermalnich buiilkach, ve stélé kotfene a ve vodivych
pletivech prytu. Mutanti v tomto genu vykazovali snizenou koncentraci K™ a zakrnély rast
kofent i prytu. Mutantni rostliny byly také vice citlivé na stres ze zasoleni (Chen et al.
2015b).

DalS8im transportérem, ktery ptispiva k odolnosti k zasoleni je transportér OsHAK21, ktery je
lokalizovany na PM. OsHAK2I je exprimovan piedev§im v parenchymu xylému a
endodermalnich buitkach. Pokud byla narusena funkce tohoto transportéru, doslo u mutanti
k niz§i akumulaci K* a vy$§i akumulaci Na® v kofenech i v nadzemnich &astech oproti
rostlindm divokému typu a mutanti byli citliv§jsi ke stresu ze zasoleni. Tato pozorovani
naznacuji, Ze OsHAK21 muze zprostitedkovavat absorpci K™ pfes PM a hrat roli pfi udrzeni
homeostaze Na"/K" u rostlin ryze, které jsou vystaveny stresu ze zasoleni (Shen et al. 2015).
U ryze byl také proveden experiment propojujici auxin-cytokininovou signalizaci, kterd
reguluje proliferaci bun€k a gen OsHAKI6. Do rostlin ryZze byl vnesen konstrukt
pOsHAK16:WOXI 1. Nasledné byly transgenni rostliny péstovany za snizené koncentrace K.
Diky tomu vzrostla exprese genu OsHAKI6, ktery je pozitivné ovliviiovan deficienci K*
(Okada et al. 2008). Soucasn¢ byl ve vyssi mife exprimovan 1 vneseny konstrukt s kodujici
sekvenci genu WOXI1 (WUSCHEL-related Homeobox 11), coZ je jeden z genl auxin-
cytokininové signalizace. Pokud nastalo zvySeni exprese OsHAKI6 a tedy 1 WOXI1, doslo
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k nartistu biomasy kotfenového systému a ke zvySeni po¢tu adventivnich kotfent. Transgenni
rostliny ve srovnani s divokym typem vykazovaly, pfi nizké dostupnosti K, vyssi koncentraci
K" v celé rostling a vy$si koncentraci rozpustnych cukrii v kofenech. Je zajimavé, Ze tohoto
pozitivniho efektu nebylo mozno dosahnout spojenim WOXI1 genu s ubiquitinovym
protomorem (Zhao et al. 2009).

Exprese pOsHAKI16:WOXI1 u rostlin péstovanych v pudé s mirnym deficitem K* zvysila
celkovy piijem K" 0 72 % a vytézek zrn vzrostl o 24 — 32 %. Vyzkum tedy naznaluje, Ze
zvySeni ristu a vyvoje kofenil diky expresi WOX11 ve vazbé na signalizaci nedostatku K™ by
mohlo vést ke zvySeni ucinnosti péstovani a vyssi produkci obilnin v pidéach s nizkou
dostupnosti K* (Chen et al. 2015a)

Experimenty u kukufice ukazaly podobné vysledky jako u ryze. Transportér ZmHAKS byl
charakterizovan jako vysokoafinitni transportér K, lokalizovany na plazmatické membrang
a zajistujici pfijem K" do bufiky. In situ hybridizace ZmHAKS5 u kukufice ukézala dominantni
expresi v kofenech. Na urovni pletiv je exprese zejména v bunikdch rhizodermis, primarni
kiry a ve vodivych pletivech. Pokud doslo k naruseni funkce transportéru ZmHAKS, byl
snizen piijem K" za K deficientnich podminek. Naopak rostliny kukufice, u kterych byla
zvySena exprese ZmHAKS, vykazovaly vyssi absorpei K' a lepsi rust pti nedostatku K™ (Qin
et al. 2019). Je tedy pravdépodobné, ze ZmHAKS je dilezity pro pfijem K* z prostiedi pii
jeho nizké dostupnosti, podobné jako AtHAKS u husenicku (Gierth et al. 2005). Exprese
ZmHAKS5 viak na rozdil od AtHAKS neni stimulovana nedostatkem K* (Qin et al. 2019).
DalSim transportérem rodiny KT/HAK/KUP, ktery byl u kukufice charakterizovan, je
ZmHAKI1. Exprese genu ZmHAKI je vyrazng$i v prytu oproti kofenlim a je stimulovana
nedostatkem K*. Pii zvySené expresi ZmHAKI se narusuje distribuce K v nadzemni &asti,
coz vede k chlorozam starSich listd. Obsah K" v mladsich listech je vSak vy$§i oproti
kontrolnim rostlinim, coZz zna¢i mozné naruseni distribuce K™ u téchto rostlin. ZmHAKI1 se
tedy ziejmé podili na re-translokaci K* ze star$ich do mladsich listi. (Qin et al. 2019).

U jecmene byl objeven vysokoafinitni transportér HvHAKI, jehoz gen je exprimovan pouze
v kofenech a exprese tohoto genu je zvySena nejméné 5x u rostlin trpicich nedostatkem K.
Tento transportér zajistuje piijem K™ v kofenech a byla u né&j zaznamenana nizka afinita
k Na® (Santa-maria et al. 1997). Dal$im popsanych transportérem rodiny KT/HAK/KUP
mimo Arabidopsis je SIHAKI1 u béru italského (Setaria italia). SIHAKI je za dostatecné
dostupnosti K* exprimovany v riznych pletivech rostliny (prytu i kofenech), pfi nizké
dostupnosti K* je vyrazn& up-regulovan pouze v nadzemni &asti. Musi byt tedy regulovan

piedev§im vnitinim K statusem rostliny. SIHAK1 je lokalizovany na plazmatické membrané
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bunék epidermis listu a zajiStuje vysokoafinitni transport K" zfejmé piedev$im pfi nizké

dostupnosti K* (Zhang et al. 2018).
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3 Metodika

3.1 Rostlinny material, kultiva¢ni podminky a genotypovani

Jako rostlinny material byla pouzita linie T-DNA inzerénich mutantii modelové rostliny
Arabidopsis thaliana. Pro propagaci a ktizeni byly tyto rostliny vysazovany na raselinové
tablety (Jiffy) do kultivaéni mistnosti, kde byla teplota 23 °C, relativni vlhkost 45 % a
fotoperioda zde byla 16 hodin svétlo a 8 hodin tma.

Pro kiizeni a transformace byly pouzity rostliny Arabidopsis thaliana ekotypy Columbia
(Col-0 a Col-8) a homozygotni mutanti rdr6 (RNA dependentni RNA polymeraza 6) (Boccara
et al. 2014). Tyto rostliny byly péstovany na raselinovych peletach.

VSechen rostlinny material byl péstovan také in vitro na 0,2xMS médiu, tedy modifikovaném
MS (Murashige-Skoog) médiu s koncentraci zivin sniZzenou na 1/5 (viz dale) v Petriho
miskdch o rozmérech 10x10 cm. Pro experimenty hodnotici rist rostlin v riznych
podminkéch bylo toto médium dale modifikovano (viz kapitola 3.2.). Kultivace probihala pfi

fotoperiodé 16 hodin svétla a 8 hodin tmy, pfi teploté 21 °C.

T-DNA linie Arabidopsis thaliana

Pro vSechny experimenty byla pouzita T-DNA inzeréni linie Arabidopsis thaliana
SALK 120707. Tato linie nese inzerci T-DNA v 5. exonu (z celkovych deseti exoni) genu
AtKUP5 (At4g33530) Semena pro tuto linii byla objedndna z NASC (The European
Arabidopsis Stock Centre) (Scholl et al. 2000).

Po ovéteni T-DNA inzerce pomoci PCR genotypovani byla linie kiiZena s divokym typem
Arabidopsis thaliana ekotyp Col-8 (k6d NASC: N60000), ktery je ekotypem pouzitym pro
ptipravu T-DNA inzerénich linii. Toto k¥izeni provedl Mgr. Marek Sustr. Z F2 generace jsem
op¢t pomoci PCR genotypovani vyselektovala divoky typ (homozygotni rostliny kontrolniho
genotypu, wild-type) 1 homozygotné mutantni rostlinu s T-DNA inzerci. Na téchto rostlinach

byly posléze provadény fenotypové experimenty.

Ovéreni pritomnosti T-DNA inzerce genotypovanim

Rostliny byly kultivovany p#i podminkdch uvedenych v kapitole 3.1. Dale byly rostliny

zpracovany dle nasledujicich postupti.
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Izolace genomové DNA z listi Arabidopsis thaliana

Izolace DNA z listii byla provadéna dle protokolu (Edwards et al. 1991). Pro izolaci byly
odebirany cca 0,5 cm velké ¢asti mladsich listl. Odebrana cast listu byla vlozena do 2 ml
zkumavky ,,Safelock® spole¢né¢ s mleci kulickou. Zkumavka byla ponofena do tekutého
dusiku. Poté doslo k vychlazeni kazety vibracniho mlynu a vlozeni zkumavek s odebranymi
castmi listi. Vychlazené kazety byly upevnény do vibracniho mlynu (Retsch MM301) a listy
byly homogenizovany po dobu 30 sekund pfi 30 kmitech za sekundu. K homogenizované
smési bylo piidano 200 pl extrakéniho pufru (viz tabulka ¢. 1). Smés byla vortexovana po
dobu 5 sekund a byla z ni vynddna mleci kulicka. Smés byla poté centrifugovana 2 minuty pfi
maximalni rychlosti (14000 ot./min.). Dale byl supernatant (180 upl) pfenesen do nové
zkumavky a bylo knému pfidano stejné mnozstvi izopropanolu. Nejdiive byla smes
promichéna pipetovanim, poté nechdna stat 2 minuty pfi laboratorni teplot¢ a nasledné
centrifugovana pii 14000 ot./ min. po dobu 4 minut. Dale doslo k odséti supernatantu pomoci
vodni vyvévy a peleta byla promyta 1 ml 70% etanolu. Tato smés byla centrifugovana po
dobu 5 minut pii 14000 ot./min. Supernatant byl opét odsan pomoci vodni vyvévy a pelety
byly vysouseny nékolik minut pii laboratorni teploté. Peleta byla rozpusSténa v 10 ul 10x TE
pufru a 90 pl destilované H>O. Slozeni TE pufru: 1 M Tris 1 ml, 0,5 M EDTA 0,2 ml, zbytek
do 100 ml doplnén dH>O. Vzorky byly skladovany v lednici pii 4 °C.

Izolovand DNA byla nasledné vyuzita v polymerdzové fetézové reakci (PCR) pro detekci
kontrolni a mutantni alely daného genu. Pro tuto detekci byly pouzity genotypovaci primery
uvedené v tabulce ¢. 2. Detekce kontrolni alely byla provedena za pomoci RP a LP primeru
(vznika produkt o délce cca 1200 bp), detekce mutantni alely byla provedena za pomoci RP a

LB primeru (vznika produkt o délce 700 bp).

Tabulka €. 1 - Extrakéni pufr — ptipraven smichanim jednotlivych komponent dle tabulky

Komponenta Koncentrace zasobniho roztoku | PouZité mnoZstvi
Tris HCL, pH=17,5 200 mM 20 ml

NaCl 250 mM 5 ml

EDTA 25 mM 5ml

SDS 0,5% 5ml

dH>0 Doplnit do 100 ml
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Tabulka €. 2 — Primery pouzité pro genotypovani kontrolni a mutantni alely. Design
primert dle SALK Institute Genomic Analysis Laboratory
(http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html)

Primery Oznaceni Sekvence

KUP5 RP CAGCAAGAGGCAAGGTAACAC
KUP5 LP TCCCAAATCAACTTCCATCAG
SALK LB ATTTTGCCGATTTCGGAAC

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro ovéfeni pfitomnosti ¢i nepfitomnosti T-DNA v cilovém genu mutantni linie se vyuziva
polymerazova fetézova reakce. Celkovy objem reakce byl 20 pl, slozeni pouzité reakéni smeési
je uvedeno v tabulce €. 3. V polymerazové fetézové reakci dochazi nejprve k denaturaci
DNA, kdy se jednotliva vldkna odd€luji od sebe. Poté dojde k asociaci primerQ
s denaturovanou DNA, diky snizeni teploty na hodnotu optimdlni pro konkrétni primery
(ur¢eno pomoci Tm Calculatoru, www.thermofischer.com). Dale dochazi ke zvyseni teploty,
aby doslo kaktivaci polymerazy, kterd syntetizuje komplementarni vldkno podle
templatového vlakna. Tyto cykly se opakuji cca 25-30x.

Prtbéh jednotlivych PCR cykli je shrnut v tabulce €. 4. Produkt PCR je pouzit pro dalsi praci,
vyhodnoceni pfitomnosti inzeréni T-DNA.

PCR byly provadény v Thermo cycleru (Biometra).
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Tabulka €. 3 — Slozeni reakéni smési

Komponenta Koncentrace zasobniho | PouZité mnoZstvi
roztoku (nl)

[zolovana DNA - 1

Taq DNA polymeraza (Thermo Scientific) | 5 U/ul 0,04

dNTP 10 mM 0,4

Primer RP 20 uM 1

Primer LP/LB 20 uM 1

Taq reakéni pufr 10x koncentrovany 2

dH20 14,56

Tabulka €. 4 — Nastaveni Thermo cycleru pro genotypovani.

Faze cyklu Teplota Cas (min.)

Inicialni denaturace 94 °C 2:00

Denaturace 94 °C 0:30

Nasedani primera 52°C 0:30 28x

Synteticka faze 72 °C 1:00

Terminalni syntetickd faze 72 °C 10:00

Ochlazeni 4°C 00



Agardzova elektroforéza

Agar6zova elektroforéza se vyuziva k rozliSeni fragmenti DNA podle jejich délky. Nejcastéji
byl vyuzivan gel s obsahem agardzy 1,2 %. Pro lepsi rozliSeni kratkych fragmentii DNA byl
vyuzit gel s obsahem agardzy 2 %. Gel byl pfipraven smichanim 1,2 % w/v agardzy a 0,5x
koncentrovaného TAE pufru (viz tabulka €. 5). Tato smés byla rozvaiena a poté bylo dodano
barvivo GelRed (GelRed® Nucleic Acid Gel Stain), nezbytné pro naslednou vizualizaci
fragmentll DNA. GelRed byl do smési ptidavan v koncentraci 5 pl na 100 ml 0,5x TAE. Poté
byl roztok rozlit do forem s hiebeny a ponechan pti pokojové teploté, aby zatuhnul.

Pro elektroforézu byly vyuzivany vany o raznych rozmérech, ve kterych byl pufr 0,5x TAE.
Vzorky byly vkladany do jamek jiz smichané s nanaSeci barvi¢kou (viz tabulka €. 6). Pro
uréeni délky fragmenti byl do jedné zjamek piidin i DNA marker (I kb marker
GeneRuler™). Oddélovani fragmentit DNA danych vzorki bylo provadéno v elektrickém poli

pfi rizném napéti (rozmezi 70 — 120 V), v zavislosti na objemu vany.

Tabulka €. 5 — Slozeni 0,5x TAE

Komponenta Koncentrace zdsobniho roztoku | PouZité mnoZstvi
TRIS base 121 ¢g

EDTA (pH=28) 0,5M 50 ml

Kyselina octova ledova 99,8 % 28,5 ml

dH>O Doplnit do 500 ml
Tabulka €. 6 — SloZeni nanaSeci barvy Loading Dye

Komponenta Koncentrace zasobniho roztoku | PouZité mnoZstvi

Tris HCI (pH = 7,6) 100 mM Sml

Bromferolova modf 0,015¢

EDTA (pH = 8) 0,5M 6 ml

Glycerol 99 % (v/v) 30,24 ml

dH>O Doplnit do 50 ml

3.2 Riistova analyza T-DNA inzercénich mutanti

Kultivace rostlin in vitro na agarovych miskach

Semena byla sterilizovdna pomoci roztoku 20% chlornanu sodné¢ho (SAVO) a 1% tritonu po
dobu 15 minut. Nésledné byla semena tfikrat oplachnuta sterilni destilovanou vodou po dobu
1 min. Veskera tato prace probihala za sterilnich podminek ve flow boxu (lamindrni box).
Semena po sterilizaci byla ponechdna po dobu 3 dni v destilované vodé¢ pii 4 °C v lednici.
Poté byla semena ve velkém mnozstvi vyseta na pevné kultivacni 0,2xMS médium v Petriho
miskach. Petriho misky byly umistény ve stojancich pod uhlem 45° do kultivacni mistnosti s

teplotou 21 °C a fotoperiodou 16 hodin svétlo a 8 hodin tma. Néasledné byly rostliny s 1 cm
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dlouhym kofenem steriln¢ pieneseny na nové kultivaéni médium, podle pozadovanych
experimentalnich podminek a vraceny do kultivacni mistnosti. Diky pfesazeni byla snizena

variabilita rastu rostlin zpisobena rozdily v kli¢ivosti semen.

