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Abstrakt

Cytokininy jsou rostlinné hormony, které¢ zasadnim zplsobem ovliviiuji rist
a vyvoj rostlin. Biosyntéza cytokininti v rostlinach probihd dvéma alternativnimi
drahami. Prvni, tzv. de novo drahou wvznikaji derivaty isopentenyladeninu
a hydroxylaci jeho postranniho fetézce pak derivaty trans-zeatinu. V ptipad¢ druhé,
tzv. nepfimé drahy dochazi k prenylaci adenosinu obsazeného v molekule
transferové RNA (tRNA) a cytokininy jsou pak uvolnény po jeji degradaci.
Cytokininy se mohou V rostliné transportovat prostiednictvim transportnich
proteint mezi které patii napiiklad purin permeasy (PUP), ekvilibrativni
nukleosidové transportéry (ENT) anebo AtABCGl14 transporteér,
ktery zprostiedkovava dalkovy transport cytokinini. PUP transportuji zejména
nukleové baze, zatimco ENT transportuji piredevS$im nukleosidy. Genom
Arabidopsis thaliana obsahuje osm ENT genti a dvacet jedna PUP gent.

Cilem této bakalatské prace bylo vyselektovat homozygotni rostliny vybranych T-
DNA linii Arabidopsis thaliana s nefunk¢énimi geny, které koduji domnélé
transportéry transportujici Cytokininy pifes vakuolarni membranu (tonoplast).
V experimentalni ¢asti prace se podafilo metodou PCR genotypizace vyselektovat
homozygoty mutantnich linii Arabidopsis thaliana ent1-2 SALK_025174 a ent1-3
SALK 104866. Ob¢ vyselektované linie maji v disledku piitomné T-DNA kazety

vytazen gen ENT1 a budou nasledné¢ pouzity v nadchdzejicich experimentech.
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Cile prace

e Vypracovani literarni reSerSe na téma metabolismus a transport cytokinind.

e Genotypizace T-DNA inzer¢nich linii Arabidopsis thaliana v genech kédujici
hypotetické cytokininové transportéry, za ti€elem selekce homozygott.

e Zpracovani vysledki.

e Sepsani bakalaiské prace.



1 UVOD

Cytokininy (CK) jsou tfidou fytohormonti znamé jako klicové regulatory rostlinného
rustu a vyvoje zahrnujici bunééné dé€leni, listovou senescenci, apikalni dominanci,
utvafeni postrannich kofend, stresovou toleranci a nutri¢ni signalizaci (Mok, 1994;
Sakakibara, 2006; Argueso et al., 2009). Kratce po objevu cytokinint (Miller et al.,
1955) bylo zjisténo, ze spolu s auxiny hraji hlavni roli v rostlinné morfogenezi
(Skoog a Miller, 1957).

Cytokininy byly objeveny F. Skoog, C. Miller a spolupracovniky béhem let
1950 jako latky podporujici bunécné déleni (cytokinezi) (Schmiilling, 2004). V roce
1955 byla izolovadna ze staré nebo autokldvované DNA spermatu sled¢ a teleciho
brzliku nova sloucenina zvana kinetin (Miller et al., 1955).

Nazev Kinetin byl vybran, protoze tato latka podporuje bunécné déleni
(cytokinezi). Tato schopnost také dala jméno této zcela nové tiidé rostlinnych
hormont, cytokinini. Mezi rostlinné hormony (fytohormony) dale patii auxiny,
brasinosteroidy, gibereliny, polyaminy, kyselina abscisova (ABA), ethylen,
jasmonaty, salicylové kyseliny a nova skupina hormon strigolaktony.

Dnes jsou rostlinné hormony definovany jako pfirozené vyskytujici se latky,
aktivni pfi velmi nizkych koncentracich, které jsou ve vétSiné ptipadi schopny
transportu v rostlinnych pletivech a organech a vazat se na specificky receptorovy
protein (Frébort et al., 2011).

V teoretické Casti bakalaiské prace se vénuji charakteristice cytokinind, jejich
metabolismu a transportu v rostling, ktery je zajistovan purinovymi permeasami
(PUP) a ekvilibrativni nukleosidovymi transportéry (ENT). Dale se v bakalarské
praci zamétuji na transportér AtABCG14 zajist'ujici V rostliné dalkovy transport
cytokininl. V neposledni fad¢ se detailné¢ zabyvam funkci transportéru PUP14,
ktery ovliviiuje cytokininovou signalizaci.

Cilem experimentalni cCasti mé bakalarské prace bylo vyselektovat
homozygotni rostliny vybranych T-DNA inzer¢nich linii Arabidopsis thaliana

s nefunkénimi geny kodujicimi domnély tonoplatovy transportér cytokinind.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Struktura cytokinini

Piirozené¢ se vyskytujicimi cytokininy jsou derivaty adeninu, které maji bud’
isoprenoidni nebo aromaticky postranni fetézec na N® pozici. Isoprenoidni cytokininy
jsou v piirodé rozsifené, zatimco aromatické se vyskytuji pouze ve stopovych
mnozstvich, a proto byly po dlouhou dobu povazovany za syntetické latky.
Isoprenoidni postranni fetézec isopentenyladeninu [N8-(A2-isopentenyl)adenin] (iP)
muze byt hydroxylovan, bud’ v cis- nebo trans- terminalni pozici a tvofit tak zeatin,
pojmenovany podle svého objeveni v kukufici (Zea mays L.; Letham, 1963). Dvojna
vazba zeatinu miZze byt redukovéana za tvorby dihydrozeatinu [N®-(4-hydroxy-3-
methylbutyl)adenin] (DZ), zatimco redukovany ekvivalent isopentenyladeninu nebyl
doposud objeven in planta. Derivaty trans-zeatinu (tZ) a isopentenyladeninu jsou
povazovany za pievladajici typy cytokinini, zatimco CiS izomery jsou pfitomny
pouze v nizkych koncentracich a jejich aktivita je nizkd nebo zadna (Schmitz
a Skoog, 1972; Mok et al., 1978).

Cytokininy se v rostlinach vyskytuji nejenom jako volné baze, ale také
ve formé nukleosidii a nukleotidii. Cytokininové baze mohou byt dale konjugovany
s glukosou v N3, N7 a N° pozici adeninového kruhu a na hydroxylovany postranni
fetézec. Hydroxylova skupina postranniho fetézce mize byt také konjugovéna
s xylosou (Turner et al., 1987). Hlavnimi pfirozenymi cytokininy vyskytujicimi se
v rostlinach jsou N® prenylované adeninové derivaty N6-(A2-isopentenyl)adenin (iP),
trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ) a dihydrozeatin (DZ) (Mok a Mok, 2001;
Sakakibara, 2006) (Obr. 1).
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Obr. 1 Isoprenoidni cytokininy (Sakakibara, 2006).

Aromatické cytokininy maji benzylovou skupinu na pozici N°® adeninu.
Vyskytuji se vzacné a mnohem méné je o nich zndmo. Vzhledem k jejich vétsi
stabilit¢ jsou aromatické cytokininy ¢asto pouzivany v explantatovych kulturach,
ptikladem je benzyladenin (BA). Aromatické cytokininy, ortho-topolin (0T), meta-
topolin  (mT), methoxy-derivat ortho-topolinu (meoT), methoxy-derivat meta-
topolinu (memT) a benzyladenin (BA) se nachazeji pouze u nékterych druht rostlin
(Strnad, 1997) (Obr. 2).

Krom¢ isoprenoidnich a aromatickych cytokininii existuje jesté skupina
strukturné nesouvisejicich  syntetickych cytokinintit  fenylmoc¢ovinového typu
(napf. difenylmocovina, thidiazuron). Tyto cytokininy jsou vysoce aktivni,

ale nevyskytuji se v pfirodé (Schmiilling, 2004).
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Obr. 2 Aromatické cytokininy (Sakakibara, 2006).

Hladina endogennich cytokininli zavisi na rovnovaze mezi de novo syntézou,
pomérem importu a exportu, vzajemnych pfemén jednotlivych forem, piechodné
inaktivaci konjugaci (zejména glykosylaci) a katabolickych reakcich majici
za nasledek kompletni ztratu biologické aktivity (Sakakibara, 2006).

Béhem procesu starnuti listd (Senescence) dochazi k postupné degradaci
chlorofylu a fotosyntetickych proteini (Humbeck et al., 1996). Zatimco né&které
fytohormony jako napiiklad ABA a ethylen urychluji pfiznaky starnuti (Smart, 1994),
exogenni aplikace cytokininll tento proces zpomaluje tim, Ze inhibuje degradaci
chlorofylu a fotosyntetickych proteinti (Richmond a Lang, 1957; Badenoch-Jones
etal., 1996). Richmond a Lang (1957) poprvé prokazali, Ze po oSetfeni cytokininy
dochézi k vétsimu zadrzeni chlorofylu a proteinu v odd€lenych listech rostliny fepné
trnité (Xanthium pennsylvanicum) (Richmond a Lang, 1957). Tento cytokininovy
ucinek byl prokazan i u mnoha jinych druht, nékdy dokonce vedl k znovu zezelenani
Zloutnoucich listi (Dyer a Osborne, 1971).

Cytokininy podporuji oddalovani senescence a prodluzuji tak délku zivota
rostlin, zejména listi. Nejen cytokininy se podileji na oddaleni senescence, ta mize
byt ovlivnéna fadou dalSich faktor, jako jsou naptiklad intenzita svétla

a koncentrace zasobnich cukri. Ze studii, ve kterych se zkoumaly zmény v obsahu
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cytokininti a exprese genti metabolismu cytokininti V prubéhu senescence bylo
zjisténo, ze cytokininy puasobi jako endogenni negativni reguldtor senescence

(Gan a Amasino, 1996; Wingler et al., 1998).

2.2 Biosyntéza cytokinini

Existuji dvé biosyntetické cesty pro cytokininovou biosyntézu (Obr. 3). Prvni je tzv.
pfima cesta, ktera zahrnuje prenylaci adenosin mono-, di-, nebo trifosfatu
za vytvoreni pFislusného N8-isopentenyladenosin fosfatu (i° AMP, i® ADP a i® ATP),
nasledované hydroxylaci postranniho fetézce za vytvorenim zeatinovych derivati.
Druha cesta je tzv. neptima, kdy nejprve dochazi k prenylaci adenosinu
obsazeného v molekule transferova RNA (tRNA) a cytokininy jsou z ni uvoliiovany

po jeji degradaci.
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Obr. 3 Aktudlni model cytokininové biosyntézy a dvé znamé aktivaéni drahy. ADP
adenosindifosfat, AMP adenosinmonofosfit, ATP adenosintrifosfat, cZ cis-zeatin, cZR cis-
zeatin ribosid, cZRMP cis-zeatin ribosid 5’-monofosfat, DMAPP dimethylallyldifosfat, DZ
dihydrozeatin, DZR dihydrozeatin ribosid, DZRMP dihydrozeatin ribosid 5’-monofosfat, iP N°-
(A%-isopentenyl)adenin, iPR isopentenyladenosin ribosid, iPRDP isopentenyladenosin ribosid
5’-difosfat, iPRMP isopentenyladenosin ribosid 5’-monofosfat, iPRTP isopentenyladenosin
ribosid 5'-trifosfat, IPT isopentenyltransferasa, LOG enzym Lonely Guy, tRNA transferova
RNA, tRNA-IPT tRNA isopentenyltransferasa, tZ trans-zeatin, tZR trans-zeatin ribosid, tZRDP
trans-zeatin ribosid 5’-difosfat, tZRMP trans-zeatin ribosid 5’ -monofosfat, tZRTP trans-zeatin
ribosid 5’-trifosfat. Modré Sipky oznacuji reakce katalyzované znamymi enzymy, zatimco Sedé
Sipky oznacuji reakce, u kterych klicové enzymy nebyly doposud identifikovany. V tomto
schématu jsou vyobrazeny pouze klicové kroky biosyntézy a aktivace cytokininti. Dalsi
podrobnosti jsou uvedeny v Sakakibara (2006).



