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CILE PRACE

Zpracovani literarni reserze
*= rostlinné hormony cytokininy
= exprese CKX béhem listové senescence

= metody transgenoze rostlin

U genl AtCKX2 a AtCKX5 byla prokdzana silnd exprese
v pribéhu listové senescence. Cilem prace je pFiprava rostliny
Arabidopsis thaliana, ktera bude mit oba tyto geny vyrazeny

Z provozu.

Sledovani jejiho fenotypu
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1. ARABIDOPSIS THALIANA

Arabidopsis thaliana (husenic¢ek rolni) je mald kvetouci
rostlina, Siroce vyuzivana jako modelovy organismus v rostlinné
biologii. Patfi do Celedi Brassicaceae (brukvovité). Dosahuje velikosti 20-
25 cm. Listy formuji rGZici jako zaklad rostliny, nékolik listd se také nachazi
na kvetoucim prytu. Listy v rGZici jsou 1,5-5 cm dlouhé a 2-10 mm Siroké,
listy na prytu jsou mensi. Listy jsou pokryty malymi jednobunéénymi
trichomy. Drobné kvéty jsou oboupohlavné a pravidelné, maji prdimér 3 mm
a jsou usporadany v chocholi¢natém kvétenstvi. Uzavieny kalich tvori 2+2
listky o délce 1,5-2 mm. Bila koruna je slozend ze 4 volnych platkl o délce
2-4 mm. V kvétu se nachazi tycinky v poctu 2+4. Svrchni semenik vznikl
sristem dvou plodolistd. Na velice kratké ¢&nélce se nachdzi Siroka,
dvoulalo¢na blizna. Plodem jsou SeSule 5-20 mm dlouhé, Siroké 0,5-0,75
mm. Lysé SeSule jsou tupé ¢tyrhranné a vétdinou lehce prohnuté. Vyrdstaji
vzpfimené nebo Sikmo na slabych stopkach o délce 5-11 mm. Chlopné
plodd jsou ¢&lunkovité, s vyniklym stfednim nervem, obsahujici 20-30
semen. Hnéda, leskld semena jsou ulozena v jedné radé. Jejich velikost je
asi 0,5 mm. Kofen ma jednoduchou strukturu s jednim korenem hlavnim,

ktery pozdé&ji vytvari kofeny postranni (Randuska et al, 1986).

2. CYTOKININY

Cytokininy jsou Fazeny do tfidy rostlinnych hormond.
Chemicky se jednd o N°®-substituované derivdty adeninu
s isoprenoidnim nebo aromatickym postrannim retézcem (Mok & Mok,
2001). Reguluji bun&&né dé&leni a velké mnoZstvi vyvojovych dé&jd,
jako je vétveni prytu a korene, vyvoj listl, kli¢eni semen a vyvoj
chloroplastt (Mok 1994; Schmiilling et al., 2003). Cytokininy potladuji
apikalni dominanci a stimuluji tak vétveni stonku, reguluji listovou
senescenci (Gan & Amasino, 1995). Déale reguluji mnoho dlleZitych
aspektl vyvoje nadzemnich a podzemnich organd rostlin.
Zprostfedkovavaji odpovédi na rlzné vné&j$i faktory, jako jsou

svételné podminky nebo dostupnost vody a Zivin v koreni. Cytokininy
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maji také roli v odpovédi na bioticky a abioticky stres (Werner &
Schmiilling, 2009).

3. METABOLISMUS CYTOKININU

3.1. BIOSYNTEZA CYTOKININO

Biosyntéza cytokinind je katalyzovana
isopentenyltransferasami (IPT), které existuji jako adenosinfosfat-IPT
a tRNA-IPT, zavisejici na svych substratech (Werner & Schmilling,
2009). IPTs jsou v Arabidopsis kédovany malou multigenovou rodinou
(Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001). Rozdilna subcelularni lokalizace
IPT enzymU indikuje to, *e biosyntéza mlZe probihat v cytosolu,
chloroplastech a mitochondriich. Reakce zahrnuje prenos
isopentenylové skupiny z dimethylallyldifosfatu (DMAPP) na
adenosinfosfaty (AMP, ADP, ATP), vysledkem je isopentenyladenosin-
5°-mono, di- nebo tri-fosfat (iPMP, iPDP, iPTP). Hydroxylace téchto
iP-typd pomoci cytochromu P450 monooxygenas (CYP735A a
CYP735A2) vede k formovani trans-zeatinu (tZ) (Takei et al., 2004).
Vzajemna preména mezi volnymi cytokininy, nukleosidy a nukleotidy
predstavuje dllezité aspekty metabolismu cytokinind, vliv na aktivitu,
stabilitu a mobilitu cytokininl v rostlindch (Mok & Mok, 2001; Werner
et al., 2006). Formovani cis-zeatinu (cZ) v Arabidopsis zcela zavisi na
aktivité  dvou tRNA-IPT. Tento vysledek konec¢né objasnil
biosyntetickou cestu cZ a ukazuje, ze ATP/ADP-IPT jsou zcela
odpovédné za syntézu iP a tZ (Miyawaki et al, 2006).