Kultiva¢ni média

Pro ptfedpéstovani byla vyuzivana 0,2xMS média s pfidavkem 1% w/v agaru a 1% w/v
sachardzy (médium s obsahem vSech mineralnich zivin odpovidajici 5x zfedéné koncentraci
zivin v Murashige a Skoog médiu); slozeni viz tabulka ¢. 7. Pro hodnoceni fenotypovych
rozdilt pfi riznych podminkach byly rostliny pfesazovany na média s riznymi variantami
stresovych faktord. Rostliny byly vystaveny podminkam deficience K* (varianta - K"), kde
byly roztoky KNOs3 a KH2PO4 nahrazeny roztoky NaNOs a NaH>PO4 a K* byl pomoci KCI
doplnén na koncentraci 30 uM, pfi¢emz byl zohlednén K" pochazejici pfimo z agaru. Dal$imi

variantami byly vys$§i salinita, kde bylo pouzito 50 mM NaCl a varianta s pevnéjSim médiem

huate poskytujicim vodu, kde byla zvySena koncentrace agaru na 1,5 % w/v.

Tabulka €. 7 — Obsahy soli v médiich

Komponenta Koncentrace v kultiva¢nim roztoku (uM)

0,2xMS | 0,2xMS + | 0,2xMS + |-K"* -Kf+ -K'+

médium | 1,5% 50 mM 1,5% 50 mM

agar NaCl agar NaCl

KNO3 3758,65 | 3758,65 3758,65 0,00 0,00 0,00
KH2PO4 249,83 249,83 249,83 0,00 0,00 0,00
MgSO4.7H20 300,18 300,18 300,18 300,18 300,18 300,18
CaCl22H,0 598,56 598,56 598,56 598,56 598,56 598,56
Nax-EDTA 20,02 20,02 20,02 20,02 20,02 20,02
H3BOq4 20,05 20,05 20,05 20,05 20,05 20,05
CoClL-6H20 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
CuS04-5H;0 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
FeSO4.5H,0 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
MnSOq4 22,38 22,38 22,38 22,38 22,38 22,38
NaxMo0O4.2H20 | 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21
KI 0,00 0,00 0,00 30,00 30,00 30,00
ZnSO4-TH20 5,98 5,98 5,98 5,98 5,98 5,98
NaCl 0 0 50000 0 0 50000
NaNO; 0 0 0 3752,94 | 3752,94 3752,94
NaH>PO4 0 0 0 250,04 250,04 250,04
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Fenotypova analyza korenového systému a jeji vyhodnoceni

Petriho misky, ve kterych byly péstovany rostliny vin vitro podminkach, byly posléze
skenovany pomoci skeneru (Epson V800 Photo) cca 5. den po pfesazeni, kdy kofeny
vyplilovaly vétSinu Petriho misky, ale jesté se nedotykaly jejiho spodniho okraje. Snimani
kotent probihalo pii rozliSeni 1200 dpi a 48bitovych barvach.

Kofeny byly méfeny pomoci programu Root Analyzer v Nis Elements (NIS-Elements AR 3.2
64bit). Byla hodnocena celkova délka kotfenového systému, délka postrannich kotenti a jejich
pocet. Rostliny byly také pozorovany pomoci binolupy SZX7 a byl hodnocen fenotyp
kotenovych vlask.

Rostliny byly déle ponechany rust az do 15. dne, kdy byl proveden odbér biomasy. Rostliny
byly rozdéleny na pryt a kofeny a byla zvazena Cerstva hmotnost obou ¢asti. Po vysuSeni pfi

60 °C byla zvaZena také sucha hmotnost, dopocitan R/S pomér a obsah vody v biomase.

Statistické vyhodnoceni

Pro vyhodnoceni naméfenych vysledka byl pouzit program NCSS 9 Statistical Software. Vliv
genotypu a jednotlivych variant kultivaci byly vyhodnoceny pomoci dvouvybérové GLM
(general linear models) ANOVY a Bonferroni Multiple Comparison testu. Rozdily mezi
genotypy Vv jednotlivych variantdch kultivace byly vyhodnoceny pomoci Mann-Whitney U
T-testu.

3.3 Priprava rostlin nesoucich translacni a transkrip¢ni fuze

Bakterie

Pro pfipravu transformace rostlin byla vyuZita metoda Multisite Gateway®. Vektory byly
mnozeny pomoci bakterii Escherichia coli (DH5a). Kultivace bakterii probihala na tuhém a
tekutém LB médiu (viz tabulka ¢. 8), pifi 37 °C cca 15 hodin. K médiu bylo ptidavano

odpovidajici antibiotikum.

Tabulka €. 8 — SloZeni LB média
Komponenta PouzZité mnoZzstvi
Tekuté LB médium Tuhé LB médium
Pepton 10 g/l 10 g/1
Kvasni¢ny extrakt 10 g/l 10 g/l
NaCl 10 g/l 10 g/l
Agar (KOBE) - 15 g/l
dH>O Do pozadovaného objemu Do pozadovaného objemu
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Pro transformaci bylo pouzito Agrobacterium tumefaciens (kmen GV3101), které bylo stejné
jako E.coli kultivovano na tuhém i tekutém LB médiu viz tabulka ¢. 8. Pro udrzeni schopnosti
transformace a aby doslo k selekci transformovanych bakterii byla do LB média ptidana
specificka antibiotika - rifampicin v koncentraci pied fedénim 10 mg/l (fedéné 1:1000),
gentamycin v koncentraci pfed fedénim 10 mg/ml (fedéné 1:100), spectinomycin
v koncentraci pred fedénim 50 mg/ml (fedéné 1:100). Bakterie byly kultivovany 24 — 48
hodin pfi teploté 28 °C.

3.3.1 Metoda transformace a design konstrukta
Multisite gateway system

Prvnim krokem bylo pfipravit konstrukt in silico pomoci programu Geneious 11.0.5
(Biomatters). Pro gen KUPS5 byla takto pfipravena transkripéni i translaéni fize pomoci vyse
zminéné techniky Multisite Gateway®, ve které dochazi ke skladani nékolika fragmenti
DNA do danych vektori. Technika Multisite Gateway® spociva ve dvou po sobé
nasledujicich krocich. Nejprve jsou amplifikovany vybrané sekvence DNA (promotorova a
koédujici oblast genu) pomoci PCR s primery obsahujicimi potfebné adaptorové sekvence.
Tyto fragmenty DNA jsou ndsledné vneseny do donorovych vektori pomoci BP klondzové
reakce za vzniku Entry clone vektort. Nasledné jsou fragmenty poskladany za sebe do
vysledného konstruktu pomoci LR reakce, kdy se kombinuji Entry clone vektory a destinacni
vektor za vzniku Expression clone vektoru pro transformaci rostlin (viz obrdzek ¢. 8).
Transkripéni a translacni fuze pro gen KUPS5 byla vytvofena ze tfech fragmenttl, jako je
naznaceno na obrazku €. 8.

Pottebné sekvence genu KUPS5 byly ziskany pomoci aplikace SIGnAL iSEC Tool (Salk
Institute Genomic Analysis Labolatory; http://signal.salk.edu/isect.2.html#Region). Oblast
promotoru byla pouZita v délce 2000 bp.
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MultiSite Gateway® Three-Fragment Vector Construction Kit

PCR Fragments | a:B1 g art52 W atB2r g a1t83 |
X X X X X X

pDONRs @ attP1 e attP2

N &

BP reactions

e -’

X X
Destination vector

LR reaction

Entry clones

Expression clone attB1 attB2 g attB3

é@invitrogen __

Invitrogen Proprietary & Confidential

8

Obrazek ¢. 8 — Schéma skladani fragmentd technikou Mutisite
Gateway® (https://thermofisher.com)

Design translacni fize KUPS pro Multisite Gateway®

Transla¢ni fize KUPS s fluorescenénim proteinem GFP (green fluorescent protein) na C
konci (viz obrazek ¢. 9) byla vytvoiena ve dvou verzich, pod nativnim promotorem a pod
promotorem 35S. Pro translaéni fuzi KUP5 pod nativhim promotorem byla provedena
amplifikace promotorové 1 kodujici oblasti genu KUPS, z genomové DNA pomoci PCR (viz
cast amplifikace kap. Amplifikace). Pro transla¢ni fuzi KUPS pod 35S promotorem byla
pouzita jiz amplifikovand kodujici oblast genu KUPS. Primery pouzité pro amplifikaci jsou
uvedeny v tabulce ¢. 9. Primery obsahovaly potfebné adaptorové sekvence nezbytné pro

vlozeni do donorovych vektort Multisite Gateway® systému.

Tabulka €. 9 — Primery pouzité pro amplifikaci translacnich fuzi
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTA
KUPS cds forward ATGTTTCACGTGGAAGAAGAA

(¢ervené oznacena adaptorova sekvence attB1)
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTA
KUPS cds reverse TACCATATAAGTCATTCCAACTTGCA
(¢ervené oznacena adaptorova sekvence attB2)
GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGCT
KUPS5 prom forward | ATCCACAATGAAAAACGCCCT

(Cervené oznacena adaptorova sekvence attB4)
GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGC
KUPS5 prom reverse | CAATCACCGTTGGAAAACACTGAAG
(¢ervené oznacena adaptorova sekvence attBlr)
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Obrazek €. 9 — Konstrukt translacni fuze KUP5 pod nativnim promotorem

Amplifikované useky DNA byly nejprve vloZzeny do vstupnich vektord MultisiteGateway
systému. Promotorova sekvence byla vlozena do vektoru pDONR221 P4Plr, kodujici
sekvence do vektoru pDONR221 (viz kap. BP reakce). Déale byly namnozeny a ovéfeny
ziskané Entry Clone vektory a byla provedena LR reakce s vektorem pEN-R2-F-L3 nesoucim
fluorescen¢ni protein GFP a destina¢nim vektorem pB7m34GW nesoucim rezistenci vici
herbicidu BASTA (viz kap. LR reakce). Tim byl ziskdn Expression clone vektor pro
transformaci rostlin, ktery byl namnozen a ovéten.

Stejné¢ bylo postupovano 1 v translaéni fizi s 35S promotorem. Jedinym rozdilem bylo
pouziti vektoru pEN-L4-2-R1, nesouciho sekvenci pro 35S promotor.

Ptesny postup ptipravy vektort je popsan v nasledujici kapitole 3.3.2. Jednotlivé vektory jsou

zobrazeny na obrazku ¢. 10 — ¢ 15 v kap. Vektory.

Design transkrip¢ni fuze KUPS pro Multisite Gateway®

Transkripéni fuze predstavovala konstrukt kodujici sekvence reportérového genu pro enzym
GUS (B-glukuronidazou) transkripéné spojeného s nativnim promotorem genu KUP5. Pouzité

primery vcetné adaptorovych sekvenci jsou uvedeny v tabulce €. 10.

-----

Primery Sekvence
GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGCT
KUPS prom forward | ATCCACAATGAAAAACGCCCT

(Cervené oznacena adaptorova sekvence attB4)
GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGC
KUPS prom reverse | CAATCACCGTTGGAAAACACTGAAG
(¢ervené oznacena adaptorové sekvence attBlr)

Transkripéni fuze byla provadéna obdobné jako fiize transla¢ni. Promotorova sekvence KUPS
byla vloZzena do vektoru pDONR221 P4P1r pomoci BP reakce. Ziskany Entry Clone byl
pouzit pro LR reakci s vektory pEN-L1-S-L2 nesoucim sekvenci genu pro GUS, pEN-R2-6-
L3 nesoucim 35S terminator a destinacnim vektorem pB7m34GW nesoucim rezistenci pro

herbicid BASTA. Tim byl ziskan Expression clone vektor pro transformaci rostlin.
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Vektory
K vytvoteni DNA konstruktl byly pouzity bakterialni plazmidové vektory (viz obrazek ¢. 10
— ¢. 15), které byly pouzity i pro vneseni DNA konstruktu do rostlin. Tyto plazmidy nesou

geny pro rezistenci na riizna antibiotika, diky kterym je mozné selektovat bakterie i rostliny

s vnesenym konstruktem.
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Obrazek ¢. 10 - Vektor pDONR P4P1r (https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-

science/cloning/gateway-cloning/multisite-gateway-technology.html)
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Obrazek €. 11 — Vektor pPDONR221 (https://www.researchgate.net/figure/Figure-A4-Plasmid-map-
of-pDONR221-Entry-vector-for-Gateway-cloning-Invitrogen figd4 50812240)
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Obrazek €. 13 - Vektor pEN-R2-6-L3 (https://gatewayvectors.vib.be/collection/pen-r2-6-13)
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Obrazek €. 14 - Vektor pEN-L1-S-L2 (https://gatewayvectors.vib.be/collection/pen-11-s-12)
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3.3.2 Postup pripravy konstrukti a transformace rostlin
Izolace genomové DNA

Genomova DNA byla pro potieby piipravy konstrukti izolovana pomoci CTAB
(cetyltrimetylamoniumbromid) dle modifikovaného protokolu Murray and Thompson 1980.
Z ptiblizné sedmidennich rostlin byla odebirdna malé cast (cca 0,5 cm) listu, kterd byla
zhomogenizovana jako v kapitole 3.1. Ke zhomogenizované smési bylo ptidano 0,5 ml
2x CTAB (viz tabulka ¢. 11) a nésledné byly vyjmuty kulicky. Vzorky byly inkubovany
15 min. pii 65 °C a pti 300 kmitech/min. Po vychladnuti byl ke vzorkim pfidan 1 ml smési
chloroform:izoamylalkohol (24:1), poté byly vzorky promichany. Nasledné byly vzorky
odstfedény po dobu 5 minut pti 14000 ot./min.

Cca 0,5 ml horni vodni faze bylo odsato pipetou a pieneseno do Cisté zkumavky a pridan 1 ml
96% etanolu. Vzorky byly 2 minuty promichavany. Dale byly 15 minut inkubovany pfi
4 °C odstied'ovany 5 minut pfi 14000 ot./min. Supernatant byl odstranén a peleta DNA byla
promyta 1 ml 70% etanolu a odstfed’ovana 10 minut pii 14000 ot./min. Etanol byl odstranén
a zkumavky byly vysouseny 2 minuty pfi 37 °C. Po vysuSeni bylo ptfidano 36 ul sterilni
destilované vody a 4 pl 10x koncentrovaného TE pufru. Peleta byla rozpousténa 30 minut pii

37 °C a 300 kmitech/min. Izolovana DNA byla nasledné pouzita pro amplifikaci cilovych

sekvenci.
Tabulka €. 11 — SloZeni 2x CTAB
Komponenta Koncentrace
Tris HCI (pH = 8,0) 100 mM
CTAB 2 % (W/v)
EDTA 20mM
NaCl 1,4M
PVP 2 % (W/v)
B merkaptoetanol 0,2 % (w/v)
Amplifikace

Jako prvni byla provedena amplifikace DNA pomoci PCR s pouzitim specifickym
amplifikacnich primert (viz kap. 3.3.1). Amplifikované tseky DNA byly nasledné vneseny
do jednotlivych vektorii. Pro amplifikaci DNA byla pouzita Q5 polymeraza (Q5® High-
Fidelity DNA polymerase, NEB). Teploty pro nasedani primer byly vypocitany dle jejich
sekvence pomoci Tm Calculatoru (www.thermofischer.com). SloZeni pouZitého premixu pro

amplifikace a jejich PCR program jsou uvedeny v tabulkach ¢. 12 a 13.
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Spravna velikost produktu (promotorova oblast KUP5 o délce 2000 bp a jeho kodujici

sekvence o délce cca 3800 bp) byla ovéiena pomoci agar6zove elektroforézy, viz kapitola 3.1.