2.2.1 Piima biosyntéza cytokinina de novo

Prvnim krokem v biosyntéze isoprenoidnich cytokinini je N-prenylace adenosin 5'-
fosfatu (AMP, ADP nebo ATP) na N°-konci s dimethylallyldifosfatem (DMAPP)
nebo hydroxymethylbutenyldifosfatem (HMBDP). Tato reakce je katalyzovana
adenosinfosfatisopentenyltransferasou (IPT; EC 2.5.1.27) (Sakakibara, 2006).

Produktem této reakce je tedy bud’ N6-(A2-isopentenyl)adenin (iP) nukleotid
nebo trans-zeatin (tZ) nukleotid (Krall et al., 2002; Sakakibara, 2004).

HMBDP je metabolitem methylerythritolfosfatové (MEP) drahy,
ktera probiha v bakteriich a plastidech (Hecht et al., 2001). DMAPP je produkovan
MEP a mevalonatovou (MVA) drahou, ktera obvykle probiha v cytosolu eukaryot
(Lichtenthaler, 1999; Rohmer, 1999).

Prvni cytokininovy biosynteticky gen byl identifikovan v rostlinné patogenni
bakterii Agrobacterium tumefaciens (Lichtenstein et al., 1984). Transformace
rostlinné bunky probiha pomoci bakterialniho Ti-plazmidu, ktery zabudovava
do jadra hostitelského organismu geny Tmr a Tzs. Gen Tmr koduje IPT enzym
zprostiedkovavajici nadprodukci cytokinind, zatimco TzS gen pusobi v bakterialni
buiice, kde stimuluje ¢innost ptenosu.

IPT vysSich rostlin pfednostné vyuzivd ADP nebo ATP, pied AMP
jako prenylové akceptory, a jako prenylovy donor vyhradné DMAPP, za produkce iP
ribosid-5-difosfat (iPRDP) nebo iP ribosid-5-trifosfat (iPRTP) (Kakimoto, 2001;
Takei et al., 2003; Sakano et al., 2004; Sakakibara, 2004). Na druhé strang,
Agrobacterium tumefaciens IPT, Tmr, vyuziva AMP a HMBDP nebo DMAPP,
jako substraty in vitro, zatimco HMBDP je pievazné uzivan v in vivo (Sakakibara
et al., 2005).

Zname dva typy IPT, adenylatové IPT (EC 2.5.1.27; Blackwell a Horgan,
1993; Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001a), které¢ piidavaji isopentenylovou skupinu
na N® atom AMP, ADP nebo ATP (ale ne adenosin ani adenin). Druhym typem IPT
je tRNA IPT (EC 2.5.1.8) putsobici v nepiimé biosyntetické draze cytokinint,
kde prenyluje adenin obsazeny v tRNA.

Genom Arabidopsis thaliana nese sedm gend kodujicich adenylatové IPT,
jmenovité AtIPT1 a AtIPT3 az AtIPT8 a dva geny kodujici tRNA IPT (AtIPT2
a AtIPT9) (Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001a; Sun et al., 2003). Fuze AtIPT s GFP

(zeleny fluorescenc¢ni protein) byla vyuzita pro subcelularni lokalizaci jednotlivych
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AtIPT izoforem (Kasahara et al., 2004). AtIPT1, AtIPT3, AtIPTS a AtIPT8 jsou
lokalizovany v plastidech a produkuji cytokininy s DMAPP odvozeného z MEP
drahy (Kasahara et al., 2004). AtIPT2, AtIPT4 a AtIPT7 jsou umistény v cytosolu
a mitochondriich, coz naznaCuje, Z¢ MVA draha jim poskytuje DMAPP
pro cytokininovou biosyntézu (Kasahara et al., 2004).

Trans-zeatinové derivaty jsou prednostné produkovany hydroxylaci
isopentenyladenin nukleotidi cytochrom P450 monooxygenasou (Takei et al.,
2004a). V Arabidopsis thaliana existuji dva geny kodujici cytokininovou trans-
hydroxylasu, CYP735A1 a CYP735A2 (Takei et al.,, 2004b). Oba tyto enzymy
preferuji iP nukleotidy, pfed iP nukleosidy a preferuji iIPRMP (iP ribosid-5-
monofosfat) nebo iPRDP nez iPRTP.

2.2.2 Nepiima biosyntéza cytokininu zprostiedkovana degradaci tRNA

Predpoklada se, ze tRNA modifikace (prenylace) také piispiva piinejmensim do jisté
miry k produkci cytokinint. Nékteré druhy tRNA s antikodony komplementarnimi
ke kodonlim zacinajicim uridinem, nesou prenylovany adenosin pfiléhajici
k antikodonu. V ptipad¢, ze je tRNA degradovana je uvolnén prenylovany adenosin,
tedy cytokinin. Prenylace je katalyzovana tRNA-isopentenyltransferasou (tRNA-IPT,
EC 2.5.1.8). Tato biosynteticka draha je jedinou doposud znamou potvrzenou drahou
produkujici derivaty cis-zeatinu. Genom Arabidopsis thaliana nese dva geny
kodujici tRNA IPT, AtIPT2 a AtIPT9 (Golovko et al., 2002).

Kromé tRNA degradace by cis-zeatin mohl byt hypoteticky produkovan
izomeraci trans-zeatinu enzymem zvanym zeatin cis-trans isomerasa. Aktivita tohoto
enzymu byla poprvé popsana v proteinovém extraktu nezralych semenech fazole
Phaseolus vulgaris (Bassil et al., 1993), avsak dalsi charakterizace enzymu nebyla

provedena a cis-trans izomerasova aktivita byla pozorovana in vivo pouze ojedinéle.

2.3 Regulace cytokininové homeostazy ve vysSich rostlinach

Homeostaze cytokininovych nukleovych bazi je nutna pro normalni riist a vyvoj
rostlin. Jeji regulace je pevné fizena expresi kliCovych gent cytokininové biosyntézy
a metabolismu. Do této skupiny gend patii zejména IPT, CYP735A, adenosin
nukleosidasa, adenin fosforibosyltransferasa, cytokinin oxidasa/dehydrogenasa
(CKX), a cytokinin glykosyltransferasa (Mok a Mok, 2001; Sakakibara et al., 2005).
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Adenosin nukleosidasa uvoliluje cytokininové nukleové baze z nukleosidd,
adenin fosforibosyltransferasa ptevadi cytokininové nukleové baze na nukleotid,
ktery ma nizkou nebo Zadnou aktivitu. CKX katalyzuji ireverzibilni degradaci
cytokinini s vyjimkou dihydrozeatinu a glykosyltransferasa inaktivuje cytokininy
konjugaci s glukosou. Exprese IPT, CKX a CYP735A je koordinované nebo rozdilné
regulovana cytokininy, auxinem a kyselinou abscisovou. Uroven transkripce AtIPT5
a AtIPT7 je v kofenech Arabidopsis thaliana indukovana auxinem, zatimco AtIPT1,
AtIPT3, AtIPT5 a AtIPT7 je potlacena cytokininem (Miyawaki et al., 2004). Exprese
CYP735A1 a CYP735A2 je stimulovana cytokininy v kofenech, zatimco auxinem
a ABA je potlacena (Takei et al., 2004b).

2.3.1 Aktivace cytokinini

Cytokininy jsou de novo syntetizovany jako malo aktivni nukleotidy mono-, di-
nebo trifosfaty, alternativné uvolnénim nukleotid monofosfati z tRNA. Biologicky
aktivni nukleové baze iP a tZ vznikaji z odpovidajicich nukleotidid bud’ ptimo nebo
ve dvou krocich (Sakakibara, 2006; Kurakawa et al., 2007; Zhao, 2008; Kamada-
Nobusada a Sakakibara, 2009). Ve dvoukrokové draze jsou cytokinin ribosid 5°-
monofosfaty postupné pfeménovany na odpovidajici nukleosidy a nukleové béaze
cytokinin-specifickou nukleotidasou a nukleosidasou, ackoliv geny kodujici tyto
enzymy nebyly doposud identifikovany (Chen a Kristopeit, 1981a, 1981b).

Ptim& draha zprostiedkovavd produkci cytokinin nukleovych bazi
z odpovidajicich cytokinin ribosid 5’-monofosfatti prostiednictvim cytokinin ribosid
5’-monofosfat fosforibohydrolasy zvané LONELY GUY (LOG), ktera byla poprvé
identifikovana v ryzi (Oryza sativa) (Kurakawa et al., 2007).

Devét genti kodujicich LOG bylo identifikované v genomu Arabidopsis
thaliana a sedm z nich mélo enzymatickou aktivitu shodnou s ryzovymi homology.
Vysledky experimentii s vyfazenim nebo naopak nadexpresi LOG genil naznacuji,
Ze pifima aktivacni drdha hraje klicovou roli v regulaci cytokininové aktivity béhem

ristu a vyvoje Arabidopsis thaliana (Kuroha et al., 2009).

2.3.2 Inaktivace cytokinini

Aktivni cytokininy mohou byt inaktivovany bud’ docasn¢ nebo trvale konjugaci
se sacharidy na raznych pozicich molekuly cytokininu (Martin et al., 1999a, 2001,
Mok a Mok, 2001; Hou et al., 2004). Cytokinin glykosyltransferasa konjuguje
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glukosovy zbytek na N3, N’ nebo N° atom adeninového kruhu nebo xylosovy zbytek
na kyslikovy atom prenylového postranniho fetézce zeatinti (Martin et al., 1999a,
1999b, 2001; Mok a Mok, 2001; Hou et al., 2004) (Obr. 4). Volné baze mohou byt
preménovany na nukleotidy, enzymy purinové recyklacni drahy (salvage) zahrnujici
adenin fosforibosyltransferasu (Moffatt et al., 1991) a adenosin Kkinasu
(von Schwartzenberg et al., 1998; Kwade et al., 2005).

Enzym podilejici se na N-glykosylaci N’ a N° N-glykosyltransferasa (EC
2.4.1.118) pouziva uridin difosfat glukosu (UDPG) a uridin trifosfat glukosu (UTPG)
jako glykosylové donory. N’ a N° glykosidy nejsou aktivni v biologickych testech,
jelikoz glykosylace je nevratné inaktivuje (Mok a Mok, 2001), zatimco N2 glykosidy
mohou byt ptevedeny zpét na volné baze -glukosidasou (Brzobohaty et al., 1993).