Bylo prokazano, Ze IPT3 muzZe byt modifikovana farnesylaci.
Farnesylace fridi zaclenéni IPT3 proteinu do jadra nebo cytosolu,
zatimco nefarnesylované proteiny jsou lokalizovany v plastidech
(Galichet et al., 2008). DUlleZity poznatek pFineslo objeveni enzymu
ovliviiujicich uvoln&ni aktivnich cytokinind z jejich nukleotidovych
prekursord. Genové rodiny kédujici tyto enzymy - cytokinin nukleosid
5" -monofosfatfosforibohydrolasy, tzv. LONELY GUY (LOG), Obr.1,
byly popsany napf. u ryze a Arabidopsis (Kurakawa et al., 2007,
Kuroha et al., 2009).
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Obr.1: Schématicky model metabolismu cytokinind a hlavni kroky

cytokininové signalni drahy (Werner & Schmilling, 2009).

3.2. DEGRADACE CYTOKININU - CYTOKININ OXIDASA/DEHYDROGENASA
Cytokinin oxidasa/dehydrogenasa (CKX, EC 1.5.99.12)

katalyzuje irreversibilni degradaci cytokinind isopentenyladeninu,

zeatinu a jejich ribosidld $t&penim postranniho fetézce na adenin a
prislusny aldehyd (Schmilling et al., 2003).

;CHQ
HN—CH—~CH=C_
CH,
M , GH,
N I ‘*} + O=CH=CH=C{
Isopentanyladenin FAD FADH? Ad&nln 3Methyl-2-butenal

Obr.2: Reakce degradace cytokinind katalyzovand CKX (Schmiilling et al.,
2003).

-12 -



CKX je flavoprotein obsahujici kovalentné vazany FAD jako
kofaktor (Galuszka et al., 2001).

Obr.3: Krystalova struktura AtCKX7. FAD-vazajici doména (modra),
substrat-vazajici doména (Cervend), FAD molekula (zZlutd) (Bae et al.,
2008).

Prvni zprava o aktivité CKX byla publikovdana Pacesem v roce
1971. Popsal preménu znaceného isopentenyladeninu na adenin
v extraktu bunécné kultury tabaku (Paces et al., 1971). Stejna
aktivita byla popsana v zrnech kukufice a byl navrzen nazev enzymu,
cytokinin oxidasa (Whitty & Hall, 1974). CKX byla po dlouhou dobu
oznacovana jako oxidasa, ale soucCasné studie potvrzuji, Ze enzym
pracuje mnohem efektivnéji s jinymi elektronovymi akceptory, nez je
kyslik, a proto byl preklasifikovdn na dehydrogenasu (Galuszka et al.,
2001).

Geny kédujici CKX byly izolovany z mnoha rostlinnych druhg,
napr. kukufice (Houba-Hérin et al., 1999; Morris et al., 1999; Massonneau
2004), Arabidopsis (Bilyeu et al., 2001; Werner et al., 2001) a orchideji
(Yang et al., 2003).

- 13 -



3.2.1. CKX U ARABIDOPSIS

Analyzou celého geonomu a cDNA bylo u Arabidopsis odhaleno
7 genl pro CKX (AtCKX1-AtCKX7) (Schmiilling et al., 2003). Srovnani
aminokyselinovych sekvenci ukazalo, Ze jednotlivé CKX proteiny maji
spolecné oblasti s vysokou homologii (FAD-vazajici domény), ale mimo tyto
oblasti se li&i (Popelkova et al., 2004). To mlze znadit funkéni riznorodost
v biochemickych vlastnostech jako je pH optimum, substratova specifita
(Galuszka et. al., 2007). Systematickym vyhodnocenim vsech cytokinin
degradujicich enzym{-CKX v Arabidopsis byly odhaleny jejich odligné
biochemické vlastnosti. Predevsim CKX2, CKX4 a CKX6 vykazuji
nejvyssi aktivitu s volnym iP a tZ, zatimco ostatni necekané preferuji

jako substrat glukosidy nebo nukleotidy (Galuszka et al., 2007).