Tabulka ¢. 12 — Premix pro amplifikaci DNA pro translacni a transkripéni fiize
Chemikalie Koncentrace Pouzité mnoZstvi (ul)
zasobniho roztoku

Izolovand DNA - 1
Q5 polymeréza (Thermo Scientific) SU/ ul 0,25
dNTP 10 mM 0,4
Primer 20 uM 0,5
Primer 20 uM 0,5
Betain SM 4
QS5 reak¢ni pufr 10x konc. 4
Destilovana voda - 9,35
Tabulka ¢. 13 — PCR program pro amplifikaci fragmentd DNA (teplota
nasedani primert se 1isi dle specifickych sekvenci)
Faze cyklu Teplota Cas (min)
Iniciélni denaturace 98 °C 0:30
Denaturace 98 °C 0:10
Nasedani primera specificka (dle Tm kalkulatoru) 0:30 34x
Synteticka faze 72 °C 3:00
Termindlni syntetickd faze | 72 °C 2:00
Ochlazeni 4°C 00

BP reakce

Pomoci BP reakce byla amplifikovana DNA zaklonovana do donorového vektoru Multisite
Gateway systému, ¢imZ vznikly Entry clone vektor. Konkrétni donorovy vektor se lisil
v zavislosti na tom, zda se jednalo o translacni nebo transkripéni fuzi (viz kap. 3.3.1).
V reakcich bylo pouzito 0,5 pul amplifikované DNA a 150 ng vektorové DNA. Enzymu BP
klonazy (Gateway® BP Clonase® II enzyme mix — ThermoFischer Scientific) byl pouzit 1 pl.
Dle koncentrace vzorkl a vektorii byla smés pro BP reakci doplnéna do 5 pl destilovanou
vodou. BP reakce byla ponechana pies noc (15 hodin) pii pokojové teploté, po této dobé byl
do reakce pfidan 1 pl proteindzy K pro jeji ukonceni a vzorek byl vloZen na 15 minut do 37

°C.

Elektroporace

1 pl produktu BP reakce byl pfidan k elektrokompetentnim builkkdm E.coli (DH5a)
ptipravenych dle protokolu (Miller and Nickoloff 1995) a smés byla ponechdna 1 minutu na
ledu. Poté byla ptenesena do elektroporacni kyvety a byl aplikovéan elektricky vyboj pii napéti
2500 V trvajici zhruba 6 ms v elektroporatoru (Bio-Rad Gene Pulser Aparatur) a ihned poté
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byl pfidan 1 ml SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression) média se slozenim

uvedeném v tabulce ¢. 14.

Tabulka ¢&. 14 — Slozeni SOC média

Komponenta MnoZstvi
Pepton 04¢g
Kvasni¢ni extrakt 0,l¢g
Glukdéza 0,0721 g
NaCl 0,0117 g
KCl 0,0037 g
MgCl, 0,019 g
MgSOg4 0,0241 g
dH>O 20 ml

Vzorek byl prelit do sterilni zkumavky. Vzorky ve zkumavkéch byly hodinu kultivovéany pfi
37° C za stalého tiepani pro lepsi okysli¢eni vzorku. Po 1 hoding byl vzorek steriln€ prenesen
na Petriho misky s tuhym LB médiem, ve kterém bylo pfiddno antibiotikum kanamycin
v koncentraci 50 pg/ml. Bakterie na Petriho miskéach byly inkubovany pii 37 °C po dobu 16
hodin.

Colony PCR (kontrolni PCR kolonii)

Po nartstu kolonii byly kolonie testovany, zda obsahuji pozadovany vektor, pomoci Colony
PCR. Pro ovéfeni pfitomnosti byly pouzity primery M13, které nasedaji na vektor ve
specifickém misté, viz tabulka ¢. 15. Pomoci sterilni $picky byla pfenesena ¢ast dané kolonie

slouZzici jako templat pro amplifikaci pomoci uvedenych primerda.

Tabulka €. 15 — Sekvence primerit M13
M13 primer fw GTAAAACGACGGCCAGT
M13 primer rv CAGGAAACAGCTATGAC

Velikost PCR produkti byla ovéfena pomoci agardzové elektroforézy. Kolonie, které byly
pozitivné testovany, byly inokulovany do 3 ml tekutého LB média pro namnozeni bakterii.
V tekutém LB médiu byl také pfidan kanamycin (50 pg/ml) a celd zkumavka byla vlozena na
ttepacku s teplotou 37 °C.

Po cca 15 hodinach kultivace byl pfipraven MiniPrep dle protokolu vyrobce (ZR Plasmid
MiniPrep Classic).

Ke stanoveni koncentrace DNA ve vzorku byl pouZivan pfistroj NanoDrop (Thermo
Scientific). Jako pozadi pro méfeni byl vyuzit roztok, ve kterém byla DNA rozpusténa. Pro

meéfeni bylo nandseno 1,5 pl roztoku.
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Spravnost vzniklého konstruktu byla ovétfena restrikci Restrikéni enzymy a vhodna mista
Stépeni byly navrzeny v programu Geneious 8.1.9 in silico. Vhodné restrikéni enzymy by
meély Stépit vektor tak, by bylo mozné odlisit délku fragmentti prazdného vektoru a vektoru
s pozadovanou sekvenci. Pro Entry clone vektor byla pouzita restrikce pomoci Taql
restriktazy. Pro sestavené Expression clone vektory byly navrzeny pro variantu pod nativnim
promotorem enzymy Pvull a Sacl a pod 35S promotorem enzymy Pstl a Ncol. Kontrolni
restrikce (slozeni smési viz tabulka €. 16) byla ponechédna ptes noc pii 37 °C. Pro vizualizaci
vysledkii byla provedena agardzova elektroforéza. Stejnym zplsobem byla provedena

restrikce 1 po LR reakci.

Tabulka €. 16 — Slozeni smési pro restrikéni reakci (20 pl)

Komponenta MnoZstvi

DNA 2 ul

Reakéni pufr dle pouzitého restrikéniho enzymu 2 ul

Restrikéni enzym 0,5 ul

dH.O Doplnit do 20 pl

Pozitivni vzorky byly nasledné¢ sekvenovany (Biogen Praha — GATC). Vzorky byly
pripraveny dle navodu sekvenacni laboratoie Genseq s.r.o. (http://www.genseq.cz/). Mnozstvi
5 ul templatu (koncentrace DNA 80 - 100 ng/ul) bylo smichéno s 5 ul primeru. Byly pouzity
primery M13, které staCily na proc¢teni sekvence promotoru. Pro sekvenaci kddujici oblasti
genu (cca 5000 bp) byly navic pouzity 1 primery nasedajici do stfedni ¢asti této sekvence (viz

tabulka ¢. 17)

Tabulka €. 17 — Specifické primery pouzité na procteni kddujici oblasti genu KUPS
seq GTATGTCCCTGTTCCAAGTG

seql | CTTCTTCTGATTTTAGTTCTTG

seq2 | CTTACTTTTATCCTTCTGGT

LR reakce

Po ovéfeni spravnosti vloZené sekvence v Entry clone vektoru se pfistoupilo k LR reakei,
kterou z Entry clone vektori vznikaji Expression clone vektory pro transformaci rostlin.

V translacni fuzi KUP5 pod nativhim promotorem byl pouZzit MiniPrep zreakce pro
promotorovou oblast i MiniPrep z reakce pro kodujici sekvenci, spolu s vektorem pEN-R2-F-
L3 a pPB7m34GW (viz kap. 3.3.1). K této smési byla ptiddna LR klonéza (Gateway® LR
Clonase® II enzyme, ThermoFischer Scientific). Jednotlivé vektory byly davkovany do
reakce v ekvimoldrnim poméru. Reakce byla ponechdna ptes noc pii pokojové teploté a

ukoncena cca po 15 hodinach ptidanim proteinazy K.
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V translacni fazi KUP5 pod promotorem 35S byl pouzit MiniPrep zreakce pro kddujici
sekvenci KUPS spolu s vektory pEN-L4-2-L1, pEN-R2-F-L3 a pPB7m34GW (viz kap. 3.3.1).

Transkripéni fuze KUPS5 byla provedena pomoci MiniPrepu pro promotorovou oblast a
vektorti pEN-L1-S-L2, pEN-R2-6-L3 a pPB7m34GW (viz kap. 3.3.1). V obou ptipadech bylo

nasledné postupovano stejné jako u translacni fize KUP5 pod nativnim promotorem.

Elektroporace

Elektroporace po LR reakci probihala stejné jako elektroporace po BP reakci az do chvile
prenaseni bakterii na tuh¢ LB médium. LB médium po LR reakci mélo, na rozdil od
pfedchoziho tuhého LB média, pfidano antibiotikum spectinomycin. Antibiotikum bylo
pridano v koncentraci 50 pg/l. Na tuhém LB médiu byly bakterie ponechany 15 hodin a poté
byla provedena Colony PCR ke zjisténi pozitivnich kolonii. Stejné jako u piedchoziho
postupu byly vytvotfeny MiniPrepy, jejichZ spravnost byla opét ovéfena pomoci restrikce a
sekvenace.

Po ovéfeni spravnosti nasledovala elektroporace do Agrobacterium tumefaciens (2000 V). Po
elektroporaci se do vzorku pfidalo Yeb Recovery médium, viz tabulka ¢. 18. Vzorky byly
ponechdny na tfepacce dvé hodiny a poté pieneseny na tuhé LB médium se tfemi druhy
antibiotik — spectinomycin (50 pg/l), rifampicin (10 pg/l) a gentamycin (10 pg/l). Na tuhém
LB médiu byly bakterie ponechany po dobu 2 dni, pti 28 °C. Poté byla provedena Colony
PCR pro detekci pozadované sekvence. Kolonie, u kterych byla detekovana pozadovana
sekvence, byly zaockovany do 3 ml tekutého LB média s jiz zminénymi antibiotiky. Kolonie
byly kultivovany 2 dny pii 28 °C. Nasledné z ¢asti vzorku byla pfipravena konzerva a cast
byla pro néaslednou transformaci rostlin zaockovana do 50 ml tekutého LB média s antibiotiky
a kultivovany po dobu 36 hodin. Pfiprava bakteridlnich konzerv spociva ve smichani

pozitivnich kolonii v tekutém LB s glycerolem a zmrazeni na -80 °C.

Tabulka €. 18 — SloZeni Yeb Recovery média

- pro vytvoreni kompletniho Yeb Recovery média se smicha 100 ml roztoku Recovery soli
(viz tabulka €. 19) s 900 ml této smesi

Komponenta MnoZstvi

Pepton 5g

Sacharéza 25¢g

MgSO4 lg

Kvasni¢ny extrakt 05¢g

dH,O 650 ml
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Tabulka €. 19 — Slozeni roztoku Recovery soli
Komponenta MnoZstvi
NaCl 2,922 ¢
MgSO4 1,2324 g
MgClp 1,0167 g
KCl 93,19 mg
dH>O 50 ml

Vneseni vektoru do rostliny Arabidopsis thaliana metodou floral dip

Po néartstu bakterii Agrobacterium v tekutém LB médiu byl vzorek centrifugovan pii 5000
ot./min. po dobu 20 minut. Sediment byl poté rozpustén v médiu obsahujicim 5% sachar6zu a
0,005% Silwet, pouzivany jako smacedlo.

Zminéné médium bylo nalito do sacku v Petriho misce, a nékolik sekund se macela nadzemni
¢ast rostliny v tomto médiu. Rostliny pouzivané pro transformace musi mit kvetouci stvoly,
ale nesmi mit jiz vytvofené SeSule se semeny, pfipadné museji byt odstranény. Poté, co byly
rostliny namoceny do suspenze bakterii, byly uzavieny v plastovém saCku a ponechany pies
noc ve tmé. Nasledujici den byl sacek odstranén a rostliny byly pieneseny do kultivacni
mistnosti.

Pro tento experiment byly pouzity rostliny Arabidopsis thaliana, ekotyp Col-0 a mutantni

genotyp rdr6.

Selekce transformovanych rostlin

Semena z transformovanych rostlin byla sklizena a sterilizovana plynnym chlérem po dobu
¢tyt hodin. Semena byla poté vyseta na sterilni substrat a pifenesena do kultivacni mistnosti.
Kdyz se u rostlin objevily prvni pravé listy, byl pro selekci pouZit herbicid BASTA. Tato
aplikace byla provedena tfikrat, vzdy s odstupem nékolika dnii. Rostliny, které ptezily i po
tieti aplikaci, byly pfesazeny a ponechany rast. Néasledné z nich byla sklizena semena a ta
vyuzita v dalSich experimentech.

Ptitomnost konstruktu pKUP5::GUS v rostlindich byla také ovéfena pomoci specifickych

primertl viz tabulka €. 20.

Tabulka ¢&. 20 — Primery pro detekci konstruktu pKUPS5::GUS v rostlindch

KUPS prom fw TCCTGTTTCCTTGGATCAGA

GUS rv TCTGCCAGTTCGTTGTTC
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3.3.3 Analyza transformovanych rostlin
Mikroskopie

Zakladni pozorovani transformovanych rostlin byla provadéna pomoci binokularni lupy
SZX7, kterd je vybavena filtrem GFP. Lokalizace proteini transla¢nich fizi pod nativnim i
35S promotorem byla pozorovana mikroskopy Olympus BX51 (kamera Apogee Alta, filtr set
Narrow-band EGFP (41020, Chroma) s excitaci 470 — 490 nm a emisi 500 — 520 nm) a Nikon
Exlipse 190 (kamera Andor Zyla, filtr set FITC/EGFP (41001, Chroma) s excitaci 460 — 500
nm a emisi 510 — 560 nm). V obou pfipadech byl pro pozorovani GFP signalu pouzit. Pro
nektera mikroskopicka pozorovani byly rostliny plazmolyzovany 1M roztokem KNOs.

Blizsi pozorovani byla provadéna v laboratofi konfokélni a fluorescencni mikroskopie PHfUK
na konfokalnim mikroskopu Leica TCS SP8 s argonovym laserem (rozsah emise u GFP
490 - 550 nm a u FM4-64 600 — 790 nm). Rostliny byly pro lokalizaci plazmatické membrany
barveny po dobu 1 minuty barvivem FM4-64. Nasledn€ byly fotografie zpracovany pomoci
softwaru LAS X. Pro n¢ktera pozorovani byl pouzit vertikalni fluorescenéni mikroskop
CSU-W1 (v laboratofi dr. Fendrycha) se softwarem VisiView 4.4.0.14 (Visitron Systems).
V tomto piipad¢ byla snimand emise u GFP 520 nm, u FM4-64 a RFP-HDEL 640 nm.
Fotografie byly v tomto ptipad¢ zpracovdvany v programu Image-J. Pro pozorovani byly

pouzity také rostliny s fluorescenéné znacenym endoplazmatickym retikulem (RFP-HDEL).

Riistova analyza 355:KUPS5::GFP rostlin

Ristova analyza overexprimujicich rostlin byla provadéna stejné jako analyza inzer¢nich

mutantl a byla pro ni vyuZita i stejna média (viz kapitola 3.2, tabulka ¢. 7).

Detekce aktivity GUS

Rostliny s konstruktem pKUP::GUS byly pfedpéstovany na miskach s 0,2xMS médiem a
ponechany rast do doby, nez kofeny dosahovaly délky 3 — 4 cm. Rostliny byly pfeneseny po
jedné do jamek spole¢né s 3 ml vychlazeného 90% acetonu. Byly fixovany po dobu 30 minut.
Nasledné byly promyty vychlazenym promyvacim pufrem (viz tabulka ¢. 21) 2x po dobu
15 minut. Rostliny byly odvzdusnény pomoci olejové vyvévy a poté byl odsat promyvaci
pufr. Do jamek byl pfidan 1 ml barviciho roztoku (viz tabulka ¢. 21) a rostliny v ném byly
ponechény pies noc ve tmé pii 37 °C.

Dale se barvici roztok odsal a rostliny byly postupné pievedeny do projasiiovaciho roztoku

pro pozorovani jako whole-mount preparaty (Soukup and Tylova 2019). Do kazdé jamky byly
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pfidany 2 ml 15% glycerolu s 2% DMSO (dimethylsulfoxid) a po 30 minutdch nahrazeny 2
ml 30% glycerolu s 2% DMSO Po dalsich 30 minutach byly pfidany 2 ml 50% glycerolu
s 0,1% tritonem na 30 minut a v poslednim kroku 2 ml 2 ml 65% glycerolu s 2% DMSO, opét
na 30 minut. Po téchto krocich se na podlozni sklo naneslo 30 ul projasiiovaciho roztoku
(ptipraveného smichdnim 0,04g Na>S:03, 20 ml 65% glycerolu,17 g Nal a 0,4 ml 2%
DMSO), do kterého se vlozila 1 rostlina a ptekryla krycim sklem.