Dalsim typem modifikace je O-glykosylace na N® postrannim fetézci
hydroxylovanych forem CK a také pfispiva k modulaci aktivity CK. Geny kodujici
O-glykosyltransferasu (ZOG, EC 2.4.1.203; Dixon et al, 1989 a O-
xylosyltransferasu (EC 2.4.1.204; Turner et al., 1987) byly klonovany z fazole
Phaseolus lunatus L. a Phaseolus vulgaris L. ZOG uziva UDPG a uridin difosfat
xylosu (UDPX) jako donor, zatimco O-xylosyltransferasa uziva pouze UDPX.
Ob¢ transferasy rozpoznavaji cytokininové substraty vysoce specifickym zptisobem
a pouze trans-izomer zeatin a Caste¢né dihydrozeatin jsou substraty (Martin et al.,
2001). Na rozdil od N-glykosylace je O-glykosylace vratna a O-glykosidy jsou
odolné vii¢i §t&peni na N°® pozici postranniho fetézce cytokinin oxidasou (Schmiilling
et al., 2003). ProtoZze tyto konjugaty mohou byt zpét ptrevedeny na aktivni
cytokininové baze p-glukosidasou (Brzobohaty et al., 1993) ptedpoklada se,

ze predstavuji inaktivni, stabilni skladovatelné formy cytokinint.
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Obr. 4 Modifikace molekuly cytokininu cukry, cukernymi fosfaty a ostatnimi molekulami. O-
glykosylace postranniho fetézce (vybarvena modie) je katalyzovana zeatin O-
glykosyltransferasou nebo O-xylosyltransferasou. N-glykosylace adeninové ¢asti (vybarvena
Cervené) je katalyzovana N-glykosyltransferasou.

2.3.3 Ireverzibilni degradace cytokinini

Dalsi klicova metabolickd regulace obsahu CK je ireverzibilni $tépeni na N°
postrannim fetézci. Tato enzymatickd aktivita byla poprvé prokazana konverzi
radioaktivné znaéeného N°®-isopentenyladeninu na adenin v hrubém proteinovém
extraktu tabaku (Paces et al., 1971) a Whitty a Hall (1974) pozd¢ji nazval enzym
cytokinin oxidasou.

Klonovani prvniho CKX genu z kukufice (ZmCKX1) a jeho exprese
Vv kvasinkach a mechu (Houba-Hérin et al., 1999; Morris et al., 1999) zahgjily
dikladné biochemické studie CKX. Cytokinin dehydrogenasa je flavoprotein,
ktery §tépi N°® postranni fetézec cytokinini a produkuje odpovidajici aldehyd

(Brownlee et al., 1975) (Obr. 5).
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Tento enzym vyuziva jako akceptorech elektroni bud’ kyslik nebo akceptory
chinonového typu jako napt. 2,3-dimethoxy-5-methyl-1,4-benzochinonu (Qo)
(Galuszka et al., 2001; Frébortova et al., 2004).

Ve vyssich rostlinach jsou CKX kodovany malymi genovymi rodinami
S riznymi pocty ¢leni (Werner et al., 2006). Analyza genomu Arabidopsis thaliana
odhalila ptfitomnost sedmi CKX kodujicich genii AtCKX1 az AtCKX7 (Schmiilling
et al., 2003). AtCKX enzymy se lisi v biochemickych vlastnostech, v regulaci jejich

exprese a v subcelularni lokalizaci (Schmiilling et al., 2003).

CH,

AR,
HN—CH;-CH=C_ /CH,
% N\ CH, N—CH*CH——C\(:H3 NH,
@ J > ' N= N\ *H0 NZ 5N CH,
NN s, > l | > + o=cH—cn=c]
NN SN oH,
. H
Isopentenyladenin FAD @ FADH, A
Adenin 3-methyl-2-butenal

Ag Acq

Findlni akceptor

Obr. 5 Reakéni schéma CKX (EC 1.5.99.12) (Frébortova et al., 2004).
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2.4 Transport cytokinint

Cytokininy mohou pusobit autokrinné, parakrinné nebo jako dalkové signaly
(Sakakibara, 2006; Hirose et al., 2008). Rtzné druhy cytokinind jsou syntetizovany
a distribuovany v odlisnych pletivech nebo organech.

N¢kolik cytokininovych biosyntetickych genii IPT je pfedevsim exprimovano
v kotenech. Transport cytokininli z kofene do nadzemni ¢ésti ptes xylém a jejich
zpétny tok floémem, podporuje hypotézu, ze tyto fytohormony slouzi jako dalkové
signalni molekuly (Weiler a Ziegler, 1981; Beveridge et al., 1997; Emery et al.,
2000). Cytokininy jsou tedy mobilni tfidou fytohormoni a ve vysSich rostlinach
nutné musi existovat mechanismy umoznujici import a export cytokinind
pfes plazmatickou membranu (Cedzich et al., 2008; Hirose et al., 2008).

Ve vyssich rostlinach je dalkovy transport cytokinini zprostfedkovan
xylémovym, tzv. akropetdlnim transportnim systémem, ktery nastdva transpiracnim
proudem a zpétnym floémovym transloka¢nim systémem, ktery distribuuje asimilaty
po celém téle rostliny (Kudo et al., 2010). V xylémové §tavé je hlavni formou
cytokinint trans-zeatin ribosid (tZR) (Beveridge et al., 1997; Takei et al., 2001b;
Hirose et al., 2008), zatimco ve floémové s§tavé IP derivaty cytokinind
jako isopentenyladenosin ribosid (iPR) a iP-ribotidy (Corbesier et al., 2003; Hirose
etal., 2008). Da se tedy predpokladat, Ze rostliny vyuzivaji tZR jako akropetalni
posly a naopak iP derivaty jako systemické nebo bazipetalni posly (Obr. 6).

Cytokininova translokace pfes xylém je fizena enviromentalnimi
a endogennimi signaly. Obsah tZR a rychlost toku xylémovou $tavou je vyznamné
zvySena pridavkem nitrata ke kofeni je¢mene (Samuelson et al., 1992) a kukufice
(Takei et al., 2001b) naznacujici, Ze tZR pusobi jako posel nitratové signalizace.

Xylémové cytokininy stimulované nitratovym piidavkem indukuji transkripci
cilovych gent v listech (Sakakibara et al., 1998; Takei et al., 2001b). Akumulace
AtIPT3 transkriptt v kofeni Arabidopsis thaliana je indukovana nitratem
nasledované biosyntézou tZ ribotidi a tZ ribosidd. (Takei et al., 2002, 2004a).
U mutanti $ vyfazenym genem AtIPT3 je akumulace cytokinint po aplikaci nitratu
vyrazn¢ snizena (Takei et al., 2004a), coz dokazuje, ze AtIPT3 je klicovym
enzymem pro nitrat dependentni biosyntézu cytokinind.

Pomoci analyzy promotorovych oblasti se ukazalo, ze promotor AtIPT3

je spise aktivni ve floému nez v xylémovém pletivu (Takei et al., 2004a).
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Transpiration

Obr. 6 Model pro transport cytokininid na dlouhé vzdalenosti do nadzemni ¢asti rostlin xylémem
(Cervené) a zpét do kofene floémem (modfie), tZR trans-zeatin ribosid, tZ trans-zeatin, iP-CK
cytokininy isopentenyladeninového typu, AtIPT3 gen pro biosyntézu cytokinini, CYP735A
cytokinin hydroxylasa (EC1.14.13.11). Nitrat indukuje expresi AtIPT3 (Takei et al., 2004b),
dojde ke zvySené regulaci cytokinini v xylému, CYP735A1 a CYP735A2 jsou zapojeny
Vv biosyntéze tZR. Xylémové proteiny jsou transportovany akropetalné transpiracnim proudem,
floémové proteiny podléhaji bazipetalnimu transportu.

Nicméné, na rozdil od velmi dobfe znamého mechanismu polarniho
transportu auxinu je transportu cytokinini velmi malo prostudovan (Swarup et al.,
2000). Dodnes byli navrzeni jako kandidati cytokininovych transportéri rodina
purinovych permeas (PUP) a rodina ekvilibrativnich nukleosidovych transportérii
(ENT) (Kudo et al., 2010).

2.4.1 Purinové permeasy PUP

Clenové rodiny purinovych permeas (PUP) jsou malé hydrofobni, polytopické
transmembranové proteiny, zprostiedkujici transport nukleovych bazi (Gillisen et al.,
2000). Predpoklada se, Ze transport pracuje na principu substrat-protonového
symportu (Gillissen et al., 2000; Biirkle et al., 2003; Szydlowski et al., 2013).
Homology téchto transportéri byly objeveny v nékolika rostlinnych druzich
napt. v Arabidopsis thaliana, bananu, ryzi, kukufici, tabaku a rajéeti (Gillissen et al.,
2000; Hildreth et al., 2011; Goodstein et al., 2012; Jelesko, 2012).
V genomu Arabidopsis thaliana je obsazeno 21 genu kodujicich PUP proteiny,
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které jsou tvofeny 9-10 transmembranovymi helixy (Schwacke et al., 2003).
Transportér AtPUP1 zprostfedkovava transport adeninu a dalSich nukleovych bazi.
Transport probiha proti koncentra¢nimu gradientu a je stimulovan nizSim pH
(Gillissen et al., 2000).

Schopnost AtPUP1 transportovat cytokininy byla demonstrovana akumulaci
radioaktivné znacené¢ho tZ v kvasince exprimujici tento transportér (Biirkle et al.,
2003). Krom¢ cytokinintt muze AtPUPL transportovat také kofein a nékteré ribosidy
napfi. adenosin, které maji podobnou strukturu jako cytokininy (Vitéria a Mazzafera,
1997; Biirkle et al., 2003; Gillissen et al., 2000).

Analyza exprese AtPUP1 s vyuzitim promotor-GUS (B-glukuronidasa) fuze
ukazuje, ze AtPUP1 byl exprimovan v epitemu hydatod a na povrchu stigmat $esuli
(Biirkle et al., 2003) (Obr. 7).

Bunky epitemu umisténé mezi xylémovym koncem a epidermis jsou
zapojeny Vv ziskavani latek rozpusténych v xylémové stavé (Wilson et al., 1991).
Ve zralych rostlinach byla exprese AtPUP1 detekovana na povrchu stigmat SeSuli
(Obr. 7e). U dvoutydennich rostlin byla exprese pozorovana také v dé€loznich listech
a na n¢kterych Castech zralych listd (Obr. 7f, g). Pomoci RT-PCR byla exprese
AtPUP1 prokazana také v dal$ich vegetativnich pletivech a organech jako je fapik,

stonek, hlavni cévy a kvéty.
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(a)

Q)

Obr. 7 Analyza exprese AtPUP1 pomoci fiize promotor-GUS.

Transgenni rostliny Arabidopsis thaliana nesouci AtPUP1 promotorovy fragment (1,9 kb) fidici
expresi B-glukuronidasy. Cela rostlina (a), detail hydatod s epitemem a epidermis (b, c), ¢ast
hydatod (d), detail vyvijejici SeSule (e), délozni listek (f), dospély list s ruznorodym
rozmisténim skvrn (g), Ep epidermis, Et epitem, H hydatoda, St vrchol Sesule, T trichom,
X xylém (Biirkle et al., 2003).