3.2.2. EXPRESE CKX v PROBEHU LISTOVE SENESCENCE

Metodou Northern blot byly analyzovany listy Arabidopsis
thaliana, které byly senescenc¢ni (1), zelené listy staré 60 dni (2) a
zelené listy staré 40 dni (3). ZvySena exprese béhem listové
senescence byla detekovdna pro geny AtCKX2 a AtCKX5 (Sromova
2006).

AtCKX1{
AtCKX2

AtCKX3

ArCKX4

‘ AtCKX5

ArCKX6

AtCKX7

actin

Obr.4: Northern blot vzorkd RNA izolovanych z listG Arabidopsis thaliana: 1.
senescencni listy, 2. zelené listy 60 dni staré, 3. zelené listy 40 dni staré
(Sromova 2006).
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4. SIGNALNI DRAHA CYTOKININU

U Arabidopsis jsou znamy tfi cytokininové receptory AHK2,
AHK3 a AHK4/CRE1/WOL, které maji strukturni vlastnosti
histidinkinas.  Histidinové proteinkinasy iniciuji  cytokininovou
transdukéni signalni drahu pomoci fosfatového prenosu na histidin
fosfotransferové proteiny (AHP). AHP proteiny jsou translokovany do
jadra a prendsi fosfatovou skupinu na regulatory odpovédi (ARR).
Specifickda kombinace Arabidopsisovych histidinkinas (AHK), AHP a
ARR determinuje specifitu cytokininové odpovédi b&hem rdstu a
vyvoje rostlin (Kim et al., 2006). Pokud dojde k navazani ligandu na
cytokininovy receptor, dojde k autofosforylaci receptoru. Signal je
prenasen pres AHP az na B-typ ARR. B-typ ARR ma funkci
transkripéniho faktoru (Obr.1). Nasledkem toho dochazi k transkripci
cilovych gent, kde jednu skupinu tvofi A-typ ARR. A-typ ARR proteinl
se zapojuje do negativni zpétné regulace cytokininové signalni drahy.
Fylogenetické analyzy odhalily, ze cytokininové receptory a A-typ ARR
ukazuji, ze cytokininova signalni draha a jeji negativni regulace
vznikly soucasné pfti prechodu rostlin na sous a vyskytuji se tedy jiz

na urovni nizsich cévnatych rostlin (Pils & Heyl, 2009).

5. SENESCENCE

Listovd senescence je ptirozené& pozorovana u podzimnich listl
viceletych rostlin, ale také u monokarpickych rostlin (Noodén 1988).
Senescence je konecnou fazi vyvoje listu, jednd se o recyklacni
proces, pri kterém jsou ziviny ulozené ve starnoucim listu
remobilizovany do jinych ¢&asti rostliny, jako jsou mladé listy,
vyvijejici se semena nebo zasobni tkané (Gan & Amasino, 1996).
Béhem senescence listové bunky prodélavaji vyrazné metabolické a
strukturni zmény. Prvni viditelnou zménou je Zloutnuti listd
v dUsledku degradace chlorofylu zplsobenou rozpadem chloroplastd,
doprovédzenou hydrolyzou lipidl, proteind a nukleovych kyselin.

Senescence neni jednoduchy degenerativni proces, ale jedna se o
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geneticky programovany aktivni proces (Kim et al., 2006). Zahajeni
listové  senescence je regulovano jak endogennimi tak
enviromentalnimi signaly. Rostlinné hormony jsou povaZovany za
hlavni vnitfni faktory kontrolujici tento vyvojovy proces. Kde kyselina
abscisova a ethylen jsou promotory senescence, zatimco cytokininy
jsou typickymi inhibitory (Smart, 1994). Béhem senescence dochazi
k poklesu hladiny cytokoninl (Balibrea Lara et al., 2004).

6. METODY TRANSGENOZE ROSTLIN

Transformace rostlin je Siroce adaptovanou metodou
vyuzivanou k porozumeéni, jak rostliny pracuji a zlepseni zemédélsky
vyhodnych znakl. Transformace rostlin zavisi na vnaseni transgend
do vlastniho genomu rostliny. Byly vyvinuty rdzné metody a mnoho
rostlinnych druhl tak bylo U(sp&$né transformovano. Né&které
transformac¢ni metody jsou zalozeny na vyuziti Agrobacterium
tumefaciens, patogenu vnasejici geny do genomu dvoudéloznych
rostlin. V pfipadé transgenoze jednodéloznych rostlin byly vyvinuty
jiné metody, oznacované jako primé metody genové transformace.