Tabulka €. 21 — Roztoky pro barveni GUS

Komponenta Promyvaci pufr (50 ml) Barvici pufr (20 ml)
50 mM ferrokyanid 500 ul 200 pl

50 mM ferrikyanid 500 pl 200 pl

0,1 M NaPO4, pH =7 49 ml 20 ml

20 mg/ml X-gluc - 200 pl
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4 Vysledky

4.1 Ovéreni T-DNA inzerénich mutanti

Jak jiz bylo zminéno v metodice, kiizeni
ovéfenych homozygotnich rostlin kup5 (linie
SALK 120707) s divokym typem Arabidopsis
thaliana (ekotyp Col-8, NASC: N60000) provedl
Mgr. Marek Sustr. Poté jsem zF2 generace
selektovala divoky typ i homozygotné¢ mutantni
rostlinu s T-DNA inzerci. Selekce probihala
pomoci PCR genotypovani (viz kapitola 3.1).
Byly vyselektovany rostliny, které byly pozitivni
pouze pro piirozenou alelu KUPS (divoky typ) a

rostliny pozitivni pouze pro mutantni alelu

Obrazek ¢. 16 — Potvrzeni linie nesouci

(homozygotni mutant; viz obrazek ¢. 16). Do | : ;
inzerci v obou alelach genu KUPS5. Zleva:

experimentalniho uspotfadani byla zahrnuta 1 20— wt (homozygotni rostlina divokého
typu), 27 — homozygotné¢ mutantni rostlina
kup5, SALK — pozitivni kontrola pro detekci
kontrola) a reakce s DNA templatem izolovanym Wt alely, HxO — negativni kontrola, DNA

zebticek (1 kb+). Pro kazdy vzorek je vlevo
z rostlin AI"CZbidOpSiS Col 8 (NASC-N6000O, produkt PCR reakce pﬁ pouZiti primerﬁ
detekujicich wt alelu a vpravo produkt
s primery detekujicimi pfitomnost T-DNA
piedstavovala pozitivni kontrolu pro detekci wt inzerce.

reakce s H2O namisto DNA templatu (negativni

genetické pozadi pro SALK linie), kterad

alely KUP5 genu. Genotypovani bylo provedeno vicekrat, aby nedoslo k falesn¢€ pozitivnim
nebo negativnim vysledkiim. Semena z mutantni rostliny a rostliny divokého typu byla

vyuzivana dale v experimentech hodnoticich ristovy fenotyp rostlin.

4.2 Fenotypova analyza T-DNA inzer¢nich mutanti

U homozygotnich T-DNA inzer¢nich mutantd kup5 byl hodnocen celkovy rist rostlin
v porovnani s rostlinami divokého typu (wt) v rznych experimentalnich podminkach. Oba
genotypy byly selektovany z F2 generace po kfizeni kup5 mutantni rostliny (SALK 120707)
s rostlinou divokého typu (viz kap. 4.1).

Byla hodnocena produkce biomasy prytu i kofent a byl detailné hodnocen rtist kofenového

systému. Tato analyza byla provadéna u rostlin rostoucich v in vitro podminkéch na agarovém
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médiu v riznych variantach. Rostliny byly péstovany na kontrolnim 0,2xMS médiu s 4 mM
K" a na médiu s nizkym obsahem K (30 uM K"). Tyto dvé& varianty byly dale upraveny a
rostliny byly vystaveny stresovym faktorim sucha a zasoleni. Zasoleni bylo indukovano
pfidavkem 50 mM NaCl; sucho bylo indukovano zvySenim obsahu agaru v médiu z 1 % na
1,5 % (médium je sussi a pevnéjsi).

Rostliny byly pfedpéstovany na kontrolnim médiu (0,2xMS) a poté pfesazeny na jednotlivé
varianty média. Detailni parametry ristu kofenového systému byly hodnoceny 5. den po
pfesazeni, biomasy byly odebirany dva tydny po piesazeni. Byly provedeny dva nezavislé

experimenty.

4.2.1 Experiment1

Produkce biomasy rostlin

Vysledky experimentu 1 ukazuji, Ze varianty kultivace vyrazné ovlivnily rist obou genotypi.
Obecné lze fici, ze rostliny vystavené snizené koncentraci K* (30 uM K") vykazovaly ve
vSech variantach kultivace zhorSeny rust oproti identickému médiu s plnou davkou drasliku (4
mM K"). Tento trend platil pro kontrolni médium (0,2xMS) i pro média se stresovymi
variantami — s 50 mM NaCl a 1,5 % agarem (obr. 17 — 22). Samotny piidavek 50 mM NaCl
nebo zvyseni koncentrace agaru v médiu z 1 % na 1,5 % ovlivnilo rist rostlin vyrazné¢ méné

(obr. 17 —22).

0,2xMS (4 mM K*
i
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0,2xMS + 50 mM NaCl

| Y 1
1 y g ! \ i |
4 / 74l ¥ I ¥l \ A Y
| | 3\ { i
L L L ¢ N £
E EE il S | e -
WA " *_J

ObrazKky €. 17-22 — Kultivani misky s rostlinami divokého typu (WT) a kup5 mutantnimi
rostlinami (MUT) dva tydny po pfesazeni do jednotlivych variant kultivace. Sloupec vlevo ukazuje
varianty médii s 4 mM K* (0,2xMS, 0,2xMS + 1,5 % agar, 0,2xMS + 50 mM NaCl), sloupec
vpravo ukazuje varianty se snizenym obsahem K" (30 uM K, 30 uM K + 1,5 % agar, 30 uM K + 50
mM NaCl). Kazda miska ma v levé ¢asti rostliny divokého typu a v pravé €asti rostliny mutantni.
Mgétitko lem.

Rostliny ve variantach s 30 uM K mély vyrazné redukovanou suchou i cerstvou hmotnost
prytu a kofene, jejich listy mély zlutéj§i barvu oproti kontrolnim rostlinam. Vykazovaly
typicky projev nedostatku drasliku, kdy Zloutnou okrajové ¢asti predevsim starSich listl (obr.
17 -22).

Statisticka analyza ukazala, Ze je zde vysoce signifikantni vliv varianty kultivace na vSechny
parametry popisujici produkci biomasy rostlin (GLM ANOVA, p < 0,001) — cerstvou
hmotnost prytu i kofenil, suchou hmotnost prytu i kotenti, R/S pomér i relativni obsah vody

v biomase prytu i kofenli. VSechny parametry byly signifikantné niz$i ve variantach s nizkym
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obsahem drasliku oproti variantdim s plnou davkou K, ostatni varianty ovlivnily riist méné
(graf 1-7).

V ramci variant s plnym obsahem K*, byly rostliny ve varianté s 50 mM NaCl signifikantné
mensi oproti variant¢ bez NaCl ve vétsin€ sledovanych parametrii, kromé Cerstvé hmotnosti
prytu (GLM ANOVA, p < 0,05). Podobnych vysledkii bylo dosazeno 1 v ptipad¢ varianty s
1,5% agarem, kde byly také signifikantni rozdily naméteny u vétSiny parametrt (GLM
ANOVA, p < 0,05), s vyjimkou Cerstvé hmotnosti prytu a suché hmotnosti prytu. Lze tedy
fici, ze zvysSena salinita a vyS$i obsah agaru v médiu inhibovaly pfedevsim rast kofenového
systému (graf ¢. 1-7).

Na rozdil od variant splnym obsahem K, u variant snizkym obsahem K* nebyly
signifikantni rozdily mezi jednotlivymi variantami téméf nikde zjistény (graf ¢. 1-7). Pouze
relativni obsah vody v kofenech byl signifikantné mensi ve varianté s 50 mM NaCl a 1,5%
agarem (GLM ANOVA, p < 0,05) a relativni obsah vody v prytu byl niz§i ve varianté s 50
mM NaCl (GLM ANOVA, p <0,05).

Nejdulezitéjsi ¢asti experimentu bylo srovnani genotypd (kup5 oproti rostlindm divokého
typu). Analyza dat napfi¢ vSemi variantami kultivace ukézala, ze signifikantni rozdily mezi
genotypy je mozné pozorovat ve vét§iné parametrit (GLM ANOVA, p < 0,05). Vyjimku tvoii
relativni obsah vody v prytu i kofenech a R/S pomér, které se mezi genotypy nelisi (GLM
ANOVA p > 0,05; graf ¢. 1 — 7).

Detailni porovnani kup5 mutantnich rostlin a rostlin divokého typu v jednotlivych variantach
kultivace pomoci T-testu ukdzalo, Ze pfedev§im ve variant¢ 0,2xMS + 50 mM NaCl,
0,2xMS + 1,5% agar a 30 uM K + 50 mM NaCl maji kup5 rostliny signifikantn¢ vétsi
produkci biomasy nez rostliny divokého typu (viz graf ¢. 1 — 7).

Cerstva hmotnost prytu
B fup5 B wt

150 *

*

100

(mg)

50

0,2xMS 0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K 30uM K
50mM NaCl 1,5% agar 50mM NaCl 1,5% agar

Graf & 1 — Cerstva hmotnost prytu (primér + SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého typu, kup5 —
mutantni rostliny. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,001 (GLM ANOVA). *
znaci signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace (T-test; Mann-Whitney U).
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Sucha hmotnost prytu
B kup5 B wt

12 - *
10 -

(mg)

SN B~ N
1

0,2xMS 0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K 30uM K
50mM NaCl 1,5% agar 50mM NaCl 1,5% agar

Graf ¢. 2 — Sucha hmotnost prytu (primér + SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého typu, kup5 —
mutantni rostliny. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,001 (GLM ANOVA). *
znaci signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace (T-test; Mann-Whitney U).

Relativni obsah vody v prytu
| |
100 - kup5 wt

95 -
£ 90 -
85 -
80 -

0,2xMS 0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K 30uM K

50mM NaCl 1,5% agar 50mM NaCl 1,5% agar

Graf €. 3 — Relativni obsah vody v prytu (prumér + SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého typu,
kup5 — mutantni rostliny. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p > 0,05 (GLM ANOVA).

Cerstva hmotnost korent
B fup5 B wt
100 -
80 -
@ 60 -
~—~ 40 .
20 - *
0 .
0,2xMS 0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K 30uM K
50mM NaCl 1,5% agar 50mM NaCl 1,5% agar

Graf ¢&. 4 - Cerstva hmotnost kofene (pramér + SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého typu, kup5 —
mutantni rostliny. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,05 (GLM ANOVA). * znaci
signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace (T-test; Mann-Whitney U).
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Sucha hmotnost korenu
B kup5 B wt

0,2xMS 0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K 30uM K
50mM NaCl 1,5% agar 50mM NaCl 1,5% agar

Graf €. 5 — Sucha hmotnost prytu (primér = SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého typu, kup5 —
mutantni rostliny. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,05 (GLM ANOVA). * zna¢i
signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace (T-test; Mann-Whitney U).

Relativni obsah vody v korenech
100 - lkup5 Hwt
95 4 *
£ 90 -
85 -
80 -
0,2xMS 0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K 30uM K
50mM NaCl 1,5% agar 50mM NaCl 1,5% agar

Graf ¢. 6 — Relativni obsah vody v kofeni (primér = SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého typu,
kup5 — mutantni rostliny. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p > 0,05 (GLM ANOVA).
*znaci signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace (T-test; Mann-Whitney U).

R/S pomér

1,0 - W kup5 mwt
0,8 -
0,6 - *
0,4 -
0,2 -
0,0 -

0,2xMS 0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K 30uM K

50mM NaCl 1,5% agar 50mM NaCl 1,5% agar

Graf ¢. 7 — Pomér biomasy kofeni k biomase prytu (R/S pomér; prumér = SE; n = 15-20).
Wt - rostliny divokého typu, kup5 — mutantni rostliny. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy
p > 0,05 (GLM ANOVA). * znaci signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace
(T-test; Mann-Whitney U).
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Riist kofenového systému

Rist kotfenového systému byl detailné analyzovan 10. den kultivace (5. den po piesazeni),
kdy byly misky skenovdny a rostliny ponechdny rast pro nasledné sklizeni biomasy. Na
obrazcich ¢. 23 - 28 je ukazka kofenového systému rostlin 5. den po piesazeni.

0,2xMS (4 mM K*) 30 uM K

0,2xMS + 1,5 % agar 30 uM K + 1,5 % agar
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0,2xMS + 50 mM NacCl 30 uM K + 50 mM NaCl

Obrazky €. 23 - 28 — Kultivacni misky s rostlinami divokého typu (WT) a kup5 mutantnimi
rostlinami (MUT) 5 dni po pfesazeni do jednotlivych variant kultivace. Sloupec vlevo ukazuje
varianty médii s 4 mM K* (0,2xMS, 0,2xMS + 1,5 % agar, 0,2xMS + 50 mM NacCl), sloupec
vpravo ukazuje varianty se snizenym obsahem K" (30 uM K, 30 uM K + 1,5 % agar, 30 uM K + 50
mM NaCl). Kazd4 miska ma v levé €asti rostliny mutantni a v pravé ¢asti rostliny divokého typu.
Mgeftitko 1em.

Vysledky méteni délek kofent ukazaly signifikantni rozdily mezi variantami kultivace pro
vSechny méfené parametry kotfenového systému — celkovou délku, délku hlavni osy kotene,
celkovou délku postrannich kofent 1 jejich pocty (GLM ANOVA, p <0,001; graf ¢. 8§ — 12).
Celkova délka kotenového systému byla nizsi predev§im ve variantach vystavenych solnému
stresu (GLM ANOVA, p < 0,001; graf ¢. 8), na cemz se podilela pfedev§im vyrazné mensi
délka postrannich kofend, ale i jejich mensi pocet a kratsi hlavni osa kofene (GLM ANOVA,
p <0,001; graf €. 9 - 12).

Naopak vliv nizkého obsahu K* na vétSinu parametri kofenového systému nebyl signifikantni
(GLM ANOVA, p > 0,05), na rozdil od celkové produkce biomasy (viz vyse). Divodem je
ziejm¢e krat$i doba vystaveni deficienci (pouze 5 dni), kterd se proto nestihla tolik projevit.
Biomasy byly analyzovany aZ dva tydny po pfesazeni a vtu dobu jiZ byl zhorSeny rlst
postrannich kofent pii nedostatku K jasné patrny, ale nebylo mozno jej detailné méfit
(obrazek ¢. 16 — 21).

Signifikantné¢ vychéazi také rozdily mezi genotypy ve vSech téchto parametrech (GLM
ANOVA, p < 0,05). V souladu s vysledky produkce biomasy maji kup5 mutantni rostliny
delsi kofenovy systém (viz graf ¢. 8 — 12). Detailni statistické srovnani genotypl
v jednotlivych variantach kultivace (T-test) pak ukazuje signifikantni rozdily predevSim ve
variantach, kde byl indukovan stres salinity nebo sucha, tj. ve variant¢ 0,2xMS + 50 mM

NacCl, 0,2xMS + 1,5% agar, 30 uM K + 50 mM NaCl a 30 uM K+1,5% agar (graf ¢. 8 — 12).
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Naopak v kontrolni varianté (0,2xMS) se genotypy neliSi v zddném parametru kotfenového

systému.
Celkova délka korenového systému
10 - B fup5 B wt
*
8 .
*
@6 1 *
Q
v4 i
2 .
0 .
0,2xMS 0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K 30uM K
50mM NaCl 1,5% agar 50mM NaCl 1,5% agar

Graf ¢. 8 — Celkova délka kotfenového systému (pramér = SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého
typu, kup5 — mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,001 (GLM
ANOVA). * znaci signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace (T-test; Mann-
Whitney U).

Délka hlavni osy korene
6 - B kups B wt
* *
4 .
§
2 .
0 .
0,2xMS 0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K 30uM K
50mM NaCl 1,5% agar 50mM NaCl 1,5% agar

Graf ¢. 9 — Délka hlavni osy kotfene (primér + SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého typu, kup5 —
mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,001 (GLM ANOVA).
* znadi signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace (T-test; Mann-Whitney U).

Celkova délka postrannich korenti
. B kups mwt

[\gcm)
S = W A~ WD
*

0,2xMS 0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K 30uM K
50mM NaCl 1,5% agar 50mM NaCl 1,5% agar

Graf ¢. 10 - Celkova délka postrannich kofenti (primér + SE; n = 15-20). Wt — rostliny
divokého typu, kup5 — mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,05
(GLM ANOVA). *znaci signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni variant€ kultivace
(T-test; Mann-Whitney U).
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Pocet postrannich korenu 1. radu
10 - B kup5 mwt

0,2xMS 0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K 30uM K

50mM NaCl 1,5% agar 50mM NaCl 1,5% agar
Graf ¢. 11 — Pocet postranich kotend 1. fadu (pramér + SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého typu,
kup5 — mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,05 (GLM ANOVA).
* znaci signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace (T-test; Mann-Whitney U).