Analyza dalsiho homologu AtPUP2 exprimovaného v kvasince prokazala,
ze AtPUP2 zprostiedkovava akumulaci adeninu radioaktivné znacené¢ho pomoci
uhliku '*C. Jeho aktivita byla nizsi oproti AtPUP1, a to v disledku nizsi Gi¢innosti
zacileni AtPUP2 na plazmatickou membranu kvasinky. Mira transportu adeninu
je zavisla na pH. K neja¢innéjs§imu transportu dochazelo pii pH 3,0. S pomoci
analyzy uzitim rovnice Michaelise-Mentenové a nelinearni regrese byla stanovena
hodnota Kn22,6 + 1,0 uM pii pH 3,5. AtPUP2 rozpoznava jako substraty trans-
a cis- zeatin, isopentenyladenin, kinetin, a benzylaminopurin. Transport adeninu
je inhibovan trans-zeatin ribosidem (tZR) (Biirkle et al., 2003).

U tii a pétitydennich rostlin byla exprese AtPUP2 detekovana pomoci
promotor-GUS faze v cévnim pletivu lista (Obr. 8a-i). U starSich rostlin byla silna
exprese pozorovana v cévnim pletivu fapikatych listi (Obr. 8a-ii). Exprese AtPUP2
nebyla pozorovana ve stoncich a kotfenech, naopak silna exprese se vyskytovala
ve floému lista Arabidopsis thaliana. Tento vysledek koreluje s expresi AtIPT3
(Miyawaki et al., 2004; Takei et al., 2004a) a akumulaci cytokininti ve floému
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ARR5-GUS rostlin (Aloni et al., 2005). Pomoci RT-PCR byla exprese AtPUP2
detekovana v hlavnich cévéch a fapicich, v kvétech a kofenech. Tento expresni profil
naznacuje, ze AtPUPZ2 hraje roli v naklddani a transportu adeninu a cytokinint
ve floému. Aktivita transportu nebyla detekovéana v kvasinkdch exprimujici AtPUPS3,
nedochazelo k akumulaci adeninu a kvasinka nebyla schopna rustu na mediu
obsahujici adenin jako jediny zdroj dusiku. Rozdily v aktivité¢ byly pozorovany
i v pfipad¢ jinych transportérii a Casto byvaji prisuzovany neuc¢innému zacileni
transportéri na plazmatickou membranu kvasinky. Nicméné nelze vyloudit,
ze AtPUP3 plni v Arabidopsis thaliana jinou transportni funkci (Biirkle et al., 2003).

Exprese AtPUP3 byla omezena pouze na pyl (Obr. 8b-i-iii), coz poukazuje
na potencialni ulohu AtPUP3 v transportu purinovych derivati béhem pylového
kliceni (Biirkle et al., 2003).

(a) AtPUP2 (b) AtPUP3

l"‘

4

-
v

0}

(i)

Obr. 8 Analyza exprese AtPUP2 a AtPUP3 pomoci fuze promotor-GUS.

(a) Transgenni rostliny Arabidopsis thaliana nesouci AtPUP2 promotorovy fragment (1,9 kb)
fidici expresi genu pro B-glukuronidasu. Celistva 3 tydny stard rostlina vykazujici expresi
AtPUP2 ve vaskulatuie listt (i), detail cévniho pletiva tapikatych listd dospé€lé rostliny (ii),
podélny fez rapikatého listu (iii), pticny fez cévnim systémem listu (iv), detail cévniho pletiva
(v), P floém, X xylém, (b) transgenni rostliny Arabidopsis thaliana obsahujici AtPUP3
promotorovy fragment (0,7 kb) fidici expresi genu pro B-glukuronidasu. Prasnik (i), detail

prasniku (ii), pylova zrna (iii) (Biirkle et al., 2003).
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Nukleotidy jsou v metabolismu vSudypiitomné, navic se jedna o komponenty
DNA a RNA a dale plni funkci nositele energie v bunce. Koenzymy a rostlinné
hormony jsou tvofeny nukleotidy (Zrenner et al., 2006). Nukleotidovy metabolismus
je rozd€leny na de novo syntézy, dale tzv. recykla¢ni (salvage) reakce a degradace.
Béhem de novo syntézy je spotiebovavan dusik ve formé aminokyselin a energie
ve formé ATP. Salvage draha je recyklujici a uchovava dusik a energii ve formé
purinové nebo pyrimidinové zakladni struktufe. Metabolické intermediaty,
které mohou byt recyklovany jsou nukleové baze a nukleosidy. Oba mohou byt také

transportovany mezi bunkami specializovanymi transportnimi proteiny.

2.4.2 Ekvilibrativni nukleosidové transportéry ENT

Ekvilibrativni nukleosidové transportéry (ENT) pfedstavuji rodinu integrovanych
transmembranovych proteinti, pfitomnych v Sirokém okruhu eukaryotickych
organismi a zprosttedkujici transport hydrofilnich nukleosidovych substrata.
Jejich transportni Cinnost je dulezita v recykla¢ni (Salvage) draze nukleotidové
syntézy (Cabrita et al., 2002). Podle mechanismu transportu byly nukleosidové
transportéry rozdéleny do dvou rodin. Obecné ekvilibrativni nukleosidové
transportéry (ENT) transportuji nukleosidy po jejich koncentra¢nim gradientu (Hyde
et al., 2001; Griffiths et al., 1997), avSak nedavno bylo zjisténo, Zze n€kolik ENT
charakterizovanych v prvocich a vysSich rostlinach Arabidopsis thaliana
pravdépodobné funguji jako proton-symporty (Mohlmann et al.,, 2001).
Koncentrativni nukleosidové transportéry (CNT) katalyzuji transport nukleosidi
proti jejich koncentraénimu gradientu a jsou bud’ sodné nebo protonové symporty
(Hyde et al., 2001; Cabrita et al., 2002). U doposud studovanych ENT
bylo predikovano, Ze maji 11 transmembranovych helixd (Hyde et al., 2001).

Nékteré ekvilibrativni nukleosidové transportéry (ENT) z Arabidopsis
thaliana a ryze mohou transportovat cytokininové ribosidy jako je iPR a tZR (Hirose
et al., 2005, 2008; Sun et al., 2005). Genom Arabidopsis thaliana obsahuje 8 ENT
gend, kodujici transportéry AtENT1 az AtENT8 (Li et al., 2003), zatimco genom ryze
nese pouze 4 ENT geny (OSENT1-OsENT4; Hirose et al., 2005). N¢kolik ¢lent této
rodiny jiz bylo charakterizovano na biochemické urovni. Konkrétné se jedna
0 AtENT]Y, 3, 4, 6 a 7 z Arabidopsis thaliana, OsENT2 z ryze, HVENT1 z jeCmene
a SIENT1 a SIENT13 z brambor.
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OsENT?2, ktery je exprimovan v cévnich svazcich listu a floémovém pletivu
zprostiedkovava transport adenosinu a dalSich nukleosid, vcetné¢ iPR a tZR.
Tento transportér ma vyssi afinitu pro iPR, nez pro tZR (Hirose et al., 2005).

Byly  prozkoumany  biochemické  vlastnosti  n¢kolika  AtENT,
které zprosttedkuji cytokininovy transport. Zatim bylo analyzovano pét clent
této rodiny jmenovit¢ AtENT1, AtENT3, AtENT4, AtENT6 a AtENTY7,
které vykazuji Sirokou substratovou specifitu a transportuji purinové nukleosidy
adenosin a guanosin stejné jako pyrimidinové nukleosidy cytidin a uridin (Girke
etal., 2014). Avsak jejich transportni proces je odlisné inhibovan nukleosidovymi
analogy jako napiiklad nitrobenzylmerkaptopurinem ribonukleosidem (NBMPR)
nebo vasodilatacnimi 1é¢ivy dipyridamolem a diazepamem. Tyto slouceniny jsou
specifickymi inhibitory ENT, které nepiisobi na CNT-typ nukleosidovych
transportéru (Li et al., 2003). ENT es typ je citlivy na inhibici NBMPR, zatimco ei
typ nikoli (Griffith a Jarvis, 1996).

AtENT1 z Arabidopsis thaliana byl prvnim ¢lenem ekvilibrativnich
nukleosidovych transportéri (ENT) rodiny, ktery byl identifikovan v rostling
a charakterizovan jako celularni importer nukleosidti s vysokou afinitou k substratu.
Tento transportér vykazuje vysokou afinitu k adenosinu a je inhibovan purinovymi
a pyrimidinovymi nukleosidy stejné jako 2’-deoxynukleosidy. Jedna se tedy
0 transportni protein s Sirokou substratovou specifitou. Navic se ukazalo, ze uridin,
ktery je bézné€ transportovan ridznymi typy savéich ENT nebyl vyznamné
transportovan AtENT1 (Mdhlmann et al., 2001). AtENT1 byl nalezen ve vakuolarni
membrané mezofylovych bunék Arabidopsis thaliana a jeho exprese byla
detekovana téméf ve vSech organech, ale nejvice v pylu (Bernard et al., 2011).

Gen kodujici AtENT1 byl exprimovan konstitutivné v rozmanitych pletivech
na rozdil od ostatnich AtENT, kter¢ maji riznou pletivovou specifitu. AtENT1
je zapojen spolu s AtENT4 a 8 do nakladani a vykladani nukleosidovych analogi
V cévnim systému a v transportu na delsi vzdalenost. AtENT1 katalyzuje proton
spfazeny transport s vy$s$i afinitou adenosinu, ktery je odolny vi¢i inhibici
nukleosidovym analogem NBMPR a vasodilata¢nich drog diazepamu a dipyridamolu
(Mshlmann et al., 2001). AtENT1 je proto mozné povazovat za koncentrativni typ
nukleosidového transportéru. Vsechny AtENT byly exprimovany v listu a kvétu,

coz naznacuje, ze sbér nukleosidii a de novo draha nukleotidové syntézy mohou byt
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soustiedény do téchto dvou organt. Transkripce AtENTL byla kromé¢ listu a kvétu
silna v $esuli, stonku a kofeni (Li et al., 2003).

Pouze AtENT1 a AtENT3 vykazuji vy$s$i expresi v koifeni, coz indikuje,
ze transport nukleosidt v Kofeni nemusi byt tak intenzivni jako v listu, kvétu, SeSuli
nebo stonku. Na zakladé expresniho profilu a biochemickych vlastnosti se lze
domnivat, ze AtENT1 a AtENT3 by mohly byt povazovany za hlavni ENT
transportéry v Arabidopsis thaliana. Aktivita AtENT4, 6 a 8 je nizsi a funkce
AtENT2 a AIENT7 je omezena na specifické organy. AtENT3 v porovnani
s AtENT1 transportuje kromé adenosinu s vysokou afinitou také uridin a nukleotidy
(AMP, ADP, a ATP). AtENT3 je pravdépodobn¢ lokalizovan V plazmatické
membrané, kde se miize ucastnit transportu mnoha riznych substrata.