Jednou z téchto metod je metoda biolisticka (Slater et al, 2003).

6.1.1. AGROBACTERIUM TUMEFACIENS

Agrobacterium tumefaciens je pudni, gramnegativni
tycinkovitd bakterie, zpUsobujici naddory na rostlinnych tkanich.
Agrobacterium obsahuje tumor indukujici, tzv. Ti-plasmid, ktery
obsahuje T-DNA. Ti-plasmid se inkorporuje z bakterie do genomu
hostitelské rostliny. T-DNA obsahuje geny koédujici proteiny podilejici
se na syntéze hormonQ (auxinl, cytokinind) a rostlinnych metabolitd
(opind a agropin).

Pokud dojde k poskozeni nebo poranéni rostliny,
Agrobacterium muze infikovat rostlinu v misté poranéni tak, Ze je
pritahovano do mista poskozeni cestou chemotaxe na =zakladé

uvolfiovanych chemikalii z poSkozenych rostlinnych bunék (sacharidy
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a fenolické latky-acetosyringon). Produkce auxinl a cytokininG
zplsobi, Ze rostlinné buriky proliferuji a formuji nadory.

Ti-plasmid obecné obsahuje jeden nebo vice T-DNA
oblasti, vir region, pocatek replikace, region umoznujici konjugativni

pfenos a geny pro katabolismus opind (Slater et al, 2003).

T-DNA
T-DNA oblast je charakteristicka pfitomnosti levé a pravé

ohranicujici sekvence, jedna se o 24 bp dlouhé repetice.

vir region

Geny odpovédné za prenos T-DNA do hostitelské rostliny
jsou také umistény na Ti-plasmidu. Jedna se o cca 40 kb oblast vné
T-DNA, zndmou jako vir region. Je zde nejméné devét operond
kédujicich pFiblizné 12 gend.

VirA je specifickd membranova fenolickd sensor kinasa. Po
rozpoznani acetosyringonu dochazi k jeji autofosforylaci a nasledné
fosforylaci a aktivaci VirG. VirG je transkripcni faktor odpovédny za
expresi véech vir gend. VirD1/VirD2 komplex rozpoznd levou a pravou
ohranicujici sekvenci T-DNA. VirD2 se kovalentné vaze na 5’- konec
jednovlaknové T-DNA a dochazi k uvolnéni ssT-DNA z Ti-plasmidu. T-
DNA/VirD2 komplex a dalSi Vir proteiny prochazi rostlinnou
plasmatickou membranou. VirE2 slouzi k ochrané T-DNA pred
nukleasami, usnadfuje jadernou lokalizaci a vytvafi spravnou
konformaci T-DNA/VirD2, aby prosel ptfes komplex jadernych pérl
(NPC ,nuclear-pore complex"). VirD2 obsahuje jaderny lokalizacni
signal (NLS ,nuclear localisation sinal“), ktery usnadnuje interakce
s rostlinnymi proteiny, které jsou soulasti skupiny proteind, tzv.
importinl, ty zaji$tuji pfenos pfes NPC (Obr.5). VirE2 obsahuje dva
NLS, ale jaderna lokalizace je zprostfedkovana jinymi rostlinnymi
proteiny, tzv. VIP1, které usnadfuji importindm rozpoznani jadernych

lokaliza&nich signald na VirE2 (Slater et al, 2003).
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Obr.5: Geneticka transformace zprostfedkovand Agrobacterium tumefaciens.
Rozpoznani a pripojeni Agrobacterium k hostitelské burnce (1), aktivace
VirA/VirG systému specifickymi rostlinnymi signaly (2) a nasledna aktivace
vir regionu (3). Rozpoznani T-DNA sekvence VirD1/VirD2 komplexem (4),
prenos VirD2/DNA komplexu spole¢né s dalSimi Vir proteiny do cytoplasmy
rostlinné buriky (5), kde je T-DNA stabilizovana VirE2 (6) a inportovana do
jadra hostitelské bunky (7). Uvnitf jadra je T-DNA oddélena od vsSech
privodnich proteinl (8,9) a integrovdna do genomu hostitelské rostliny (10)

(www.egohabitat.com).