Pocet postrannich korent na jednotku

délky hlavni osy korene
B kup5 mwt

N
)

(pocet-cm™)
=

o
]

0,2xMS 0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K 30uM K

50mM NaCl 1,5% agar 50mM NaCl 1,5% agar
Graf ¢ 12 — Pocet postrannich kofenti na jednotku délky hlavni osy kofene (primér + SE;
n = 15-20). Wt — rostliny divokého typu, kup5 — mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p <

0,001 a genotypy p < 0,05 (GLM ANOVA). * znaci signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni
varianté kultivace (T-test; Mann-Whitney U).

Shrnuti vysledkt experimentu 1:

1. Varianty kultivace vyrazné€ ovlivnily rast obou genotypl. Rostliny rostouci na K*
deficientnim médiu mély zhorSeny rlist proti rostlindm rostoucim na médiu s plnou
davkou K" (pro vSechny varianty médii). Rostliny vykazovaly typické projevy nedostatku
K". Statistickd analyza ukéazala signifikantni vliv nizkého obsahu K" na celkovou
produkci biomasy, naopak vliv nizkého obsahu K" na parametry kofenového systému
signifikantni nebyl. Diivodem muze byt krat$i doba, po kterou byly rostliny vystaveny
deficienci.

2. Zvysena salinita a vyS$$i obsah agaru v médiu inhibovaly predevS§im rust kofenového
systému. To potvrzuji signifikantni rozdily ve vétSiné méfeni produkce biomasy mezi

variantami bez NaCl a s 50 mM NacCl, podobné tomu tak bylo i u variant s vyS$$im
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obsahem agaru. Tento trend byl patrny pfedev$im u variant s plnou davnou K, u variant
se snizenym obsahem K' nebyly tyto rozdily téméF nikde zaznamenany.

3. Genotypy se mezi sebou v rustu signifikantné liSily. Kup5 mutantni rostliny meély
zvysenou produkci biomasy i délku kotfenového systému, a to predev§im ve variantach se

zvysenou salinitou a na médiu s vy$Sim obsahem agaru.

4.2.2 Experiment 2

Experiment 2 byl proveden pro ovéfeni vysledkti experimentu 1. Prob&hl ve stejném
usporddani, ale nebyly zafazeny varianty s vyS$$§im obsahem agaru. I v této kultivaci byla
hodnocena produkce biomasy (dva tydny po pfesazeni do variant) a rlst kofenového systému

(5. den po ptesazeni) u kup5 mutantnich rostlin a rostlin divokého typu.

Produkce biomasy rostlin

Stejné jako v experimentu 1 mély rostliny ve variantich s 30 uM K vyrazné redukovanou
suchou 1 cerstvou hmotnost prytu a kotene. Také vykazovaly typicky projev nedostatku
drasliku. Statistickd analyza ukdzala signifikantni vliv varianty kultivace na vSechny
parametry popisujici produkci biomasy rostlin (GLM ANOVA, p < 0,001). Vsechny
parametry byly signifikantné niz8i ve variantach s nizkym obsahem drasliku (graf ¢. 13 — 19).
Rozdil mezi kontrolni variantou bez NaCl a s 50 mM NaCl (GLM ANOVA, p < 0,001) byl
signifikantni ve vétsin€ parametr (kromé relativnich obsahti vody v prytu a kofeni). Rostliny
na médiu s 50 mM NaCl byly celkové mensi. Ve variantach s nizkym obsahem K* se vétSina
parametrQ neliSila, opét byl zaznamenan pouze signifikantn€ mensi obsah vody v kotfenech
(graf ¢. 18) a suché hmotnosti prytu (graf ¢. 14) ve varianté s 50 mM NaCl (GLM ANOVA, p
< 0,001). Relativni obsah vody v prytu byl naopak vyssi, coz je jediny trend, ktery nebyl
pozorovan v experimentu 1. Celkové lze fici, Ze experiment 2 potvrdil vysledky experimentu
1 ve vétSin€ méfenych parametri biomasy rostlin.

Také ve srovnani genotypll (kup5 vici rostlindm divokého typu) experiment 2 potvrdil
vysledky experimentu 1. Kup5 mutantni rostliny byly celkové vétsi, signifikantni rozdily byly
nalezeny ve vétSin€ parametrt (GLM ANOVA, p < 0,05; graf ¢. 13 — 19). Jedinym rozdilem
oproti experimentu 1 byl relativni obsah vody v prytu, ktery byl signifikantn€ vyssi u kup5
oproti rostlindm divokého typu (GLM ANOVA, p < 0,05; viz graf ¢. 15), coZz nebylo

v experimentu 1 pozorovano.
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Detailni porovnani kup5 mutantnich rostlin a rostlin divokého typu v jednotlivych variantach
kultivace pomoci T-testu ukazalo, ze predev§im ve varianté¢ 0,2xMS + 50 mM NacCl, 30 uM
Ka 30 uM K + 50 mM NaCl maji kup5 rostliny signifikantné vétsi produkci biomasy oproti

rostlinam divokého typu (viz graf ¢. 13 — 19), coz opét potvrzuje vysledky prvniho

experimentu.
Cerstva hmotnost prytu

100 - " B fup5 mwt

80 - *
~ 60 -
en

*

E 40 - *

20 -

0 |
0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K
50mM NaCl 50mM NaCl

Graf ¢&. 13 — Cerstva hmotnost prytu (primér + SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého typu, kup5 —
mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,001 (GLM ANOVA). * znaci
signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace (T-test; Mann-Whitney U).

Sucha hmotnost prytu

6 - B fup5 mwt

4 .
o0 %
g

2 |

O |

0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K
50mM NaCl 50mM NaCl

Graf ¢. 14 — Sucha hmotnost prytu (prumér = SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého typu, kup5 —
mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,001 (GLM ANOVA). * znaci
signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace (T-test; Mann-Whitney U).
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Relativni obsah vody v prytu

100 - B fupS5 mwt
95 -
£ 90 -
85 -
80 -
0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K
50mM NacCl 50mM NacCl

Graf €. 15 — Relativni obsah vody v prytu (primér = SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého typu,
kup5 — mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,05 (GLM ANOVA).
* znadi signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace (T-test; Mann-Whitney U).

Cerstva hmotnost korenu
B fup5 mwt

60 -

< 40 -
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*k
0 _
0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K
50mM NaCl 50mM NaCl

Graf & 16 — Cerstva hmotnost kofentl (pramér + SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého typu, kup5
— mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,05 (GLM ANOVA). *
znaci signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace (T-test; Mann-Whitney U).

Sucha hmotnost korenu
B fup5 mwt
4 -
3 -
ERE
1 -
O i
0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K
50mM NaCl 50mM NaCl

Graf ¢. 17 — Sucha hmotnost prytu (pramér = SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého typu,

kup5 — mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,05 (GLM ANOVA).
* znaci signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace

(T-test; Mann-Whitney U).
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Relativni obsah vody v korenech
B fup5 mwt
100 -
95 -
£ 90 -
85 -
80 -
0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K
50mM NaCl 50mM NaCl

Graf ¢. 18 — Relativni obsah vody v kofenech (primér + SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého
typu, kup5 — mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p > 0,05 (GLM
ANOVA).

R/S pomér

0,8 - B fup5 mwt
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0,0 -
0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K
50mM NaCl 50mM NaCl

Graf ¢. 19 — Pomér biomasy koifenti k biomase prytu (R/S pomér) (primér £ SE; n = 15-20).

Wt — rostliny divokého typu, kup5 — mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy
p > 0,05 (GLM ANOVA). * znac¢i signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace
(T-test; Mann-Whitney U).

Riist kofenového systému

Vysledky méfeni kofenového systému potvrzuji vysledky naméfené v experimentu 1. Mezi
variantami kultivace byly zjiStény signifikantni rozdily pro vSechny métené parametry (GLM
ANOVA, p <0,001; graf ¢. 20 — 24). Stejné jako v experimentu 1 byla snizena celkova délka
kotenového systému u rostlin vystavenych solnému stresu (graf ¢. 20). Divodem byly
vyrazn¢ kratsi postranni kofeny (graf €. 22), ale 1 jejich mensi pocet (graf ¢. 23) a délka hlavni
osy kotene (graf ¢. 21). Na rozdil od experimentu 1 bylo navic detekovano signifikantni
snizeni délky hlavni osy kofene ve variantich s nizkym obsahem drasliku (GLM ANOVA,
rostlin.

Signifikantni rozdily mezi genotypy ve vSech méfenych parametrech potvrzuji také vysledky

z experimentu 1 (GLM ANOVA, p < 0,05). Mutantni rostliny kup5 maji del$i kotfenovy
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systém (viz graf €. 20 — 24), coz potvrzuji i namétené vysledky z produkce biomasy. Detailni
srovnani genotypit v jednotlivych variantach kultivace ukazuje signifikantni rozdily

predevsim ve variantach 0,2xMS a 30 uM K + 50 mM NacCl (graf ¢. 20 — 24).

Celkova délka korenového systému

* B fup5 mwt

0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K
50mM NacCl 50mM NacCl
Graf ¢. 20 — Celkova délka kotenového systému (prumeér + SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého
typu, kup5 — mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,001 (GLM
ANOVA). * znaci signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni variant€ kultivace (T-test; Mann-
Whitney U).

Délka hlavni osy korene
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Graf ¢. 21 — Délka hlavni osy kofene (prumér + SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého typu, kup5
— mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,001 (GLM ANOVA). *
znaci signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni variant€ kultivace (T-test; Mann-Whitney U).
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Celkova délka postrannich korent
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Graf ¢. 22 — Celkova délka postrannich kotent (primér + SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého
typu, kup5 — mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,001 (GLM
ANOVA). *znali signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace (T-test;
Mann-Whitney U).

Pocet postrannich koreni 1. Fradu

* B fup5 mwt
15 ~
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0,2xMS 0,2xMS 30uM K 30uM K
50mM NaCl 50mM NaCl

Graf €. 23 — Pocet postrannich kofent 1. fadu (primér + SE; n = 15-20). Wt — rostliny divokého
typu, kup5 — mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,001 (GLM
ANOVA). * zna¢i signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace (T-test; Mann-
Whitney U).

Pocet postrannich korenti na jednotku délky
hlavni osy korene

37 * B fup5 mwt
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50mM NaCl 50mM NaCl

Graf €. 24 — Pocet postrannich kofentl na jednotku délky hlavni osy (primér + SE; n = 15-20). Wt —
rostliny divokého typu, kup5 — mutantni rostlina. Rozdily mezi variantami p < 0,001 a genotypy p <
0,05 (GLM ANOVA). * znaci signifikantni rozdil mezi wt a kup5 v konkrétni varianté kultivace (T-
test; Mann-Whitney U).
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Korenové vlasky
V experimentu 2 byly také pozorovany kofenové vlasky pod binokuldrni lupou a byla

sledovéana jejich reakce na snizeny obsah K', viz obrazek ¢&. 29. Oba genotypy reagovaly

velmi podobné a nebyl pozorovan zaddny vyrazny defekt v rstu vlaskil u kup5 mutantnich

rostlin.

Obrazek ¢ .29 - Kotfenové vlasky pod binokularni lupou. Wt — rostliny divokého typu; kup5 —
mutantni rostliny. Méfitko 2 mm

Shrnuti vysledki experimentu 2:

1.

Vysledky této kultivace potvrzuji vysledky zexperimentu 1, kdy varianty kultivace
vyrazné ovlivnily rGst obou genotypd. Rostliny rostouci na snizeném obsahu K*
vykazovaly zhorSeny riist proti rostlindm rostoucim na médiu s plnou davkou K* (pro
vSechny varianty médii). Na rostlinach byly znatelné typické projevy nedostatku K*. Na
rozdil od experimentu 1 se v tomto experimentu ve vétSiné meéteni rastu kofenového
systému projevil signifikantni vliv snizeni davky K*, i piestoze rostliny byly stresu
z nedostatku K" vystaveny krat$i dobu neZ rostliny pii odbéru biomasy.

Tento experiment potvrzuje signifikantni rozdily u médii s plnym obsahem K' mezi
variantami bez NaCl a s 50 mM NaCl. Rostliny na médiich s plnym obsahem K*

a 50 mM NaCl rostly hiife oproti rostlinam bez ptidaného NaCl. Na médiich se snizenym

obsahem K" signifikantni rozdily nebyly témé&f nikde zaznamenany.
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3. Podobnych vysledki jako v experimentu 1 bylo dosazeno i mezi genotypy. Kupd
mutantni rostliny mély opét zvySenou produkci biomasy i délku kotfenového systému, na
rozdil od experimentu 1 vSak tyto rozdily nebyly tak vyrazné ve variantach se zvysenou
salinitou a naopak byly signifikantni ve varianté¢ 0,2xMS.

4. Kotenové vlasky kup5 mutantnich rostlin nevykazovaly viditelny defekt v rastu.

4.3 Lokalizace KUP5:GFP na bunééné urovni

Pro pozorovani lokalizace KUPS5 na bunécné urovni byl vytvoien konstrukt s fluorescencnim
proteinem GFP na C konci. Tento konstrukt byl wvnesen pod 35S promotorem
(35S8::KUP5:GFP) do rdr6 mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana a pod nativnim
promotorem (pKUP5::KUP5:GFP) do rostlin Arabidopsis thaliana kontrolniho typu (ekotyp
Col-0). V obou ptipadech bylo vyselektovano nékolik nezavisle transformovanych linii.
Pozorovani bylo provedeno nejprve pomoci binolupy a poté mikroskopicky pomoci

fluorescen¢niho a konfokalniho mikroskopu.

4.3.1 Lokalizace KUPS:GFP v rostlinach Arabidopsis Col-0 nesoucich konstrukt
pKUPS5::KUP5:GFP

V ptipad¢ rostlin s vnesenym konstruktem pod nativnim promotorem nebyly pod binolupou
pozorovany zadné rozdily oproti kontrolnim rostlinam Col-0. Pfi mikroskopickém pozorovani
jiz byly pozorovatelné rozdily v intenzité fluorescenc¢niho signalu. U kontrolnich rostlin byl
patrny pouze nepatrny autofluorescencni signal, u transformovanych rostlin byl jasné patrny
signal GFP. Rozdily byly patrné 1 vintenzit¢ (ne vSak v lokalizaci) signdlu GFP u
jednotlivych transformovanych linii. Pro dalSi experimenty byly vybrany linie
s nejvyraznéjSim signalem.

Pii pozorovani ve fluorescenénim mikroskopu byl signdl u rostlin transformovanych
konstruktem pod nativnim promotorem zjevny pfedev§im v builkach elongacni zony koteni
(viz obrazek €. 30) a v rostoucich vlascich. V jiz diferencovanych buiikach kotene a starSich
nerostoucich vlascich tento signal pozorovatelny nebyl. Pro dalsi pozorovani byla u rostlin
pomoci 1M roztoku KNO;3 navozena plazmolyza, kdy bylo mozné ovéfit, Ze signal neni
autofluorescence bunécnych stén. V plazmolyzovanych bunkéich byl signdl jasn€ mimo
bunécnou sténu, presnéjsi lokalizaci v ramci protoplastu vSak nebylo mozno jednoznacné

urcit. Tento signal u kontrolnich rostlin nebyl zaznamenén (viz obréazek ¢. 30).
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pKUP5::KUPS:GES

Obrazek ¢. 30 — Mikroskopické pozorovani kotent transformovanych rostlin pKUPS5::KUP5:GFP
(A, B) a kontrolnich rostlin Arabidopsis Col-0 (C, D). Obrazek A — D — elongacni zona kotfene. Vlevo
(A, C) jsou obrazky snimany pomoci fluorescenéniho mikroskopu, pouzit filtr set FITC/EGFP,
vpravo (B, D) jsou obrazky ve svétlém poli. Méfitko 50 um.