Exprese AtENT 1, 3, 4, 6 a 8 v Arabidopsis thaliana byla zietelné indukovana
nedostatkem nitratu nebo aplikaci fluorouracilu a methotrexatu. Nedostatek nitratu
muze mit za nasledek inhibici de novo drahy syntézy nukleotidu, coz vede ke zvyseni
aktivity recyklaéni (salvage) drahy nukleotidové syntézy Spojenou se zvySenou
transkripci rozmanitych AtENT. Vysledky experimentd poskytly uzite¢ny dikaz
o0 funkci AtENT v recyklacni draze nukleotidové syntézy. Exprese AtENT2 a AtENT7
byla pod limitem detekce a jejich potencialni role v recyklaéni draze nukleotidové

syntézy tudiZ neni pravdépodobna (Li et al., 2003).

2.4.3 AtABCG14 transportér

Derivaty tZ jsou translokovany z kofene do nadzemni Casti rostliny pfes xylém,
kde reguluji jeji rast (Kiba et al.,, 2013). Naopak iP derivaty cytokinini jsou
prevladajici formou ve floému a jsou translokovany opac¢nym smérem a koordinuji
tak vyvoj kotene (Hirose et al., 2008). Transport cytokinini na dlouhou vzdalenost
prostiednictvim xylému a floému je dlouhodobé znam (Kudo et al., 2010),
avsak molekuldrni mechanismus tohoto procesu byl odhalen teprve nedavno.

S vyuzitim pfistupu reverzni genetiky byly systematicky charakterizovany
jednotlivi ¢lenové rodiny ABC transportéra (z angl. ATP Binding Cassette
transporter). Pti inaktivaci AtABCG14 genu doslo k poruseni dalkové translokace
a distribuce tZ typu cytokinin syntetizovanych v koteni. Porucha transportu tZ
derivatl nasledné vede k zdvaznym morfologickym zménam v rlstu a vyvoji kofenli
a vyhonkd (Zhang et al., 2014). Tyto vysledky silné naznacuji, ze AtABCG14

je zapojeny do klicového kroku transportu cytokinini z kofene do xylému,
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a tak usnadnuje jeho pienos do nadzemni Casti. Lokalizace pomoci GFP odhalily,
7ze AtABCG14 se nachazi v plazmatické membran¢ (Ko et al., 2014).
Kromé pievladajici exprese v pericyklu a bunkach kofenové elongacni zony, které
jsou zapojeny do cytokininové biosyntézy byl AtABCG14 také exprimovan v kvétu,
SeSuli a mladych listech. Jeho piesné fyziologické funkce v téchto pletivech jsou
zatim stalé neznamé (Zhang et al., 2014).

Geny AtIPT1 a AtIPT7 koédujici enzymy cytokininové biosyntézy byly
exprimovany zejména v cévnim stéle elongacni zony kotfene a Vv kofenovych
floémovych buinkach. Tato mista jsSOu povazovana za hlavni mista biosyntézy
cytokinint v kofeni (Takei et al.,, 2004a). Navic xylémova §tava z nékolika
rostlinnych druhti obsahuje tZ derivaty cytokininu, zv1asté trans-zeatin ribosid (tZR)
(Hirose et al., 2008; Kuroha et al., 2002).

2.4.4 AtPUP14

V nedavnych studiich bylo zjisténo, ze odpovédi cytokininové signalizace ve vyvoji
Arabidopsis thaliana jsou siln¢ ovlivnény transportérem AtPUP14. Protein AtPUP14
je lokalizovany v plazmatické membrané a transportuje aktivni cytokininy do bunky,
a tak vycCerpava extracelularni zasoby cytokinini a inhibuje tak vnimani
cytokininovych receptorii umisténych na plazmatické membrané (Ziircher et al.,
2016). Ztrata funkce AtPUP14 negativné ovliviiuje morfogenezi embrya, kofene
anadzemni ¢asti rostliny (Zircher et al., 2016). Experimenty s radioaktivné
znacenymi aktivnimi cytokininy naznacuji, ze vétSina transportovanych cytokinint
je inaktivovana pfeménou na monofosfaty enzymy adenin fosforibosyl transferasami
(Zhang et al., 2013). Navic N- nebo O-glykosylace, ireverzibilni oxidativni $tépeni
nebo transport do dalSich bun¢k muze prispivat k odstranéni intracelularnich
cytokininli, a tim ovliviiovat hladinu aktivnich cytokinini v rostlinnych pletivech
(Kieber et al., 2014). AtPUP14 je jediny ¢len PUP rodiny, ktery je piimo spojeny

se signalni drahou cytokininti ve vSech rostlinnych organech (Ziircher et al., 2016).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

e Agarosa (Amresco, USA)

e Destilovana voda

e Dodecylsiran sodny (SDS) (Penta, Ceské republika)

e dNTPs 10mM (Bio Rad, USA)

e Ethanol (Lach-Ner, Ceska republika)

e Ethidium bromid (NeoLab, Némecko)

e Phytagel (Sigma, USA)

e Go Taq DNA polymerasa (Promega, Ceské republika)

e Hydroxid draselny (KOH) (Lach-Ner, Ceské republika)

e Chlorid hofeénaty 25mM (Promega, Ceské republika)

e Chlorid sodny (NaCl) (Lach-Ner, Ceské republika)

e Chloroform (Lach-Ner, Ceska republika)

e Chlornan sodny (Fluka, Némecko)

e Isoamylalkohol (Sigma-Aldrich, USA)

e Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Penta, Ceska republika)
e Kyselina chlorovodikova (HCI) (Penta, Ceska republika)

e Morfolinethansulfonova kyselina monohydrat (MES) (Sigma-Aldrich, USA)
e Murashige and Skoog médium s vitaminy (Duchefa, Nizozemsko)

e Sacharosa (Lach-Ner, Ceska republika)

e Tris (Duchefa, Holandsko)

Pii gelové elektroforéze, byly vyuzity standardy molekulové hmotnosti GeneRuler
1 kb DNA Ladder a Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder (oboji od firmy Thermo
Fisher Scientific) (Obr. 9).
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Obr. 9 Standard molekulové hmotnosti: A Gene Ruler 1kb DNA Ladder
B Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder.

3.1.2 Roztoky a média

MS médium

3,44 g MS s vitaminy (Murashige and Skoog médium s vitaminy)
0,8 g MES (Morfolinethansulfonovéa kyselina monohydréat)
8,0 g Sacharosy

4,4 g Phytagelu

pH = 5,7 upraveno 4 mol-dm™ KOH (hydroxidem draselnym)
Sterilizacni roztok (mnozstvi na 1 mikrozkumavku):

500 pl Chlornanu sodného

100 pul 70% Ethanolu

400 pl Sterilni vody

gDNA extrakéni pufr B

200 mmol-dm™ Tris/HCI

250 mmol-dm™ NaCl

20 mmol-dm= EDTA

0,5% SDS

pH = 8,0

CIA (chloroform: isoamylalkohol, v poméru 24:1)

TE pufr
10 mmol-dm™ Tris/HCI
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1 mmol-dm™ EDTA
pH = 8,0

Agarosovy gel
1% (w/ v) Agarosa v 1x TAE pufr

TAE pufr
1 mol-dm® EDTA

40 mol-dm™ Tris-acetat
pH =28,0
3.1.3 Biologicky material
K praci byly vyuzita semena T-DNA inzer¢nich linii Arabidopsis thaliana (Tab. 1),

ktera byla ziskana z databaze The Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC).

Tab. 1 T-DNA inzer¢ni linie Arabidopsis thaliana

Gen Nazev linie
entl-2 SALK 025174
ENT1-At1g70330 entl-3 SALK 104866
AAC1-At3g08580 aacl-1 SALK 107166
aacl-2 SAIL_247 GO08
ADNT1-At4901100 adntl-1 WISCDSLOX476E06
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3.1.4 Programy a software

Gel Doc EZ System (Bio Rad, USA)

Image Lab™ Software

3.1.5 Pristroje

Autoklav HST 5-6-8 (Zirbus, Némecko)

Centrifuga stolni (Eppendorf, CR)

Digitalni vahy Traveller TA302 (Ohaus, Svycarsko)
Elektromagneticka michacka (Boeco, Némecko)
Flowbox (Schoeller INSTRUMENT, CR)

Fytokomora (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie)
Inkubator (65 °C) (Memmert, Némecko)

pH metr (Eutech Instruments, Singapur)

Stolni pikofuga (Biosan, Litva)

Termoblok Thermomixer komfort (Eppendorf, Némecko)
Termocykler Applied Biosystems Veriti (Life Technologies, USA)
Vortex (Labnet, USA)

3.2 Metody

3.2.1 Priprava MS média ke kultivaci semen Arabidopsis thaliana

Nejprve byly odvadzeny jednotlivé latky na digitadlni véaze, které byly nésledné
pfidany s vyjimkou Phytagelu, do kadinky s 780 ml destilované vody. Poté byla
kadinka s michadlem dana na elektromagnetickou micha¢ku. Za pomoci
elektromagnetické michacky doSlo k rozpusténi latek v kadince. Do kadinky byla
vlozena elektroda pH metru a pH bylo upraveno 4 mol-dm™ KOH na hodnotu 5,7.
Po ustaleni pH byla elektroda vyjmuta z kadinky a michdni na elektromagnetické
michacce bylo ukonceno. V kadince byl po upravé pH roztoku doplnén objem
destilovanou vodou na 800 ml a nakonec byl pridan Phytagel. Takto pfipravené MS

médium bylo vysterilizovano pomoci autoklavu pti 121 °C, po dobu 23 minut.
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3.2.2 Sterilizace semen Arabidopsis thaliana

Do mikrozkumavek se semeny Arabidopsis thaliana bylo v laminarnim boxu
napipetovano 1000 ul 70% ethanolu a mikrozkumavky byly vortexovany po dobu
3 minut. Del$i ponechéni semen V ethanolu pii sterilizaci by mohlo mit negativni vliv
na klieni. Poté byl odpipetovan supernatant a bylo napipetovano 500 pl
sterilizaéniho roztoku. Mikrozkumavky byly vortexovany po dobu 10 minut.
V piipadé, ze semena nebyla usazena po zvortexovani v mikrozkumavkach, byla
sto¢ena na stolni pikofuze. Supernatant byl odpipetovan a semena byla tfikrat
promyta 1000 pl sterilni vody po dobu 3 minut. Pocet promyti sterilni vodou
se odvijel od mnozstvi semen v mikrozkumavce. Pokud se vyskytovalo vétsi
mnozstvi semen v mikrozkumavce, semena byla vicekrat promyta. Semena byla
promyta sterilni vodou od chlornanu sodného a ethanolu, které by rovnéz ptispivaly

negativnim vlivem na kli¢eni semen.