6.1.1.1. Prakticka aplikace transformace rostlin za pouZiti

Agrobacetrium

Hlavnim uUcelem transgenoze je produkce celé transgenni
rostliny. Uzivany explantat musi byt schopen regenerace v celou
rostlinu a mél by obsahovat vysoky pomér bunék kompetentnich pro
transformaci. Vektory uzivané pro transformaci Agrobacteriem jsou
odvozeny od prirozeného Ti-plasmidu, ale jsou pozménény tak, ze
nemaji jeho plvodni vlastnosti, je zachovdna pouze levd a prava
ohranicujici sekvence zabezpecujici prenos T-DNA. Vektory dale
obsahuji v misté T-DNA selekéni markery pro identifikaci

transformovanych rostlin (Slater et al, 2003).
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Zakladni body transformacniho protokolu:

e Zvolit vhodny explantat
Vhodnd rostlinnd tkan je oddé&lena od plvodni rostliny a je
sterilizovana.

e Kokultivace s Agrobacterium
Explantat je vlozen do kultury s Agrobacterium a nasledné je
inkubovan na pevném MS-médiu s Agrobacterium.

e Destrukce Agrobacterium za pouziti vhodného antibiotika
Explantaty jsou odebrany z média a promyty v roztoku
s antibiotiky zabijejici Agrobacterium.

e Selekce transformovanych rostlinnych bunék
Explantat je prenesen do cistého pevného média obsahujici
selekéni markery, které zabrani rlstu netransformovanych
rostlinnych bunék.

e Regenerace celé rostliny
Médium obsahuje pomér auxinl a cytokinind pro regeneraci

Uplné rostliny.

Dvoudélozné rostliny jsou prirozené transformovany
pomoci Agrobacterium. U jednodéloznych rostlin je transformace
mnohem slozitéjsi. Lze ji provadét za pouziti modifikovaného vektoru

nebo tzv. supervirulentniho druhu Agrobacterium (Slater et al, 2003).

6.1.2. NAMACENi KVETO (,FLORAL DIP")

Namaceni kvétd je velice jednoduchd metoda, kdy jsou
mladé kvéty ponofovany do kultury s Agrobacterium za vzniku
transgennich semen. Tato metoda byla kromé Arabidopsis jako cilové
rostliny Uspésné aplikovana také u vojtésky a petunie (Davis et al,
2009).

6.2. PRIME METODY GENOVE TRANSFORMACE

Primé metody genové transformace jsou vSechny zalozeny na
vnaseni velkého mnozstvi ,holé" DNA, zatimco je rostlinnd burika

propustnd, napr. pri elektroporaci protoplastl (Slater et al, 2003).
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6.2.1. BIOLISTICKA METODA (,PARTICAL BOMBARDEMENT")

Biolistickd metoda je nejdlleZit&jsi a nejefektivnéjsi
pfimou metodou genové transformace. Tato technika spociva
v navazani DNA na wolframové nebo zlaté cCastice a vpraveni do
rostlinné tkané. Castice jsou pohadnény vysokou rychlosti do
rostlinného materidlu, kde je DNA uvolfiovdna uvnitf bufiky a muZe
byt integrovana do genomu.

Biolistickd metoda byla poprvé pouzita v roce 1987 za
vyuziti wolframovych castic. Tato technologie byla klicem k Uspésné
transformaci vétsiny obilovin. Prvni komerc¢ni geneticky
modifikovanou plodinou ziskanou touto metodou, byla kukufice
obsahujici gen pro Bt-toxin. Vyvoj této technologie vedl k produkci
velkého mnoZstvi systémd vnadejici &astice do rostlinnych pletiv.
V soucasné dobé je nejvice vyuzivano transformace fizené vysokym
tlakem hélia (PDS-1000/He).

Snaha optimalizovat systém byla soustfedéna na tfi aspekty:
e typ Castice a priprava
e urychleni ¢astice

e vybér cilového materiadlu

Bylo dosazeno rovnovahy mezi mnozstvim a velikosti
castic ,stfilenych™ do cilovych bunék, jejich poSkozenim a vnesenym
mnozstvim DNA. PFili§ malo DNA muZe vést k nizké frekvenci
transformace, naopak mnoho DNA mdze zplsobit vysoké mnoZstvi
kopii a preskupovani transgennich konstruktd. Nova ptiprava &astic
pro biolistickou transformaci, kterd vyuziva aminosiloxany k pokryti
c¢astic DNA, vedla k vyssimu efektu transformace a ke snizeni
koncentrace DNA.