Pro detailngjsi pozorovani KUPS5:GFP na bunééné turovni byly linie s nejvyraznéjsim
signalem sledovany pomoci konfokalniho mikroskopu. Pti pozorovani bylo pouzito pro
ptresnéjsi lokalizaci barveni barvivem FM4-64 (po dobu 1 min), které pii kratké dobé barveni
barvi plazmatickou membranu, po delsi dob€ barveni i vnitini membrany burniky. Na obrazku
¢. 31A a 31C je viditelné, Ze signdl GFP a FM4-64 se neshoduji a lze tedy predpokladat
lokalizaci mimo plazmatickou membranu. Dle signdlu GFP je pfedpokladana lokalizace

v endoplazmatickém retikulu (obrazek ¢. 31A).
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Obrazek €. 31 — Konfokalni fotografie transformovanych rostlin pKUP5::KUP5:GFP (A,C,E)

a kontrolnich rostlin Arabidopsis Col-0 (B, D, F). Obrazek A, B — signal GFP (rozsah emise u GFP
490 - 550 nm), v butikach elonga¢ni zony kotene C, D — signal barviva FM4-64 ve stejnych buiikach
(rozsah emise u FM4-64 600 — 790 nm), E, F — zobrazeni nekolokalizace signali.. Méfitko 30 um.
Naésledné byly transformované rostliny jesté pozorovany pomoci vertikalniho konfokalniho
mikroskopu spole¢né s rostlinami, ve kterych je fluorescen¢né znacené endoplazmatické

retikulum (nesou konstrukt RFP-HDEL), pro potvrzeni lokalizace proteinu KUPS (viz

obrazek ¢. 32). Tato pozorovani potvrdila lokalizaci v endoplazmatickém retikulu. Pfi blizSim
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pozorovani byl signal GFP pozorovatelny i ve starSich ¢astech kotfene (obrazek ¢. 32E), coz

pii pozorovani ve fluorescenc¢nim mikroskopu nebylo patrné.

pKUPS5::KUP3:GFP RFP-HDEL

pKUPS::KUPS:GFP RFP-HDEL

pKUPS::KUPS:GFP REFP-HDEL

Obrazek €.32 — Fotografie bun¢k rozdilného stafi. Vlevo (A, C, E) — pKUPS5::KUP5:GFP
transformované rostliny (emise u GFP 520 nm), vpravo (B, D, F) — rostliny s fluorescen¢né znacenym
endoplazmatickym retikulem (emise u RFP-HDEL 640 nm). A, B — bunky pfechodové zony,

C, D - bunky té€sn¢€ za elongacni zonou, E, F — bunky déle za elongacni zéonou. M¢titko 20 pm.
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Detailni pozorovani jiz elongovanych bun¢k potvrzuje, Ze u rostlin barvenych barvivem FM4-
64 se signal na plazmatické membrany neshoduje se signalem GFP pozorovanym

v transformovanych rostlinach s konstruktem pKUPS5::KUPS5:GFP (obrazek ¢. 33C).

pKUP5:KUPS:GFP

Spojeny obraz

Obrazek €. 33 — Detailni fotografie jiz elongovanych bunék kotfene. A — signal GFP
v transformovanych rostlinach (emise u GFP 520 nm), B — barveni PM pomoci barviva FM4-64
(emise u FM4-64 640 nm), C — spojené obrazy A a B. Méfitko 10 pm.
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4.3.2 Lokalizace KUPS:GFP v rdr6 rostlinach Arabidopsis nesoucich konstrukt
358::KUP5:GFP

Jiz pfi prvnim makroskopickém pozorovani byl u rdr6 rostlin s vnesenym konstruktem
358::KUP5:GFP viditelny rozdil oproti kontrolnim rdré rostlinam. Rozdily byly
pozorovatelné i pod binolupou, kde byla u jednotlivych linii pozorovana odlisnd intenzita
fluorescencniho signalu. Pro dal$i pozorovani byly vybrany linie 1 a linie 4, u které byl signal
GFP nejintenzivnéjsi (obrazek ¢. 34). U kontrolnich rdr6 rostlin byl pozorovatelny pouze

mirny autofluorescencni signal (obrazek ¢. 35).

W

Obrazek ¢. 34 — Fluorescentni signal Obrazek ¢ 35 - Fluorescenéni signal
v kofenovém systému 35S::KUP5:GFP v kotenovém systému identicky kultivovanych
transformovanych rdr6 rostlin Arabidopsis rdr6  rostlin  Arabidopsis pod binolupou
(linie 4) pod binolupou s filtrem GFP. Mgfitko 1 s filtrem GFP. M¢fitko 1 mm.

mm.

Pti mikroskopickém pozorovani byl signal u transformovanych rostlin patrny prakticky ve
vSech bunikach kotfene s pomérné velkou intenzitou, zatimco u rdr6 rostlin byla pozorovatelna
pouze autofluorescence. Po provedeni plazmolyzy pomoci KNO; bylo moZné signal sledovat
mimo bunécnou sténu (obrazek ¢. 36A). Obdobné byla pfitomnost signalu pozorovatelnd i u
kotenovych vlaskt transformovanych rostlin po provedené plazmolyze (obrazek ¢. 36E). U
kontrolnich rdr6 rostlin ty signdly nebyly pozorovéany (obrazek ¢. 36C, 36G).

Béhem kultivace rostlin pro mikroskopickou analyzu se ukdzalo, ze 35S::KUP5:GFP
transformované rdr6 rostliny vykazuji odliSny fenotyp oproti netransformovanym rdré

rostlindm. Riistovy fenotyp byl proto zhodnocen podrobné;ji (viz nasledujici kapitola).
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355:KUPS:GER

5. . KUP5:GFP

Obrazek €. 36 — Mikroskopické pozorovani kotentt 35S::KUP5:GFP transformovanych rdr6 rostlin
Arabidopsis (A, B, E, F) v porovnani s netransformovanymi rdr6 rostlinami (C, D, G, H). A-D —
plazmolyzované burky v oblasti prvnich primordii. E-H — kofenové vlasky s detailnéjsim vyfezem.
Vlevo (A, C, E, G) jsou obrazky snimany pomoci fluorescenéniho mikroskopu, filtr set Narrow-band
EGFP (41020, Chroma) s excitaci 470 — 490 nm a emisi 500 — 520 nm, vpravo (B, D, F, G) jsou
obrazky ve svétlém poli. Métitko 50 um, s vyjimkou detailnich vytezl na obrazcich E — H s métitkem
10 pm.
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4.4. Analyza fenotypu rdré6 rostlin Arabidopsis nesoucich 355::KUP5:GFP

Hodnoceni ristového fenotypu 35S5::KUP5:GFP transformovanych rdr6 rostli bylo
provedeno u dvou nezdvisle transformovanych linii (35S linie 1, 35S linie 4)
s nejvyraznéjSim fluorescenénim signalem KUPS:GFP. Ostatni linie mély signal GFP
mnohem méné patrny a nevykazovaly tak vyrazné odsliSnosti v ristu oproti kontrolnim
rostlinam, proto nebyl jejich rist detailné hodnocen.

Pro hodnoceni ristu byly rostliny péstovany v in vitro podminkach na kontrolnim 0,2xMS
médiu s4 mM K" a na médiu snizkym obsahem K (30 uM K*). Rostliny byly
predpéstovany na kontrolnim médiu (0,2xMS) a poté piesazeny do jednotlivych variant. Riist
kotenového systému byl hodnocen 5. den po ptesazeni, produkce biomasy dva tydny po
pfesazeni.

Transformované rostliny pé&stované na médiu s plnym obsahem K™ (4 mM K") byly vétsi
oproti netransformovanym rostlindm. Tento fenotyp byl rGzné vyrazny v zavislosti na linii.
Na obrazcich ¢. 37, 38 muzeme vidét, ze linie4 (obrazek ¢. 38) vykazuje vyraznéjsi fenotyp,

nez linie 1 (obrazek ¢. 37).

W

Obrazek ¢ 37 - Kultivatni miska Obrazek ¢ 38 —  Kultivaéni  miska
s 358::KUP:GFP  transformovanymi rdr6 s 35S::KUP:GFP transformovanymi  rdr6
rostlinami (vlevo) a netransformovanymi rdr6 rostlinami (vlevo) a netransformovanymi rdré
rostlinami (vpravo) — linie 1. 5 dni po pfesazeni. rostlinami (vpravo) — linie 4. 5 dni po piesazeni.
Meritko 1 cm. Meritko 1 cm.
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Produkce biomasy rostlin

Rostliny rostouci na médiich se snizenym obsahem K" (30 uM K") vykazovaly zhorSeny rist

oproti rostlinam rostoucich na médiich s plnou davkou K" (4 mM K"). U rostlin ve variant&

30 uM K byly vyrazné redukované Cerstvé i suché hmotnosti (GLM ANOVA, p < 0,001;

graf ¢. 25 —31) a byl u nich patrny typicky projev nedostatku K.

Hodnoceni produkce biomasy ukézalo signifikantni rozdily mezi genotypy (35S linie 1,

35S linie 4, rdr6) ve vétsin€ parametrd (GLM ANOVA, p < 0,05). Detailnéjsi analyza

pomoci Bonferroni Multiple Comparison testu ukazala signifikantn¢ vétsi produkci biomasy

prytu i kofenl u linie 4 nesouci konstrukt 35S::KUP5:GFP oproti linii 1 nesouci stejny

konstruk a rostlinAm rdr6 ve vétSiné méfeni na médiu s plnou davkou K'. Na médiich se

snizenou davkou K* nebyly nalezeny signifikantni rozdily mezi genotypy.

Cerstva hmotnost

prytu
®rdr6 W355-1 W355-4
210 - b

180 -
150 -
120 -
90 -
60 -
30 -

0 |

~
on
g

~—~

0,2xMS 30uM K

Cerstva hmotnost
korene
mrdr6e m35S-1 m35S-4
120 - b
100 - ab
g0 -
60 -
40 -
20 - c ¢ C
0 _
0,2xMS 30uM K

Graf & 25 — Cerstva hmotnost prytu (pramér =+
SE; n = 10). Rdr6 — netransformovana rostlina,
35S-1 a 4 — 355::KUP5:GFP transformovana
rostlina (linie 1 a 4). Rozdily mezi variantami p <
0,001 a genotypy p<0,001 (GLM ANOVA).
Jednotliva pismena znaci statisticky vyznamné
rozdily mezi variantami (Bonferroni Multiple
Comparison test).
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Graf ¢&. 26 — Cerstva hmotnost kofenti (primér £
SE; n = 10). Rdr6 — netransformovana rostlina,
35S-1 a 4 — 355::KUP5:GFP transformovana
rostlina (linie 1 a 4). Rozdily mezi variantami p <
0,001 a genotypy p<0,05 (GLM ANOVA).
Jednotliva pismena znaci statisticky vyznamné
rozdily mezi variantami (Bonferroni Multiple
Comparison test).



Sucha hmotnost
prytu

B rdr6 lb3SS-1 m35S-4

(mg)
S

S D B~ N

0,2xMS 30uM K

Sucha hmotnost

korene
Wrdr6 lgSS-l m35S-4

hn N

(mg)

N

S = D W

0,2xMS 30uM K

Graf €. 27 — Sucha hmotnost prytu (primér + SE;
n = 10). Rdr6 — netransformovana rostlina, 35S-1
a4 — 355::KUPS5:GFP transformovana rostlina
(linie 1 a 4). Rozdily mezi variantami p < 0,001 a
genotypy p < 0,001 (GLM ANOVA). Jednotliva
pismena znaci statisticky vyznamné rozdily mezi

Graf €. 28 — Sucha hmotnost kofeni (primér +
SE; n = 10). Rdr6 — netransformovana rostlina,
35S-1 a 4 — 358::KUP5:GFP transformovana
rostlina (linie 1 a 4). Rozdily mezi variantami p <
0,001 a genotypy p<0,05 (GLM ANOVA).
Jednotliva pismena znali statisticky vyznamné

variantami (Bonferroni Multiple Comparison rozdily mezi variantami (Bonferroni Multiple
test). Comparison test).
Relativni obsah Relativni obsah
vody v prytu vody v koreni
mrdr6 m35S-1 m35S8-4 myrdr6 m35S-1 m355-4
100 - 100 -
95 4 & a d 95 -
90 - b b 90 -
85 - 85 1
80 - 80 -
0,2xMS 30uM K 0,2xMS 30uM K
Graf ¢. 29 — Relativni obsah vody vprytu Graf € 30 — Relativni obsah vody v kofenech

(pramér £+ SE; n = 10). Rdr6 — netransformovana
rostlina, 35S-1 a 4 — 358::KUP5:GFP
transformovand rostlina (linie 1 a 4). Rozdily
mezi variantami p < 0,001 a genotypy p < 0,05
(GLM ANOVA). Jednotliva pismena znaci
statisticky vyznamné rozdily mezi variantami
(Bonferroni Multiple Comparison test).
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(prumeér + SE; n = 10). Rdr6 — netransformovana
rostlina, 35S-1 a 4 — 355::KUP5:GFP
transformovana rostlina (linie 1 a 4). Rozdily
mezi variantami p < 0,001 a genotypy p > 0,05
(GLM ANOVA). Jednotliva pismena znaci
statisticky vyznamné rozdily mezi variantami
(Bonferroni Multiple Comparison test).




R/S pomér

myrdr6 m35S-1 m355-4

a

0,8 -

0,6 -

0,4 -

0,2

0,0 -

0,2xMS 30uM K

Graf €. 31 — Pomér biomasy kotfent k biomase
prytu (R/S pomér; primér + SE; n = 10). Rdr6 —
netransformovana rostlina, 35S-1 a 4 -
358::KUPS5:GFP transformovana rostlina (linie
1 a 4). Rozdily mezi variantami p < 0,001 a
genotypy p> 0,05 (GLM ANOVA). Jednotliva
pismena znaci statisticky vyznamné rozdily mezi
variantami (Bonferroni Multiple Comparison
test).

Riist kofenového systému

Rist kofenového systému byl detailné analyzovan 5. den po pfesazeni rostlin do variant.

Vysledky méfeni délek kofenli neukdzaly témét zZadné signifikantni rozdily mezi variantami

kultivace — celkova délka kofenového systému, celkovd délka postrannich kotentl, celkovy

pocet postrannich kotfenti, pocet postrannich kofenti na jednotku délky (GLM ANOVA,

p > 0,05; graf ¢. 32 — 46).

Signifikantné vSak vychazi rozdily mezi genotypy ve vSech méfenych parametrech (GLM

ANOVA, p < 0,001). Vysledky ukazuji, Ze rostliny z linie 4 nesouci 35S::KUP5:GFP

dosahuji signifikantné vétSich hodnot ve vSech parametrech méfeni oproti rdr6 rostlinam, ale

také oproti rostlinam z linie 1, které nesou stejny konstrukt. A to na médiich s plnou davkou

K" i ve varianté s niz§im obsahem K" (viz graf ¢. 32 — 36). Linie 1 také vykazovala mirné

vy$$i hodnoty oproti rdr6 rostlinam v obou variantach kultivace, rozdily vSak nebyly téméf

nikde signifikantni (GLM ANOVA, p > 0,05).
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Celkova délka

Délka hlavni osy

kofenového systému korene
®rdr6 m355-1 m355-4 Wrdr6 m35S-1 M358-4
10 57 bc
ab ab b
8 4 - a
Bl Bl
26 23 -
4 2
2 1 -
0 0 -
0,2xMS 30uM K 0,2xMS 30uM K
Graf ¢. 32 — Celkova délka kotenového systému  Graf €. 33 — Délka hlavni osy kofene (pramér +
(primér £+ SE; n = 10-20). Rdr6 - SE; n = 10-20). Rdr6 — netransformovana
netransformovand rostlina, 35S-1 a 4 — rostlina, 35S-1 a 4 — 35S::KUP5:GFP
358::KUP5:GFP  transformovana rostlina transformovana rostlina (linie 1 a 4). Rozdily

(linie 1 a 4). Rozdily mezi variantami p > 0,05 a
genotypy p < 0,001 (GLM ANOVA). Jednotliva
pismena znadi statisticky vyznamné rozdily mezi
variantami (Bonferroni Multiple Comparison
test).

mezi variantami p < 0,05 a genotypy p < 0,001
(GLM ANOVA). Jednotliva pismena znaci
statisticky vyznamné rozdily mezi variantami
(Bonferroni Multiple Comparison test).

Celkova délka

postrannich koFenii
B rdr6 m35S-1 m355-4

Pocet postrannich

korenu 1. radu
Wrdr6 m35S-1 m355-4

- 10 - bc
C

4 - ] - ab
= a
23 6 -

2 4 -

1 - 2

0 - 0 -

0,2xMS 30uM K 0,2xMS 30uM K

Graf €. 34 — Celkova délka postrannich kofentt Graf €. 35 — Pocet postrannich kofent 1. fadu
(primér + SE; n = 10-20). Rdr6 - (primér = SE; n = 10-20). Rdr6 -
netransformovand rostlina, 35S-1 a 4 - netransformovana rostlina, 35S-1 a 4 -
358::KUP5:GFP  transformovand rostlina 35S::KUP5:GFP  transformovand rostlina

(linie 1 a 4). Rozdily mezi variantami p > 0,05 a
genotypy p < 0,001 (GLM ANOVA). Jednotliva
pismena znadi statisticky vyznamné rozdily mezi
variantami (Bonferroni Multiple Comparison
test).