3.2.3 Vysev semen Arabidopsis thaliana na MS médium

Sterilizovana semena Arabidopsis thaliana byla vyseta na kulaté Petriho misky s MS
médiem ve flowboxu pomoci sterilniho paratka nebo sterilni Spicky. Semena byla
vysévana rovnomerné po celé plose misky v rozestupech cca 1 cm. Na jednu Petriho
misku s MS médiem piipada cca 60 semen. Poté byly misky olepeny porézni lepici
paskou, aby bylo zabrinéno kontaminaci z vné¢jSiho prostiedi. Petriho misky
se semeny byly ponechdny v ledni¢ce pii 4 °C (ve tm¢) po dobu 2 dnti, aby doSlo
k sjednoceni kliceni. Misky byly po dvou dnech piemistény z lednice do fytokomory,
kde byly kultivovany pii 21 °C, vlhkosti 70% a svételném rezimu (16 hodin
svétlo/8 hodin tma) po dobu 14 dnt. Po vykliceni prvnich pravych listi byly rostliny
za pomoci pinzety piesazeny do kvétinackii se zeminou. Ptesazené rostliny byly
dopéstovany ve fytokomote pii 24 °C, vlhkosti 60% a svételném rezimu (16 hodin

svétlo/8 hodin tma).
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3.2.4 Genotypizace

3.2.4.1 Selekce homozygotni linie

Byla provedena PCR analyza u vybranych linii se specifickymi primery pro WT
alelu (wild type, tedy bez inzerce) a primery specifickymi pro alelu s T-DNA inzerci
(detekce tzv. knock-out, KO kazety).

U prvni PCR reakce slouzici k detekci WT alely, primery LP (levy primer)
a RP (pravy primer) komplementarné nasedaji na gDNA v mistech ohranicujicich
o¢ekavanou T-DNA inzerci. Pokud neni pfitomna T-DNA inzerce ziskame od LP
kK RP PCR produkt o velikosti 1000 bp. Pozitivni signal ziskame pouze u WT
nebo heterozygota. V piipadé vyskytu T-DNA inzerce jsou od sebe mista nasedani
primera pfilis vzdalena (az 8000 bp) a PCR produkt se tak nestihne nasyntetizovat
(Obr. 10A).

U druhé reakce (detekce KO kazety) primer RP zlstava stejny, zatimco misto
LP primeru pouzijeme primer LB, ktery naseda pfimo v T-DNA inzerci. Pokud neni
ptitomna T-DNA inzerce, PCR produkt nevznikad. OvSem v pfipad¢ piitomné T-
DNA inzerce s LB a RP primery mizeme oéekavat vznik PCR produktu o velikosti
cca 500 bp (Obr. 10B). Pozitivni signal tedy =ziskame uhomozygota
nebo heterozygota.

A
T- DNA
LP
=
Genom I I
<=
RP
B
LB
=P
T- DNA
LP
=
Genom I I
<=
RP

Obr. 10 A) Detekce WT alely (wild type-divoky typ, tedy bez inzerce), B) Detekce T-DNA
inzerce (KO kazeta), LP levy primer, RP pravy primer, LB primer, T-DNA transgenni DNA.
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3.2.5 Izolace genomové DNA z pravych listi Arabidopsis thaliana

Jeden maly pravy list byl odebran zrostliny Arabidopsis thaliana, ptenesen
do mikrozkumavky, k nému bylo ptidano 300 ul gDNA extrakéniho pufru B a 120 ul
CIA. Do mikrozkumavky se smési byla umisténa 1 ocelova kulicka
a mikrozkumavka byla homogenizovéna v oscilacnim mlynku pii 25 rps po dobu
50 s. Poté byl vzorek centrifugovan pii 11 000 g po dobu 3 minut. Nasledn¢ byl
pfenesen supernatant do nové mikrozkumavky a bylo pfidano 750 pl 96% ethanolu.
Obsah byl promichén prevracenim mikrozkumavky a centrifugovan pii 11 000 g
po dobu 5 minut. Supernatant byl odstranén a pelet promyt 500 ul 70% ethanolu.
Vzorek byl centrifugovan pii 11 000 g po dobu 2 minut. Supernatant byl odstranén
apelet vysuSen v lamindrnim boxu. Nakonec byl pelet rozpustén v 50 pl TE

pufru pH 8,0.

3.26 PCR

Reakéni smés pro PCR byla piipravena podle piedpisu (Tab. 2). Pro detekci WT
alely a T-DNA inzerce (detekce KO kazety) byly pouzity primery uvedené v (Tab. 3).
PCR probihala za podminek uvedenych v (Tab. 4), teplota nasedani primerd se lisila

v zavislosti na kombinaci primert pro konkrétni linii.

Tab. 2 Slozeni reakéni smési pro PCR reakei

Slozka Koncentrace Objem [pl]
Green buffer 5x 3
MgCl; 25 mmol-dm™ 15
dNTPs 10 mmol-dm™ 0,15
Primer Forward 10 mmol-dm™ 0,75
Primer Reserve 10 mmol-dm™ 0,75
Templat (gDNA) 1
Go Taqg polymerasa 5U/ul 0,075
Voda 7,8
Celkovy objem 15
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Tab. 3 Nastaveni PCR reakce s primery pro jednotlivé linie Arabidopsis thaliana

Teplota nasedani

Gen Linie Primer pro WT alelu primert Sekvence primert (5°-3")
ENT1-Atlg70330 entl-2 SALK_025174 ENTL1 LP 57°C CCATTGATGCTCTCCTGG AACTC
ENT1 2 RP 58 °C CGA CGG CCG TGG AAG GAT AGA
entl-3 SALK_104866 ENT1_LP 57 °C CCATTGATGCTCTCCTGG AACTC
ENT1 3 RP 59 °C CGG CGT ATAATCCGACCTGTCC
AAC1-At3g08580 aacl-1SALK 107166 AAC1 LP 59 °C CGTCTCTCTTCTCTGCTTCGCC
AAC1l 2 RP 59 °C CCTTCATCCTTAATCGTCCTG CCG
aacl-2 SAIL_247_G08 AAC1_LP 59 °C CGTCTCTCTTCTCTGCTTCGCC
AAC1 2 RP 59 °C CCTTCATCCTTAATCGTCCTG CCG
ADNT1-At4g01100  adntl-1 WISCDSLOX476E06 ADNT1_LP 59 °C CAC AAGTGAGCCTCG TTACAACCG
ADNT1_RP 59 °C GTA CAG TGG GAC AGT CCAAGG ATT G
Teplota nasedani
Gen Linie Primer pro KO alelu primert Sekvence primert (5°-3")
ENT1-Atlg70330 entl-2 SALK_025174 Lbal_OP 59 °C TGG TTC ACG TAG TGG GCC ATC G
ENT1 2 RP 58 °C CGA CGG CCG TGG AAG GAT AGA
entl-3 SALK_104866 Lbal_OP 59 °C TGG TTC ACG TAG TGG GCC ATC G
ENT1 3 RP 59 °C CGG CGT ATAATCCGACCT GTCC
AAC1-At3g08580 aacl-1SALK_107166 Lbal_OP 59°C TGG TTC ACG TAG TGG GCC ATC G
AAC1 2 RP 59 °C CCTTCATCCTTAATCGTCCTG CCG
aacl-2 SAIL_247_G08 SAIL_LB2 60 °C TAT TAT ATCTTC CCAAAT TACCAATACA
AAC1 2 RP 59°C CCTTCATCCTTAATCGTCCTG CCG
ADNT1-At4g01100  adntl-1 WISCDSLOX476E06 WISDSLOX_p74 60 °C AAC GTC CGC AATGTG TTATTAAGT TGTC
ADNT1_RP 59 °C GTA CAG TGG GAC AGT CCAAGGATTG
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Tab. 4 Nastaveni podminek pro PCR reakci

~

Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pocatecni
denaturace 95 3 min 1
Denaturace 95 30s
Nasednuti primert 52 30s 30
Elongace 72 1min10s
Zavéreéna elongace 72 3 min 1

3.2.7 Gelova elektroforéza

Pti ptipravé 1% roztoku agarosy bylo odvazeno 5 g agarosy, kterd byla ptridana
v 10 ml 1x TAE pufru a nasledn¢ byla doplnéna destilovanou vodou na 500 ml.
Poté byla agarosa dana do mikrovinné trouby po dobu 3 minut, dokud nebyla zcela
rozpusténa.

Do elektroforetické vany byl nalit 1% roztok agarosy a do roztoku bylo
napipetovano 8 pul ethidium bromidu a promichano. Poté byly do agarosy vlozeny
hiebinky, aby vytvofily jamky a gel byl ponechan ztuhnout cca 20 minut. Gel byl
ptenesen do elektroforetické komurky a ptelit 1x TAE pufrem, aby byly jamky zcela
potopeny. Na 1% agarosovy gel bylo po ukonceni PCR reakce napipetovano do prvni
jamky 5 ul markru Gene Ruler 1 kb DNA Ladder (nebo Gene Ruler 1 kb Plus DNA
Ladder) a do zbyvajicich jamek 8 pul reakéni smési.

Elektroforéza probihala v 1x TAE pufru po dobu 30 minut pfi 120 V. Gel byl
po ukonceni elektroforézy opatrné vyjmut z elektroforetické vany a dokumentovéan

pomoci systému Gel Doc EZ System a softwaru Image Lab™ Software.
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4 VYSLEDKY

V ramci této prace bylo analyzovano pét T-DNA inzerénich linii Arabidopsis
thaliana, lokalizovanych ve tfech genech AT1G70330, AT3G08580 a AT4G01100
kédujici hypoteticky tonoplastovy cytokininovy transportér. Semena vybranych linii
byla vyseta a vypéstované rostliny byly podrobeny genotypovani za tcelem selekce
homozygotni linie, tedy linie nesouci T-DNA inzerce v obou alelach studovaného
genu.

Vyhodnocenim gelové elektroforézy byly ziskany PCR produkty o rizné
velikosti. Srovnanim PCR reakce s primery pro WT alelu (wild type, divoky typ)
aPCR reakce sprimery pro KO alelu ziskame informaci o genotypu konkrétni
rostliny, zda se jednd o homozygota, heterozygota nebo divoky typ. Pokud ziskdme
produkt o velikosti 1000 bp mluvime o alele bez inzerce, alespoin na jedné sadé
chromozomu. V ptipadé mutantni alely ziskame produkt o velikosti 500 bp.

Divoky typ (WT) je rostlina bez mutace, vznikd tedy pouze produkt
0 velikosti 1000 bp. Heterozygot (HZ) ma jednu z alel s vyskytem inzerce T-DNA
a druhou bez ptitomnosti inzerce, vznikaji tedy oba PCR produkty. Homozygot (HM)
ma ob¢ alely s vyskytem inzerce T-DNA, proto vznikne pouze jeden produkt
o velikosti 500 bp (Obr. 11).

[ WT HZ HM |

Lreakee 1000 bp [N
2. reakee ~ 500 bp S

Obr. 11 Princip PCR genotypovani. Pomoci specifickych primert dochazi v 1. reakci k detekci
WT alely (cca 1000 bp), zatimco ve 2. reakci je detekovana T-DNA inzerce (cca 500 bp).
Divoky typ (WT), heterozygot (HZ) a homozygot (HM).
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4.1 EQUILIBRATIVE NUCLEOTIDE TRANSPORTER 1 (ENT1)

Prvnim kandidadtnim genem byl AT1G70330 kodujici EQUILIBRATIVE
NUCLEOTIDE TRANSPORTER 1 (ENTI1). Byly vybrany dvé T-DNA inzeréni
linie entl-2 SALK 025174 a entl-3 SALK 104866. Ob¢ T-DNA inzerce jsou

.....