Rostlinnd pletiva vyuzivanad pro bombardovani casticemi
jsou obvykle dvojiho typu:

e primarni explantat, ktery je bombardovan a nasledné z néj lze
ziskat embryonalni kalus
e proliferujici embryogenni kultura, ktera je bombardovana a poté

dochazi k proliferaci a nasledné regeneraci
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Bombardovani casticemi je nejCastéji vyuzivano pro
transformaci jaderného genomu, ale také ho lze pouzit pro zaclenéni
DNA do plastidd (Slater et al, 2003).

6.2.2. TRANSFORMACE ZPROSTREDKOVANE VYSOKYM OSMOTICKYM TLAKEM

Rostlinné protoplasty mohou byt transformovany ,holou®
DNA za oSetfeni polyethylenglykolem (PEG) za pritomnost

dvojmocnych kationl (obvykle Ca?").

PEG a dvojmocné kationy
destabilizuji plasmatickou membranu protoplastd a umoZfiuji
propustnost DNA. Jakmile uvnitf protoplastu DNA vstoupi do jadra,
integruje se do genomu. Limitujicim faktorem Uspéchu této techniky
je problematickd prace a regenerace protoplastl. PouZivand DNA je

také velice citliva na degradaci a preskupeni (Slater et al, 2003).

6.2.3. ELEKTROPORACE

Elektroporace bunék mlze byt vyuzZita k vnddeni DNA do
rostlinnych bunék a protoplastl. Uzivanymi vektory jsou jednoduché
plasmidy. Materidl je inkubovan v roztoku pufru obsahujici DNA a
vystaven vysokonapétovému elektrickému impulsu. DNA migruje do
genomu pres pory v plasmatické membrané vzniklé vysokym napétim.
Elektroporace byla Uspésné vyuzita pro transformaci obilovin (ryze,
pSenice, kukufice) (Sorokin et al, 2000). Rostlinny material pouzivany
pro elektroporaci poZaduje specifické zachazeni, jako je pre- a
postelektroporaéni inkubace ve vysoceosmotickém pufru. Uspésnost
elektroporace je také zavisla na stavu rostlinného materialu (Slater et
al, 2003).

6.2.4. VLAKNA KARBIDU KREMiKU-WHISKERS™

Rostlinny materidl je ponofen do pufru obsahujici DNA a
vldkna karbidu kifemiku. Vldkna majici prdmér 0,3-0,6 um a jsou 10-
100 pm dlouhd, pronikaji pres bunécnou sténu a plasmatickou
membranu a pomahaji DNA dostat se dovnitf bunky (Asad et al,
2008).
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6.2.5. UMLCOVANI GENU

Umléovani genl popisuje epigeneticky proces genové
regulace. Geny jsou regulovany na urovni transkripce a post-
transkripce. Na zakladé toho rozlidujeme dva zpdsoby umléovani
gend, a to tzv. TGS a PTGS (Slater et al, 2003).

6.2.5.1.Transkripéni umliéovani gend (TGS ,transcriptional gene
silencing")
Transkripéni umléovdni genl je vysledkem methylace

histonl a promotorovych oblasti genl, jejimZ vysledkem je potlaéeni

transkripce (van Leeuwen & van Steensel, 2005).

6.2.5.2. Post-transkripéni umléovani gend (PTGS ,post-transcriptional

gene silencing")

Za regulaci genl na post-transkripéni Grovni jsou
predevsim zodpovédné dva typy malych molekul RNA, mikro RNA
(miRNA ,micro RNA“) a mala interferujici RNA (siRNA ,small
interfering RNA"). Tyto malé RNA reguluji genovou expresi
inkorporaci do aktivniho multiproteinového komplexu (RISC), kde
reaguji s komplementarnimi misty specifickych mRNA kddujici
predevsim regulacni proteiny. Nasledkem je degradace cilové mRNA a

umlceni exprese daného genu (Corn et al, 2008).