(linie 1 a 4). Rozdily mezi variantami p > 0,05 a
genotypy p < 0,001 (GLM ANOVA). Jednotliva
pismena znacdi statisticky vyznamné rozdily mezi
variantami (Bonferroni Multiple Comparison
test).
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Pocet postrannich
koFenii na jednotku
délky hlavni osy

korene
mrdr6 m35S-1 m35S-4

2.5 - b b
22,0 - ab .
g a
S 15
B
21,0 -
&

0.5

0,0 -

0,2xMS 30uM K

Graf €. 36— Pocet postrannich kofenli na
jednotku délky hlavni osy kotfene (prameér = SE;
n= 10-20). Rdr6 —netransformovana rostlina,
35S-1 a 4 — 3585::KUP5:GFP transformovana
rostlina (linie 1 a 4). Rozdily mezi variantami p >
0,05 a genotypy p<0,001 (GLM ANOVA).
Jednotliva pismena znali statisticky vyznamné
rozdily mezi variantami (Bonferroni Multiple
Comparison test).

Shrnuti vysledki experimentu 355::KUP5:GFP

1. Produkce biomasy byla negativné ovlivnéna snizenim obsahu K, statistickd analyza
ukdzala signifikantni vliv variant kultivace v produkci biomasy (GLM ANOVA, p <
0,001), nebylo tomu tak v méfeni ristu kofenového systému, kde rozdily ve variantach
kultivace nejsou signifikantni. Rozdil je zfejme zptisobem kratkym vystavenim rostlin
stresovym podminkdm v pfipadé méfeni ristu kofenového systému.

2. Jednotlivé genotypy se liS§i v produkci biomasy (GLM ANOVA, p<0,05) i délce
kotenového systému (GLM ANOVA, p < 0,001). Nejvyraznéjsi je zde transformovana
linie 4, ktera vykazuje zvySenou produkci biomasy a délku kofenového systému oproti

netransformovanym rdr6 rostlindm 1 linii 1. Linie 1 se od netransformovanych rdré

rostlin signifikantné nelisi.
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4.4 Lokalizace exprese KUP5 v ramci rostliny pomoci transkrip¢ni faze pKUPS5::GUS

Pro nalezeni lokalizace exprese genu KUP5 v rostliné byl
vytvoien konstrukt s nativnim promotorem genu KUP5 a
reportérovym genem pro GUS. Zminény konstrukt byl
vnesen do rostlin Arabidopsis thaliana Col0 spolecné
s rezistenci pro herbicid BASTA. U rostlin, které rostly dal i
po oSetfeni herbicidem (obrazek ¢.39) byla pomoci
genotypovani ovéfena piitomnost

40) a

reportérového

nékolik

genu

(obrazek  ¢. ziskéano nezavisle

transformovanych linii. U transformovanych rostlin bylo
provedena detekce aktivity GUS, ale nebylo mozno ji
v rostlinach nikde pozorovat. Sekvenaci byla ovéfena
spravnost vnesen¢ho konstruktu i sekvence genu pro GUS,
pfesto vSak, 1 pfi opakovani experimentu, nebylo mozné
detekovat zadnou GUS aktivitu. Lze ptredpokladat chybnou
funkénost vektoru nesouciho sekvenci genu pro GUS
(pEN-L1-S-L2), protoze problémy s timto vektorem byly

zaznamenany 1 v jinych experimentech.
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Obrazek ¢. 39 -
Transformované rostliny
s konstruktem pKUPS5::GUS po
selekci herbicidem BASTA

Obrazek ¢. 40 —
pritomnosti reportérového genu
pro GUS u jednotlivych linii.
DNA zebricek (1 kb+)

Potvrzeni



5 Diskuze

5.1 Hodnoceni rustu homozygotnich mutanti kup5 oproti rostlinam divokého typu

Za ucelem charakterizovat mozné fenotypové rozdily mezi homozygotnimi mutanty kup5 a
rostlinami divokého typu jsem provedla experimenty s riznymi variantami podminek. Dle
mych vysledkl se jevi jako jednoznaény rozdil vétsi velikost kofenového systému i veétsi
celkova produkce biomasy homozygotnich mutanti kup5 oproti rostlinam divokého typu,
napfi¢ vSemi podminkami prostiedi, kterym jsem rostliny v ramci experimentl vystavila
(kontrolni podminky, nedostatek drasliku, zvySena salinita i sussi pevnéjsi agarové medium).
Kromé vétsi celkové délky kotfenového systému je u kup5 mutantnich rostlin ve vétSing
variant patrny 1 vyS$$i poc€et postrannich kotenti.

Dle ¢ipovych dat (4rabidopsis eFP Browser) by mél byt KUPS exprimovan v celé rostling,
témef ve vSech nadzemnich organech i v kofenech, v ramci kotene pak pfedevsim v elongacni
zongé. To by spolecné s naméfenymi vysledky mohlo naznacovat, ze je transportér KUPS
zapojen do regulace toku K a tim do regulace turgoru napii¢ rostlinou, coz ovliviiuje i
objemovy rust bunék. Tuto teorii by mohly podpofit i vysledky, které¢ uvedl Ahn (2004) ve
své praci, kdy byla nejsilngjsi exprese KUP5 detekovdna pomoci qRT-PCR v mladSich
listech, mén¢ jiz ve starSich listech, také v kofenech a vyvijejicich se SeSulich.

Podobny fenotyp jako mutantni rostliny kup5 vykazuji mutantni rostliny kup2,6,8, coz
publikoval Osakabe (2013) se svym tymem. Je proto mozZné, Ze se transportér KUP5 podili na
vydeji K" a tim reguluje turgor, podobné jako tomu je u transportérit KUP2, KUP6 a KUP8. U
mutantli v téchto genech byla zaznamenana vétsi hmotnost suSiny a vétsi velikost rostliny,
ktera souvisela s vétSim objemovym ristem jednotlivych bunék (méfeno u bunék listového
mezofylu). Vyrazny fenotyp se nicméné projevil pfedev§im u dvojitych a trojitych mutantt, u
jednoduchych mutantii nebyl vyrazné€j$i fenotyp patrny (Osakabe et al. 2013). U kup5
mutantnich rostlin byla pfedpokladem pro vétsi velikost rostlin takeé vétsi velikost bunék, coz
se vSak zatim neprokazalo. V pilotnim experimentu nebyly nalezeny signifikantni rozdily ve
velikosti bun¢k kotene, ale toto mé&feni bude nutné méteni opakovat na vét§im souboru rostlin
a moznd i vriznych podminkach kultivace a analyzovat rlizné casti rostliny (data proto
nejsou v diplomové praci uvedena). U jinych KT/HAK/KUP mutanti nebyl takovy ristovy
fenotyp zaznamenan, mutantni rostliny byly vétSinou celkové mensi nezZ rostliny divokého
typu a mély krat§i kofenovy systém, ptredev§im pii nedostatku K'. Bliz§i zhodnoceni

fenotypovych projevi jednotlivych mutantii pii nizkém obsahu K* viz kapitola 5.1.1.
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Ditlezitou otazkou proto je, kde je transportér KUPS v ramci buiiky lokalizovan a jakym
zpisobem se podili na transportu K*. Dle dat z Cell eFP Browser (Winter et al. 2007) je
predpokladand lokalizace proteinu KUPS na plazmatické membrané, i kdyZz byla publikovana
1 data naznacujici jeho lokalizaci na tonoplastu (Jaquinod et al. 2007). Moje mikroskopicka
pozorovani naznacuji lokalizaci na endoplazmatickém retikulu, coz bude dale diskutovano
v kapitole 5.2. V né&kterych pracich bylo publikovano, ze transportér KUPS5 zajist'uje vstup K*
do bunky (Al-Younis et al. 2018). Naznacuje to experiment, ktery byl proveden u
Saccharomyces cerevisiae. Pokud mél kvasinkovy mutant naruSeny vysokoafinitni transport
K", bylo ho mozné obnovit expresi genu kddujiciho transportér AtKUP5. Kvasinkovy mutant
byl poté schopen pfijimat K, coZ ukazuje schopnost transportéru KUP5 transportovat K™ do
buiky. To vSak nekoresponduje s moznou podobnosti mezi funkci KUPS a KUP2,6 a 8, které
jsou lokalizované na plazmatické membrané a zprostiedkovavaji vydej K™ z buiiky (Osakabe
et al. 2013). Pokud nefunguji, vydej K je mensi a turgor bun&k béhem ristové faze vétsi, coz
zpisobuje vétsi vyslednou velikost bun€k, pozorovanou u kup2,6,8 mutantni rostliny
(Osakabe2013).

Dal$i moznosti, kterd by mohla ovliviiovat pozorovany fenotyp kup5 mutantnich rostlin je
adenylatcyklazova aktivita, kterou zjistil Al-Younis a spoluautofi (2018) u transportéru
KUP3, s katalytickym mistem pro AC na N konci. Pokud je naruSena AC aktivita, neni tento
transportér schopen piijimat K*, coz bylo experimentalné prokazano expresi nekompletniho
KUPS5 genu u kvasinky.

Ackoliv jsem neovéfovala absenci KUPS5 proteinu u mutantnich rostlin, je zde mala
pravdépodobnost, Ze by mohl vzniknout alesponl ¢astecné funkéni protein. T-DNA inzerce se
u mnou pouzivané SALK linie nachazi v 5. exonu zcelkovych 10 exonli a lze tedy
predpokladat, Ze by se zde ur€ité neposkladaly spravné vSechny transmembranové casti.
Pokud by vSak doslo ke vzniku ¢astecného transkriptu a nasledné caste¢ného proteinu, mohla
by byt AC aktivita v néjaké podobé€ pfitomnd i v kup5 mutantech. Tuto aktivitu jsem neméfila
a nemohu tedy tento piipad vyloucit. Pokud by vSak byl protein kompletné¢ vyfazeny, je
mozné, ze by chybéjici AC aktivita mohla narusit regulaci nékterych dal$ich transportérit K™ a
tim ovlivnit toky K" v bufice. Recentné se totiZz uvazuje o moznosti, ze KUP5 funguje jako
senzor toku K" a prostfednictvim své AC aktivity reguluje dal$i draselné transportéry ¢&i
kanaly v bunce (Al-Younis et al. 2018).

Jednoznaény zavér o roli transportéru v toku drasliku na Grovni buiiky 1 celé rostliny nemusi
byt vzdy jednoduché ucinit, coz ukazuji vysledky ziskané pro nékteré dalSi transportéry

z rodiny KT/HAK/KUP. Vysledky jednoho experimentu mohou vést k zavéru, Ze transportér
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zajistuje vstup K™ do buiiky, zatimco vysledky jiného nezavislého experimentu ukazuji, Ze ten
samy transportér zajistuje vydej z buiiky, aniz by se tyto dva experimenty piimo vyvracely.
Jednim z ptikladl je napft. transportér KUP9, kde Kobayshi (2010) s jeho tymem zjistili, Ze
transportér KUP9 zajistuje vstup K° do bufiky pomoci exprese ArKUP9 v mutantu
Escherichia coli, ktery byl defektni v pfijmu K*. Pokud byl v mutantu E.coli exprimovén
AtKUPY, byl tento mutant schopen riist na médiu s nizkym obsahem K, zatimco mutantni
bakterie neexprimujici KUP9 toho schopny nebyly. Naproti tomu Zhang (2020) s jeho tymem
tvrdi, Ze transportér KUP9 zajistuje vydej K na zakladé experimentu s oocyty Xenopus
laevis. V tomto experimentu byl pozorovan vydej K spolu s auxinem. U Arabidopsis je
KUP9 lokalizovany pfedevsim v klidovém centru kofene a je dilezity pro rust kofent. Pfi
nizké hladiné K* se u mutantl kup9 projevuje fenotyp se zkracenymi koifeny, a dokonce
sniZzeny pocet bunck kotfene. Tyto rostliny maji zvySenou délivou schopnost bun¢k klidového
centra, kterou lze zvratit exogennim podédnim auxinu. Toto naznacuje, Ze KUP9 ovliviiuje
homeostazi auxinu v buiikdch klidového centra. Pfi deficienci K je transportér KUP9
pievazné lokalizovan v ER, kde zfejmé& zajistuje odtok K’ a auxinu zlumenu ER do
cytoplazmy v butikach klidového centra a reguluje tak K™ homeostazi. U kup9 mutantnich
rostlin nebyla redukovana nadzemni Cast rostliny ani obsah K™ v buiikach kofene. Pfi plné
davce K tyto zmény v ristu kofenového systému a frekvenci déleni bunék klidového centra
zaznamenany nebyly. Tyto vysledky naznacuji zapojeni transportéru KUP9 pouze do regulace
ristu kofenu pii nizké hladingé K™ a jeho funkce je nezavisla na pfijmu K" (Zhang et al. 2020).
Jako dalsi piiklad 1ze uvést transportér KUP7, u kterého Han a spoluautoii (2016)
dokumentovali, Ze zajistuje piijem a pienos K' v kofeni Arabidopsis thaliana zejména za
nizkého obsahu K'. Tato méfeni souhlasi s vysledky, které publikoval Ahn a spoluautofi
(2004). Ti v experimentu s E. coli zjistili, ze je KUP7 vysokoafinitni transportér. V dalsi praci
ale jini autofi pozorovali, Ze KUP7 miZe zprostfedkovavat i nizkoafinitni transport, kdy byl
v kvasinkach schopen zprostiedkovat piijem K* pfi externi koncentraci K™ 500 uM (Han et al.
2016). Protein KUP7 muze byt regulovan fosforylaci a lze spekulovat nad tim, Ze
v kvasinkidch mohou chybét kindzy pro spravnou regulaci aktivity KUP7. Pfi nedostatku K"
dochéazi u kup7 mutantnich rostlin Arabidopsis ke snizeni rychlosti pfijmu K" a snizené
koncentrace K v xylémové $tavé (Han et al. 2016). Transportér KUP7 je lokalizovan na
plazmatické membran€ a exprimovan v epidermis a kofenovych vlascich a vyssi exprese byla
zaznamenana 1 ve stélé kofene, coz mize vést k myslence propojeni s transportem do xylému.

Predpoklada se, ze KUP7 zajistuje vstup K" do parenchymatickych bunék xylému, kde
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nasledné jiné transportéry (napf. kanal SKOR) zprostiedkovavaji uvoliovani K" do apoplastu
xylému.

KUP5 a KUP7 jsou si strukturné podobné (Nieves-Cordones et al. 2016). Jednou
z podobnosti mezi KUP7 a KUPS je jejich relativni exprese v riiznych ¢astech rostliny, ktera
vykazuje stejny trend (Ahn 2004). V obou piipadech se nejvice exprimuji v mladsich listech,
a naopak nejméné v kvétech, KUP5 dokonce v nedetekovatelné mite. DalSim spolecnym
znakem je jejich adenylatcykldzova aktivita. AvSak experimenty, které provedl Han (2016)
fikaji, Ze mutantni rostliny kup7 nejsou vétsi oproti rostlinam divokého typu, jako je tomu u
mutantnich rostlin kup5. Jsou zde tedy urCité podobnosti mezi témito dvéma transportéry,
které by mohly naznacovat podobnou funkci, ale jsou zde i odliSnosti, které tyto spekulace
nepotvrzuji.

Jiz u dvou transportérti z rodiny KT/HAK/KUP byla také popséna provazanost s auxinem. Je
mozné, ze 1 u transportéru KUP5 muze fenotypovy projev T-DNA inzeréniho mutanta
v KUPS5 genu ovliviiovat vice faktorii a mize byt néjakym zplisobem zapojen do auxinové
homeostaze. Pokud by se tedy neprokazala provazanost mezi regulaci turgoru, velikosti bun¢k
a vetsi velikosti kup5 mutantnich rostlin, dalo by se spekulovat, ze by vétsi velikost kup5
mutantnich rostlin mohla byt spojena s auxinovou signalizaci, potazmo pozménénou aktivitou
meristému.

Jednim z transportéri KT/HAK/KUP rodiny, u které¢ho byla prokazana spojitost s auxinem je
KUP9. Mutantni rostliny kup9 vykazovaly zvySenou délivou schopnost bunck klidového
centra pii nedostatku K*, coz vedlo k naruSeni meristematické aktivity a inhibici ristu kofene
(Zhang et al. 2020). Autofi uzaviraji, ze je KUP9 nezbytny pro udrZovani auxinové
homeostazy apikalniho meristému kofene, zprostfedkovava vydej K* a auxinu z ER do
cytoplasmy a udrzuje tak ristovou aktivitu kofene v K deficientnich podminkach.