Chrl:26502909 . .26504619
" 26503k | " 26504k

Protein Coding Gene Hodels
AT16G70330.1 CENT1,ENT1,AT)

ent]l-2 (SALK_025174)

A

entl-3 (SALK._104866)

Obr. 12 Pozice inzerci entl-2 SALK_025174 a ent1-3 SALK 104866 v tiseku genu ENTL.
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U linie ent1-2 SALK 025174 s knockoutovanym genem ENT1 (AT1G70330)
vykli¢ilo celkem 18 kandidatnich rostlin, u kterych byl stanovovan genotyp. Za timto
ucelem byly nastaveny dvé PCR reakce. Prvni PCR reakce s primery pro WT alelu
(neprierusena alela KO kazetou) a druha PCR reakce s primery pro detekci KO kazety
(pterusena alela KO kazetou).

V ptipad¢ detekce WT alely (nepferusend alela KO kazetou) dostaneme
produkt o velikosti 1000 bp, a to pouze u heterozygota nebo WT. Pozitivni signal byl
ziskan u rostlin 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 13 ajamky WT Col-0 pozitivni kontroly.
Zatimco u homozygota nedostaneme zadny PCR produkt. U rostlin 6, 10, 11, 12, 14,
15, 16, 17, 18 nebyl signal zaznamenan (Obr. 13).

1 2 3 4 5 6 7 8 Ml

R e --.IOOObp
~ 1000 bp —

9 10 11 12 13 14 15 16 Ml

~ 1000 bp

= - - - 10000bp
-
-

18 WT -

1000 bp pr i
~ P

Ml 17
-

Obr. 13 Vyhodnoceni PCR reakce a gelové elektroforézy linie entl-2 SALK_025174 s WT
primery (ENT1_LP, ENT1 2_RP), kandidatni rostliny (1-18), M1 standard molekulové vahy
Gene Ruler 1 kb DNA, WT Col-0 pozitivni kontrola, - negativni kontrola.
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U linie entl-2 SALK 025174 v pripad¢ detekce KO kazety dostaneme
produkt o velikosti 600 bp, pokud se jednda o homozygota nebo heterozygota.
Pozitivni signal byl ziskan u rostlin 1, 2, 4, 8, 10, 12, 14, 17. Zatimco u WT
nedostaneme Zzadny produkt. U rostlin 3, 5, 6, 7, 9, 11, 13, 15, 16, 18 a jamky WT
nebyl signal detekovan (Obr. 14). Na zakladé této analyzy byly identifikovany Ctyfi
homozygotni rostliny ¢islo 10, 12, 14 a 17, které byly dopéstovany a semena byla
sklizena pro dalsi analyzy. Pozice T-DNA inzerce byla ovéiena sekvenovanim PCR

produktu ziskaného pti detekci KO kazety.

1 2 3 4 5 6 7 8 Ml

\ )
~
1000 bp
™ -y
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Ml 17 18 WT
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—
lOOObp'
. - —
~ 600 bp
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Obr. 14 Vyhodnoceni PCR reakce a gelové elektroforézy linie entl-2 SALK_025174 s primery
pro KO kazetu (Lbal_OP, ENT1_2_RP), kandidatni rostliny (1-18), M1 standard molekulové
vahy Gene Ruler 1 kb DNA, WT Col-0 pozitivni kontrola, - negativni kontrola.
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U druhé kandidatni linie entl-3 SALK 104866 s knockoutovanym genem
ENT1 (AT1G70330) vyklic¢ila pouze jedina rostlina, kterd byla podrobena
genotypovani. V piipadé detekce WT alely (nepferuSena alela T-DNA kazetou)
dostaneme PCR produkt o velikosti 1000 bp. Dle oc¢ekavani byl PCR produkt
detekovan u vzorku WT Col-0 slouzici jako pozitivni kontrola. U rostliny 1 nebyl
signal zaznamenan (Obr. 15).

U linie ent1-3 SALK 104866 dostaneme v piipadé detekce KO kazety PCR
produkt o velikosti 750 bp. U rostliny 1 byl ziskan pozitivni signal, zatimco u WT
nebyl signal zaznamenan (Obr. 16). Na zdklad¢ této analyzy genotypu je zjevné,
Ze rostlina Cislo 1 je homozygotni v dané T-DNA inzerci. Pozice T-DNA inzerce

byla opét ovéiena sekvenovanim PCR produktu ziskaného pii detekci KO kazety.

1 WT s - M2
: ; ' 5000 bp
| 1500 bp
—
~1000 bp
8 500bp

Obr. 15 Vyhodnoceni PCR reakce a gelové elektroforézy linie entl-3 SALK_104866 s WT
primery (ENT1_LP, ENT1 3 _RP) jamka (1) rostlina, M2 standard molekulové vahy Gene
Ruler 1 kb Plus DNA, WT Col-0 pozitivni kontrola, - negativni kontrola.

1 WT - - M2
5 S # 5000 bp
et
“ 1500 bp
-
— -
~ 750 bp ' 500 bp

Obr. 16 Vyhodnoceni PCR reakce a gelové elektroforézy linie ent1-3 SALK_104866 s primery
pro detekci KO kazety (Lbal_OP, ENT1 3 RP) jamka (1) rostlina, M2 standard molekulové
vahy Gene Ruler 1 kb Plus DNA, WT Col-0 pozitivni kontrola, - negativni kontrola.
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4.2 ADP/ATP CARRIER 1 (AAC1)

Dalsim kandidatem domnélého cytokininového transportéru byl gen AT3GO08580,
kodujici ADP/ATP CARRIER 1 (AAC1). Opét byly vybrany dvé T-DNA inzeréni
linie aacl-1 SALK 107166 a aacl-2 SAIL 247 GO08. Ob¢ inzerce jsou lokalizovany
V prvnim ze tfi exonti, pobliZ inicia¢niho kodonu (Obr. 17).

Chr3:2605442. .2607787
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Protein Coding Gene Hodels
AT3GOES80.1 (AACL)

AT3G08S80.2 (AACL)

A

aacl-1 (SALK_107166)

accl-2 (SAIL 247 G08)

Obr. 17 Pozice inzerci aacl-1 SALK_107166 a aacl-2 SAIL_247_G08 v useku genu AACL.
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U linie aac1-1 SALK 107166 s knockoutovanym genem AAC1 (AT3G08580)
vyklicilo celkem 30 kandidatnich rostlin u kterych byl stanoven genotyp. V ptipadé
detekce WT alely (nepierusena alela T-DNA kazetou) dostaneme produkt o velikosti
1000 bp. Pozitivni signal byl ziskan u vSech 30 kandidatnich rostlin a jamky WT
Col-0 slouzici jako pozitivni kontrola (Obr. 18).

MI 1 2 3 + 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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& 3000 bp

loomuuuuuudvdvue + 1000 bp

- - - - -

25 26 27 28 30 WT - - M2
5000 bp

-.‘.... 1500 bp

~ 1000 bp 500 bp

Obr. 18 Vyhodnoceni PCR reakce a gelové elektroforézy linie aacl-1 SALK_ 107166 s WT
primery (AAC1_LP, AAC1 2 RP), kandidatni rostliny (1-30), M1 standard molekulové vahy
Gene Ruler 1 kb DNA a M2 standard molekulové vahy Gene Ruler 1 kb Plus DNA, WT Col-0
pozitivni kontrola, - negativni kontrola.
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U linie aacl-1 SALK 107166 v piipadé detekce KO kazety dostaneme
produkt o velikosti 750 bp. Pozitivni, avS§ak velmi slaby signal byl zaznamenan
urostlin 2,4,5,7,8,9, 10, 11, 12, 14, 15, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 a 24. U jamek 1,
3, 6, 13, 16, 25, 26, 27, 28, 30 a WT, slouzici jako negativni kontrola nebyl signal
detekovan (Obr. 19). Z divodu velmi slabého signalu byla PCR zopakovéana,
tentokrat nebyl detekovan signidl u zaddné kandidatni rostliny. Domnivame se,
ze puvodni slaby signal vznikal nespecificky. Na zaklad¢ této analyzy se zda,
7e 7adna ze 30 kandidatnich rostlin nenese T-DNA inzerci v genu AAC1. Nepodatilo

se tedy ziskat zadnou homozygotni ani heterozygotni aacl-1 linii.

MI 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
3000 bp s
1000 bp - - pa—
- ) ~ 750 bp
L R R R B R B R B B B B
4 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 WT - Ml

3000 bp
1 1000 bp

—)
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25 26 27 28 30 WT - - M2
5000 bp

1500 b
-—) P

~ 750 bp 500 bp

Obr. 19 Vyhodnoceni PCR reakce a gelové elektroforézy linie aacl-1 SALK_107166 s primery
KO kazetu (Lbal_OP, AAC1 2 RP), jamky (1-30) rostliny, M1 standard molekulové vahy

Gene Ruler 1 kb, M2 standard molekulové vahy Gene Ruler 1 kb Plus DNA, WT Col-0
pozitivni kontrola, - negativni kontrola.
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U linie aacl-2 SAIL 247 GO8 s knockoutovanym genem AAC1
(AT3G08580) vyklicilo 12 kandidatnich rostlin, které byly podrobeny genotypovani.
V piipadé detekce WT alely (nepferusena alela T-DNA kazetou) dostaneme PCR
produkt o velikosti 1000 bp. Pozitivni signal byl ziskan u vSech 12 kandidatnich
rostlin a WT Col-0 slouzici jako pozitivni kontrola (Obr. 20).

U linie aacl-2 SAIL 247 GO8 v ptipadé¢ detekce KO kazety dostaneme
produkt o velikosti 300 bp. U Zadné ze 12 kandidatnich rostlin a WT Col-0 slouzici
jako negativni kontrola, nebyl ziskan pozitivni signdl (Obr. 21). Na zéklad¢ této
analyzy se zda, ze zadna ze 12 kandidatnich rostlin nenese T-DNA inzerci v genu

AAC1. Nepodatilo se tedy ziskat zadnou homozygotni ani heterozygotni aac1-2 linii.

M2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12WT WT - - -
5000 bp &
1500 bp w
W W Y W W - e eweww =
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Obr. 20 Vyhodnoceni PCR reakce a gelové elektroforézy linie aacl-2 SAIL_247_GO08 s WT
primery (AAC1_LP, AAC1 2 RP), kandidatni rostliny (1-12), M2 standard molekulové vahy
Gene Ruler 1 kb Plus DNA, WT Col-0 pozitivni kontrola, - negativni kontrola.