6.2.5.2.1. miRNA

Mikro RNA je tfida malych (19-23 nukleotidd) molekul
vyskytujicich se u rostlin, virl a savcd. miRNA nekéduji proteiny.
miRNA je nejdrive transkribovana v jadre jako prekurzor (pri-miRNA),
nez je enzymaticky pfeménéna na pfiblizn& 70 nukleotidd dlouhou
vlasenkovou strukturu (pre-miRNA), kterd je prenasena do bunécné
cytoplazmy. Daléi enzymatické zpracovani vytvafi asi 22 nukleotidl
dlouhou zralou miRNA. Tato zrald miRNA reguluje genovou expresi
inkorporaci do aktivniho komplexu RISC. Mikro RNA se pfirozené

vyskytuje ve vSech bunkach (Corn et al, 2008).
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6.2.5.2.2. siRNA
siRNA o velikosti priblizn& 21 nukleotidd vznikd St&penim
dvouvldknové RNA (dsRNA) endonukleasou. Po vazbé siRNA na
multiproteinovy komplexe RISC, nastava specifické navazani aktivovaného
komplexu RISC na homologni mRNA, komplementarni s siRNA. To aktivuje
Stépeni cilové mRNA a naslednou degradaci. siRNA se prirozené nevyskytuje
ve vsech burnkach, ale jednd se o chemicky syntetizovanou molekulu

(Chicas & Macino, 2001).

6.2.6. MOLEKULARNI SESTRIH GENOMU POMOCIi ,ZINC FINGER" NUKLEAS

(ZENS)

Nukleasy zinkového prstu jsou proteiny, které byly

vytvoreny k stipani specifickych sekvenci DNA a staly se tak vhodnym
ndstrojem pro genové cileni, tzn. procesu premistovani gend uvnitf
genomu pomoci homologni rekombinace. ZFNs kombinuji nespecifické
Stépici domény FokI endonukleasy (oznacované jako ,N“, viz Obr.8)
se ,zinc finger" proteiny (ZFPs). Jsou schopny vytvofit mistné
specifické dvouvlaknové zlomy (DSB ,double-strand break™) v
genomu. Vyvoj genového cileni zprostfedkovaného ZFN poskytuje
schopnost mistné specificky permanentné modifikovat rostlinné a
zivoCiSné geonomy cestou primé homologni opravy cilenych

genomickych dvouvldknovych zlomd (Durai et al, 2005).

6.2.6.1. Homologni rekombinace

Bunky vyuzivaji universalni proces homologni
rekombinace k zprostfredkovani mistné specifickych rekombinaci
k udrzeni jejich genomické integrity, predevsim béhem opravy DSB.
Oprava poskozeného chromozomu DSB homologni rekombinaci
v burikach je nejpresnéjsi formou opravy. Pracuje cestou kopirovaciho
a slepovaciho mechanismu, obvykle uzitim homologniho Useku DNA
jako templatu z neposkozené sesterské chromatidy (Obr.6). Genové
cileni wvyuzivda extrachromozomalniho fragmentu donorové DNA
(vétSinou se jedna o linearizovany plasmid), ktery vyvola vlastni

bunécnou opravu vedouci ke genové konversi (Durai et al, 2005).
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6.2.6.2. Nehomologni spojeni koncd (NHEJ] ,non-homology end
joining")

B&hem nehomolgniho spojeni koncd jsou prerugené konce

DNA spojeny specifickymi proteinovymi faktory. Konce jsou nasledné
spojeny protein-proteinovymi interakcemi mezi proteinovymi faktory.
Sekvence jsou pak srovnany a zaligovany (Obr.6). NHEJ je mutagenni
proces, protoze vétSinou dochazi ke vzniku malych deleci nebo inserci

v misté spojeni (Wu et al, 2007).
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Obr.6: Schéma dvou hlavnich moznych mechanism@ opravy DSB, homologni
rekombinace (HR) a nehomologni spojeni koncl (NHEJ) u savé&ich buné&k (Wu
et al, 2007).
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6.2.6.3. ,Zinc finger" proteiny (ZFPs)

Kazdy motiv zinkového prstu je sloZzen z priblizné 30

aminokyselin, vytvari BBa strukturu (Obr. 7A), kterd je stabilizovana
iontem zinku konzervovanym Cys,His, rezidui. Motiv zinkového prstu
vaze DNA vkladanim a-helixu do velkého zarezu dvousroubovice DNA.
Kazdy zinkovy prst vaze specificky triplet na DNA. Vazani delSich DNA
sekvenci je dosazeno spojenim nékolika motivi zinkového prstu do
tandemu a vytvoreni ZFPs (Obr. 7b) (Durai et al, 2005).
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) & 2 2 25
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Obr.7: Struktura individudlniho motivu zinkového prstu (A), Ctyfi motivy

zinkového prstu vytvarejici tandem ZFPs (B) (Durai et al, 2005).