Jinak tomu je u druhého transportéru TRHI1/KUP4, kde také byla popsana souvislost
s auxinem. Tento transportér je také schopen kromé transportu K* zprostiedkovavat i
transport auxinu (Rigas et al. 2013, Daras et al. 2015). Dle experimentti, které¢ provedl Rigas
(2001), maji trhl/kup4 mutantni rostliny naruSeny gravitropismus a rist kofenovych vlaska.
Trhl1/kup4 vykazuji siln€ naruSeny apikalni riist kofenovych vlaski a tento fenotyp je mozné
zvrétit externé dodanym auxinem nikoli zvy$enou dostupnosti K*. U kup5 mutantnich rostlin
jsem zadny defekt v riistu kofenovych vlaskli nepozorovala. Ani gravitropicka odpoveéd kups
mutantnich rostlin se nezdala byt viditelné¢ naruSena, proto nebyla detailn¢ analyzovana a data

nejsou v diplomové praci zatazena.
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Roli KUPS5 v rostling (v transportu K* ¢&i jinych procesech) bude proto tfeba dale analyzovat
v navazujicich experimentech. Je také tfeba ovéfeni rtistového fenotypu s vyuzitim nezavislé

T-DNA inzeréni linie, na kterém pracuje ve své diplomové praci Bc. Barbora Cabelkova.

5.1.1 Reakce na nedostatek K* v prostiedi

Porozumét roli KUP5 vrostliné mize analyza rlstové reakce kup5 mutantnich rostlin
v podminkéach nedostatku K, protoze pro fadu ¢lent rodiny KT/HAK/KUP byla prokazana
role v transportu drasliku pravé za téchto podminek. Proto jsem ve svych experimentech
péstovala rostliny také na mediich s nizkou koncentraci drasliku (30uM K*).

Rostliny pii nizké dostupnosti K snizuji produkci biomasy a méni architekturu kofenového
systému. Konkrétn¢ u Arabidopsis thaliana ekotypu Col-0 Shin a Schachtman (2004)
zaznamenali silné sniZeni rychlosti riistu postrannich kofenti v K™ deficientnich podminkach.
V jejich experimentech vSak nebyla pozorovéana kratsi osa hlavniho kofene, zatimco v jinych
experimentech, které provedli Jung (2009) a Kim (2010) se svymi tymy bylo zkraceni délky
hlavniho kofene pozorovéano. Kultivacni podminky se v téchto experimentech ptili$ neliSily a
vSichni pracovali s ekotypem Col-0, pfesto vSak dosahli jinych vysledkl. Kellermeier a
spoluautoii (2013) provedli podrobny vyzkum, ve kterém srovnavali jednotlivé ekotypy
Arabidopsis thaliana. Dle jejich pozorovani byly rozdily mezi ekotypy znatelné jiz za
kontrolnich podminek, ty se vSak mnohem vice prohloubily pfi nedostatku K*. Ekotyp Col-0
vykazoval v téchto experimentech nizsi celkovou délku kotfenového systému a kratsi délku
pfedevSim postrannich kotfenti, zatimco délka hlavni osy kotene nebyla tolik ovlivnéna. Je
tedy patrné, Ze u tohoto ekotypu reaguji na nedostatek K* citlivéji postranni kofeny nez kofen
hlavni, u jinych ekotypl ale mize byt reakce 1 opacna.

Rostliny v mych experimentech také vykazovaly typické projevy nedostatku K* jako jsou
redukce biomasy, chlordzy listli a zména architektury kofenového systému. Byla pozorovana
vyrazna redukce tvorby biomasy prytu i kofeni pii nedostatku K" oproti rostlindm rostoucich
na médiich s plnym obsahem K*. Mutantni rostliny kup5 nicméné& reagovaly na snizeni
obsahu K" velmi podobné jako rostliny divokého typu. Dle provedenych experimentl se tedy
u mutantnich rostlin kup3 neprojevil vyrazny fenotyp spojeny s nedostatkem K*. Na rozdil od
mutantil v jinych transportérech KT/HAK/KUP rodiny, napt. transportéru HAKS nebo KUP9.
Mutantni rostliny Ahak3 pfi velmi nizké koncentraci K* vykazovaly mensi velikost oproti

kontrolnim rostlinam. Pfi vy$§i koncentraci K* v8ak zadné rozdily zaznamenané nebyly (Qi

72



et al. 2008). Jak jiz bylo zminéno vySe, u mutantnich rostlin kup9 je pii nedostatku K*
pozorovatelné signifikantni zkraceni kofenti a snizeni poc¢tu bun¢k kotene (Zhang et al. 2020).
Dle mych pozorovani se proto zd4, Ze transportér KUP5 pravdépodobné nezajistuje vstup K*
do rostliny z prostiedi a neni kli¢ovy pro pfijem pfi nizké externi koncentraci K, jako je tomu
u transportéru HAKS a ziejmé 1 transportéru KUP7. Je tedy mozné, ze KUPS se bude podilet
na regulaci distribuce K vrostling€ bez ohledu na dostupnost v okolnim prostiedi.
Konkrétngjsi zavéry by vSak bylo mozné stanovit po ovéfeni, v jakych castech rostliny se
KUPS5 exprimuje a doplnit tak udaje z ¢ipovych dat, kterd naznacuji expresi v celé rostling.
Snazila jsem se analyzovat lokalizaci exprese pomoci transkripni fuze promotoru KUPS
genu s reportérovym genem pro glukuronidazu (konstrukt pKUPS5::GUS). Tento konstrukt
vSak nefungoval. Je pravdépodobné, Ze nami pouzity vektor nesouci sekvenci GUS nefunguje
spravné, protoze ani v jinych experimentech stimto vektorem nebylo mozné detekovat
zadnou GUS aktivitu u transformovanych rostlin. Je tedy nutné experiment zopakovat

s pouzitim jiného vektoru (prave probihd).

5.1.2 Reakce na salinitu a sucho

Vzhledem k hypotéze, Ze by se KUPS transportér mohl podilet na regulaci turgoru podobné
jako transportéry KUP2,6,8 jsem testovala citlivost kup5 mutantnich rostlin k stresovym
faktoriim zasoleni a sucha. Trojiti mutanti kup2,6,8 se v citlivosti k t¢émto faktorim odlisuji
od rostlin divokého typu (Osakabe et al. 2013), u kup5 mutantnich rostlin toto zatim nikdy
testovano nebylo.

Zvysena salinita prostfedi ovliviiuje rust kofenli a miize vyvolat zastaveni rtstu vzniklych
lateralnich kotfenti (Duan et al. 2013). U trojitych mutantl kup2,6,8 byla pozorovana zvySena
tolerance kofenového systému k salinit¢ (100mM NaCl v médiu) i osmotickému stresu
(200mM manitol) ve srovnani s rostlinami divokého typu (Osakabe et al. 2013). Rostliny se
obecné v citlivosti k salinit¢ velmi 1i8i, rozdily najdeme 1 mezi jednotlivymi ekotypy
Arabidpsis thaliana (Julkowska et al. 2014). Pro ekotyp Col-0 existuji experimenty
dokumentujici reakci na rtiznou koncentraci NaCl v médiu. Naptiklad v experimentech, které
provedla Julkowska (2014) se svym tymem, byl ekotyp Col-0 péstovan na médiich s rtiznou
koncentraci NaCl v rozmezi 0 — 150 mM. V piipadé koncentrace 25 mM NaCl nebyly rozdily
oproti rostlindm na médiu bez NaCl pouhym okem pfili§ patrné. Pii koncentraci 50 mM NaCl

byly rostliny stresované v mensi mife, rozdily oproti kontrolni varianté byly vSak jasné
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zietelné. S vys$Simi koncentracemi se mira stresu u rostlin silné prohlubovala a pfi koncentraci
150 mM NacCl byl rtst kofenti téméft tipln€ inhibovan.

Pro své experimenty jsem proto zvolila koncentraci 50 mM NaCl, pfti které jsou rozdily
v ristu kofenového systému jiz pozorovatelné, ale zaroven neni rust kofenového systému
extrémn¢ inhibovan. Vzhledem k tomu, Zze v mych experimentech slo také o vystaveni rostlin
stresu z nizkého obsahu K', zvolila jsem nepiili§ vysokou koncentraci NaCl, aby rostliny
v kombinaci téchto variant nebyly pfili$ stresované a jejich ristové parametry byly métitelné.
V mych experimentech bylo pozorovatelné snizeni produkce biomasy i1 délky kotfenového
systému ve variantach s 50 mM NacCl oproti médiu bez NaCl. Inhibovéan byl pfedevSim rast
kotenového systému, u nadzemnich ¢asti nebylo snizeni produkce biomasy tak vyrazné. Ve
vétsing parametrti byla produkce biomasy a délek kofenového systému opét vétsi u kups
mutantnich rostlin oproti rostlindm divokého typu, podobné jako ve variantach bez piidaného
NaCl, kde byl pozorovan stejny trend. Nelze tak tedy nalézt specifickou odpovéd’ mutantnich
rostlin kup5 na zvysenou salinitu, neni patrnd zvySena ani snizena tolerance.

Varianty s vy$§im obsahem agaru v médiu mély navodit podminky sussiho a pevnéjsiho
média. Zvolila jsem zvySeni z1 % na 1,5 %, ale zafadila jsem je pouze jednou
(v experimentu 1), protoze zde nebyly pozorovatelné vyrazné rozdily v rhstu rostlin oproti
kontrolnimu médiu. Tato pozorovani jsem do své prace chtéla zatadit, protoze mutanti
kup2,6,8, ktefi jsou v rastovém fenotypu podobni kup5 mutantnim rostlindm, jsou citlivi
k suchu. Pro dalsi testovani vlivu stresového faktoru sucha by bylo vhodnéjsi rostliny péstovat
ex vitro a sucho indukovat redlnou situaci (omezenim zalivky). Tyto experimenty jiz ve své

diplomové préci realizuje Bc. Barbora Cabelkova.

5.2 Lokalizace transportéru KUPS

Dle pozorovanych vysledkli mych experimentt rostliny nesouci konstrukt 35S::KUP5:GFP
v rdr6 mutantnim pozadi vykazuji podobny fenotyp, jako mutantni rostliny kup5. Je zde tedy
urcitd pravdépodobnost, Ze transportér s GFP na C konci neni pln€ funk¢ni nebo neni spravné
regulovan. Muze zde vznikat kompetice mezi funkénim nativnim transportérem a vloZenym
transportérem s GFP. S tim koresponduje 1 skute¢nost, ze mutantni fenotyp vykazovala pouze
linie s nejvyraznéjSim fluorescencnim signdlem GFP, ostatni linie rostly srovnatelné jako
netransformované rdr6 rostliny. Je ale také mozné, Ze transportér je funkéni, avSak je ho ptilis

velké mnozstvi, coz naruSuje transport v bunice a vysledkem je pozorovany mutantni fenotyp.
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Tento mutantni fenotyp jsem nepozorovala u rostlin nesoucich konstrukt pKUPS5::KUP5:GFP
v Col-0 pozadi (nebylo detailné¢ hodnoceno).

Pozorovana lokalizace KUPS5:GFP u rostlin nesoucich konstrukt pKUP5::KUP5:GFP je
v endoplazmatickém retikulu, coz nepotvrzuje hypotézu o roli KUPS5 v regulaci turgoru
transportem K pfes plazmatickou membranu nebo tonoplast. Je mozné, ze pokud konstrukt
nefunguje spravné, tak mohla byt cilova lokalizace v jiné ¢asti buiikky. Konstrukt vSak muze
byt funkcni, protoze napft. transportér KUP9 ma popsanou lokalizaci v endoplazmatickém
retikulu a uvazuje se o jeho roli v transportu K a auxinu mezi ER a cytoplazmou. Zvolili
jsme konstrukt s GFP na C konci, protoze na N-terminalnim konci je u KUP5 popséana
lokalizace AC domény, ktera mé regulacni schopnost a bez této domény nefunguje transportér
spravné. I v jinych ptipadech byl pouzit konstrukt s GFP na C konci, napft. pfi charakterizaci
lokalizace transportéru HAKS, nebo KUP7. Transportéry HAKS 1 KUP7 jsou lokalizovany na
PM, coz bylo pomoci téchto konstrukt popsdno (Qi et al. 2008, Han et al. 2016). Bude ptesto
nutné ovéfit funkénost KUPS5-GFP, napf. jeho vnesenim do Aup5 mutantnich rostlin a
zhodnocenim fenotypu takto transformovanych rostlin.

V ptipadé transportéru HAKS bylo navic popséno, Ze se lokalizace miize ménit s dostupnosti
K" v prostfedi. Na PM je lokalizovan pouze pii nizkém obsahu K* v prostiedi, zatimco jinak
je také lokalizovany v ER a na membrané vakuoly (Qi et al. 2008). Tato translokace byla
popsana i u transportéri boru, kdy pii nizkém obsahu boru je transportér boratového aniontu
BOR1 (high-boron requiring) lokalizovany na PM, zatimco pii vyS$§im obsahu boru je
transportovan do endosomi a degradovan ve vakuole (Takano et al. 2008). Je tedy mozné, Ze
i transportér KUP5 méni lokalizaci v zavislosti na dostupnosti K*. Byla provedena prvni
pozorovani pKUPS5.::KUP5:GFP rostlin stresovanych deficienci K*, kde byl signal GFP
uvnité bunék skutené vyrazné slabsi oproti rostlindim na médiu s plnym obsahem K. U
rostlin vystavenych nizké dostupnosti K™ se v8ak projevuje vyraznéjsi autofluorescence
bunéénych stén a piipadnou lokalizaci na plazmatické membrané je obtizné jednoznacné

vvvvvv

a bude potieba dalsi detailnéjsi pozorovani.
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6 Zavér

V diplomové praci jsem se vénovala charakterizaci role transportéru KUPS v rostliné pomoci
analyzy rastu T-DNA inzer¢niho kup5 mutanta v rtiznych podminkach prostiedi a snazila se
lokalizovat expresi KUP5 v rostliné a lokalizaci proteinu KUPS v buiice. Kup5 mutantni
rostliny se napfi¢ zvolenymi kultivatnimi podminkami jevily vétsi oproti rostlindm
kontrolniho typu. Piivodni hypotéza o mozné funkci KUPS byla na zaklad¢ tohoto riistového
fenotypu takova, Ze se transportér KUPS5 podili na regulaci turgoru, napft. Ze zprostiedkovava
vydej K* z buiiky. Tato hypotéza byla vyslovena na zaklad& podobnosti riistu kup5 mutantni
rostliny a trojittho mutanta kup2,6,8, ktery vykazuje vétsi produkci biomasy, coz je
zpiisobeno vétsim objemovym ristem jeho bunék (Osakabe et al. 2013).

Podafilo se mi zjistit, ze kup5 mutantni rostliny nevykazuji odlisnou citlivost k deficienci K*,
zvysené salinité nebo suchu a nevykazuji defekty v rstu kotfenovych vlaskii ve srovnani
s rostlinami divokého typu. Dale se mi podafilo lokalizovat pomoci konstruktu
pKUPS5::KUP5:GFP transportér KUPS v endoplazmatickém retikulu pfi kontrolnich
podminkach draslikové vyzivy. Tuto lokalizaci bude tieba déale ovéfit v rozdilnych
podminkach dostupnosti K™ a ziejmé i s vyuzitim konstruktu nesouciho GFP v jiné &asti
molekuly. V K" deficientnich podminkach se signal KUP5:GFP uvnité bunék zdal podle
prvotnich pozorovani slabsi, avSak pfipadnou lokalizaci transportéru na plazmatické
membrané je nutné ovéfit dalSimi pozorovanimi a minimalizovat autofluorescencni signal.
Bude také tieba vnést pKUPS5::KUP5:GFP do kup5 mutantnich rostlin, coZ zatim nebylo
provedeno.

Na zakladé téchto zjiSténi se mi zda, ze funkce KUPS5 bude zfejmé jina, nez byla pivodni
hypotéza a projeveny fenotyp bude zpisobeny jinou roli KUP5 nez piimo ve vydeji K
zbunky a pfimym podilem na regulaci turgoru. S tim by mohly korespondovat i pilotni
meéfeni velikosti bunék v kofenech u kup5 mutantnich rostlin, které nejevily vétsi velikost
oproti buitkdm u rostlin divokého typu. Tento experiment je vSak tfeba opakovat a bylo by
potieba ovéfit velikost bunék nejen v kofenech, ale také v nadzemni ¢asti.

Na zékladé ziskanych dat, dosavadnich pozorovani a dosud publikovanych ¢lankl neni tedy
pravdépodobna funkce KUPS ve vydeji K* z buriky, ale nezda se ani zapojen do piijmu K*
z prostiedi pii jeho nedostatku. Lze uvaZovat nad zapojenim tohoto transportéru do auxinové
homeostaze (analogie s transportérem KUP9) nebo regulace K' transportu ¢&i jinych

bunécnych procest prostrednictvim AC aktivity.
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