M212 3 456 738 9 10 11 12 WTWT - - -

1500 bp ‘

500 bp e -
~300 bp

Obr. 21 Vyhodnoceni PCR reakce a gelové elektroforézy linie aacl-2 SAIL_247_G08
s primery pro detekci KO kazety (SAIL_LB2, AAC1_2 RP) jamky (1-12) rostlina, M2 standard
molekulové vahy Gene Ruler 1 kb Plus DNA, WT Col-0 pozitivni kontrola, - negativni kontrola.
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4.3 ADENINE NUCLEOTIDE TRANSPORTER 1 (ADNT1)

Tretim kandidatnim genem je AT4G01100 kodujici ADENINE NUCLEOTIDE
TRANSPORTER 1 (ADNT1). Vtomto pifipadé byla vybrana linie adntl-1
WISCDSLOX476E06, nesouci T-DNA inzerci ve tfetim z osmi exonti genu ADNT1
(Obr. 22).

Chrd:477141..479936
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AT4601100.2 (T4_(3_Star))

AT4COL100.1 (ADNT1)
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adntl-1 (WISCDSLOX476E06)

Obr. 22 Pozice inzerce adntl-1 WISCDSLOX476E06 v useku genu ADNTL.
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U linie adntl-1 WISCDSLOX476E06 s knockoutovanym genem ADNT1
(AT4G01100) vyklicilo celkem 46 semen, které byly podrobeny genotypizaci.
V piipadé detekce WT alely (nepiferusena alela T-DNA kazetou) dostaneme produkt
0 velikosti 1000 bp. Pozitivni signal byl ziskan u vSech rostlin s vyjimkou rostlin
¢islo 18 a 38. U rostliny WT Col-0 slouzici jako pozitivni kontrola byl taktéz ziskan
signal (Obr. 23).

M2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 13
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Obr. 23 Vyhodnoceni PCR reakce a gelové elektroforézy linie adntl-1 WISCDSLOX476E06
s WT primery (ADNT1_LP, ADNT1_RP), kandidatni rostliny (1-46), M2 standard molekulové
vahy Gene Ruler 1 kb Plus DNA, WT Col-0 pozitivni kontrola, - negativni kontrola.
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U linie adntl-1 WISCDSLOX476E06 v piipad¢ detekce T-DNA kazety
dostaneme produkt o velikosti 350 bp. U zadné ze 46 kandidatnich rostlin a WT
nebyl signal detekovan (Obr.24). Na zaklad¢ této analyzy se zda, ze zadna
ze 46 kandidatnich rostlin nenese T-DNA inzerci v genu ADNT1. Nepodatilo se tedy

ziskat zadnou homozygotni ani heterozygotni adnt1-1 linii.
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Obr. 24 Vyhodnoceni PCR reakce a gelové elektroforézy linie adntl-1 WISCDSLOX476E06
s primery pro detekci KO kazety (WISDSLOX p74, ADNT1_RP), kandidatni rostliny (1-46),
M2 standard molekulové vahy Gene Ruler 1 kb Plus DNA, WT Col-0 pozitivni kontrola, -
negativni kontrola.
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5 DISKUZE

Cilem predkladdané bakalarské prace bylo vyselektovat homozygotni rostliny
Arabidopsis thaliana vybranych T-DNA linii ve tfech genech kodujicich hypotetické
tonoplastové transportéry cytokininl. Jednd se o klasickou metodu tzv. reverzni
genetiky, kdy je studovan fenotypovy projev genu s neznamou funkci. Cteci ramec
genu je pierusen ndhodné vlozenou T-DNA inzeréni kazetou vnesenou
prostiednictvim rostlinného patogenu Agrobacterium tumefaciens. V soucasné dobé
existuje nékolik vefejnych databazi poskytujicich T-DNA inzer¢ni linie Arabidopsis
thaliana se znamou lokalizaci jednotlivych inzerci. Jedna se napiiklad o databaze
Salk Institute Genomic Analysis Laboratory, Arabidopsis Biological Resource
Center (ABRC), Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC), RIKEN
Bioresource Center (BRC)/ SENDAI Arabidopsis Seed Stock Center (SASSC)
a INRA-Versailles Genomic Resource Center. Aby bylo mozno pouzit poskytovany
rostlinny material pro nasledné experimenty je nejprve nutné ovéfit pfitomnost T-
DNA inzeréni kazety v daném genu pomoci metody PCR se specifickymi pary
primert, tzv. genotypizace. Metoda umoziuje od sebe odlisit rostliny homozygotni
a heterozygotni, nesouci T-DNA inzerci v obou, respektive pouze v jedné alele
daného genu, od rostlin divokého typu (WT), které postradaji danou kazetu.
Vyselektovana homozygotni linie ma jiz zafixovanou T-DNA kazetu, v dalSich
generacich nedochazi k segregaci genu a tyto linie jsou tedy vhodné pro dalsi
experimenty, napf. analyzu fenotypového projevu. Inzerce nachdzejici se v exonu
cilového genu bude nefunkcéni vlivem posunu cteciho rdmce, ptipadné nebude
exprimovan vibec. Tuto skutecnost je vSak nutné ovéfit na trovni RNA metodou
PCR svyuzitim reverzni transkripce (RT-PCR) a porovnat se situaci v rostliné
divokého typu.

V naSem piipadé¢ byly nejprve vybrany kandidati ze seznamu proteint
identifikovanych v tonoplastovém proteomu (Jaquinod et al., 2007) na zakladé
homologie ke znadmych cytokininovym transportérim tfidy Purinovych permeas
(PUP) a Ekvilibrativnich Nukleosidovych Transportérii (ENT), pfipadné jinych
obecnych transportérti.

V ramci této prace byly selektovany dvé T-DNA inzer¢ni linie entl-2
SALK 025174 a entl-3 SALK 104866 lokalizovanych v genu kddujicim
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EQUILIBRATIVE NUCLEOTIDE TRANSPORTER 1 (ENT1; AT1G70330).
Druhym kandidatem tonoplastového cytokininového transportéru byl ADP/ATP
CARRIER 1 (AACI; AT3G08580), u kterého byly studovany dvé inzer¢ni linie
aacl-1 SALK_107166 a aacl-2 SAIL_247 GOS8. Ob¢ inzerce jsou opét lokalizovany
v prvnim ze tii exont, pobliz inicia¢niho kodonu. Poslednim studovanym genem byl
ADENINE NUCLEOTIDE TRANSPORTER 1 (ADNT1; AT4G01100). U tohoto
genu byla vybrana pouze jedna vhodna T-DNA inzer¢ni linie adntl-1
WISCDSLOX476E06, nesouci T-DNA inzerci ve tfetim z osmi exonti genu ADNTL.
Semena jednotlivych linii Arabidopsis thaliana, ziskana z vefejné dostupnych zdroji
(vétSinou z databaze NASC), byla vyseta a po vykli¢eni piesazena do zeminy
a dopéstovana. U téchto kandidatnich rostlin byla nasledné izolovana genomicka
DNA a ovéfena pritomnost T-DNA inzerce v pfislusném genu a zaroven stanoven
genotyp. V ramci této bakalaiské prace se podarilo ziskat Ctyfi homozygotni rostliny
linie entl-2 SALK 025174 a jednu homozygotni rostlinu linie ent1-3 SALK_104866.
Ob&é mutace se nachdzeji vgenu ENTL. V pfipadé¢ zbyvajicich linii aacl-1
SALK_107166, aacl-2 SAIL_247_GO08 a adntl-1 WISCDSLOX476E06 v genech
AAC1 a ADNT1 bohuzel nebyly nalezeny zadné homozygotni ani heterozygotni
rostliny.

Vliv pfitomné T-DNA inzerce na expresi genu ENT1 u obou homozygotnich
linii entl-2 SALK_025174 a entl-3 SALK 104866 bude ovefena na RNA urovni
anasledn¢ budou podrobeny dukladné fenotypové analyze. Jelikoz se jedna
0 transportér hypoteticky prendSejici cytokininy do nebo z vakuoly, bude také
studovan efekt exogenni aplikace rtiznych cytokininovych metaboliti na fenotyp
téchto mutantd. Tyto experimenty jiZ budou probihat mimo rdmec této bakalarské

prace.
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6 ZAVER

Tato bakalarska prace sestava z Casti teoretické a Casti praktické. V ramci teoretické
Casti byla vypracovana literarni reSerSe zaméiena na biosyntézu, konverzi
a ireversibilni degradaci rostlinnych hormont cytokinint. Druha ¢ast teoretické prace
je zaméfena na transport cytokininid v rostlinach, ktery je zprosttedkovan predevsim
dvéma rodinami proteind purinovymi permeasami (PUP) a ekvilibrativnimi
nukleosidovymi transportéry (ENT). Posledni kapitola shrnuje nejnovéjsi poznatky
tykajici se cytokininového transportu na dlouhé vzdalenosti zprostfedkovaného
AtABCG14 (ATP-binding cassette transporter 14) a PUP14 transportéry.

Naplni experimentalni ¢asti prace bylo vyselektovat homozygotni rostliny
vybranych T-DNA inzer¢nich linii Arabidopsis thaliana v genech kodujici
hypoteticky cytokininovy transporter lokalizovany v tonoplastu. Kandidatni
transportéry byly vybrany ze seznamu proteini identifikovanych v proteomu
tonoplastu. V ramci této prace se podafilo vyselektovat homozygoty linii entl-3
SALK_104866 a entl-2 SALK_025174 vgenu ENT1 pomoci metody PCR
genotypizace. Homozygotni rostliny zbyvajicich tii linii aacl-1 SALK_107166,
aacl-2 SAIL_247_G08 a adntl-1 WISCDSLOX476E06 umisténych v genech AAC1
a ADNT1 se 1 pres veSkerou snahu bohuZel nepodatilo vyselektovat.

Ziskané homozygotni linie poslouzi v nadchazejicich experimentech

ke zjisténi ptipadné role ENT1 v transportu cytokinint pies vakuolarni membranu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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zeleny fluorescencni protein
B-glukuronidasa

homozygot
hydroxymethylbutenyldifosfat
heterozygot

N®-isopentenyladenosin monofosfat
NE-(A2-isopentenyl)adenin
isopentenyladenosin ribosid
isopentenyladenosin ribosid 5'-difosfat
isopentenyladenosin ribosid 5’-monofosfat
isopentenyladenosin ribosid 5'-trifosfat
isopentenyltransferasa

knockoutovana rostlina

ribosid 5'-monofosfat fosforibohydrolasy
methoxy-derivat meta-topolinu
methoxy-derivat ortho-topolinu

methylerythritolfosfatova draha
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MES
MS

mT
MVA
NBMPR
ol
PCR
PUP
Qo
TAE
tRNA
tRNA-IPT
tZ

tZR
tZRDP
tZRMP
tZRTP
UDPG
UDPX
UTPG
WT
Z0G

Morfolinethansulfonova kyselina monohydrat
Murashige a Skoog medium
meta-topolin

mevalonatova draha
nitrobenzylmerkaptopurin
ortho-topolin

polymerazova fetézova reakce
purinova permeasa
2,3-dimethoxy-5-methyl-1,4-benzochinonu
Tris-acetat-EDTA pufr
transferovda RNA

tRNA isopentenyltransferasa
trans-zeatin

trans-zeatin ribosid

trans-zeatin ribosid 5’-difosfat
trans-zeatin ribosid 5’-monofosfat
trans-zeatin ribosid 5'-trifosfat
uridin difosfat glukosa

uridin difosfat xylosa

uridin trifosfat glukosa

divoky typ

O-glykosyltransferasa

53