6.2.6.4. Nukleasy zinkového prstu (ZFN)

Nukleasy zinkového prstu obsahuji doménovou strukturu

FokI. FokI je bakteridlni restrikéni endonukleasa rozpoznavajici
nepalindromickou sekvenci péti deoxyribonukleotidl 5'-GGATG-3 a
5°-CATCC-3 . Uvnitf ZFN jsou pritomny dvé oddélené proteinové
domény. Jedna pro rozpoznani specifické sekvence DNA a druha pro
endonukleasovou aktivitu (FokI). Prvni doména rozpozna misto na
DNA, navaze se na néj a allosterickou interakci prenese signal na

endonukleasovou doménu za vzniku zlomu (Durai et al, 2005).

6.2.6.5. Mechanismus zlom§ dvouvildknové DNA pomoci ZFN

Studie mechanismu dvouvldknovych zlom{ pomoci ZFN
ukazala, Ze je potreba dimerizace nukleasové domény, aby mohl byt
DNA substrat nastipan. Plvodné bylo vyuZivadno tfi motivQ zinkového
prstu spojené s FokI Stépici doménou (N), které tvorily dimer, a tak

mohly vznikat dvouvlaknové zlomy. Tyto dimerizované tfi motivy byly
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schopny rozpoznat 18 bp dlouhé sekvence (Durai et al, 2005). Pro
zvySeni specifity bylo vyuzito &tyF motivl zinkovych prstl, tyto
dimerizované ZFP byly schopny jiz rozpoznat 24 bp dlouhé sekvence.
Vazebna mista pro ZFP nemusi byt identickd (Obr.8) (Wu et al,
2007).
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Obr.8: Struktura ¢ty motivl zinkového prstu vytvarejici tandem ZFPs

-.-imn

spojeny s FokI stépici doménou (N) tvofici dimer (Wu et al, 2007).

6.2.6.6. Bakterialni hybridni systém pro selektovani poZzadovanych
ZFP

Bakteridlni hybridni systém pro selekci ZFP pouziva dva

rozdilné reportérové geny, chloramfenikolacetyltransferasu (CAT) a
zeleny fluorescenéni protein (GFP). Systém vyuzivd dvou plasmidd
(Obr.9).
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[Reporter Plasmids | [Zinc Finger Plasmids]

Obr.9: Plasmidy hybridniho genetického selekéniho systému

Na prvnim (Zinc Finger Plasmid) je umisténa kodujici sekvence
pozadovanych ZFP motivl spojend s fragmentem a-podjednotky RNA
polymerasy (RpoA) pomoci 22 aminokyselin (linker). Na druhém

plasmidu (Reporter Plasmid) je specifické vazebné misto pro ZFP
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(rozpoznavaci motiv) uvnitf promotoru v misté pocdatku transkripce
pro CAT nebo GFP. Navazani ZFP domény spojené s RpoA na ,Zinc
Finger Plasmidu" do tohoto vazebného mista na ,Reporter Plasmidu"
vede k transkripci reportérového genu a tedy ke zvySeni rezistence na

chloramfenikol nebo zvysSeni zelené fluorescence (Durai et al, 2005).

6.2.6.7. Aplikace transformace rostlin pomoci ZFN

Pro rostliny nebyla dlouho dostupnda ucinnd a bézné
uzivana metoda pro cilové modifikace genomu. Transformace rostlin
byla vzdy velice metodicky a ¢asové naro¢na s né vzdy pozadujicim
vysledkem. Az v roce 2005 byla UspésSné provedena prima
transformace pomoci ZFN v rostlinach, konkrétné v Arabidopsis
thaliana. Pozdéji byla tato metoda Uspésné aplikovana také u tabaku
zvysSenim frekvenci lokalizovanych HR (Wu et al, 2007).

Soucasné studie popisuji Uspésné transformace pomoci
ZFN také u kukufice. Kdy jsou do specifického mista v lokusu pfesné
doru¢ny geny pro rezistenci na herbicidy. Konkrétné byl inserci
prerusen lokus pro gen IPK1, ktery kbéduje inositol-1,3,4,5,6-
pentakis-2-kinasu, enzym katalyzujici finalni krok v biosyntéze fytatu
v zrnech kukufice. Redukce fytdtu je zemé&dé&lsky velmi dlleZitd. Fytat
predstavuje antinutricni slozku krmnych zrn a navic prispiva k
enviromentalnimu znecisténi. Vysledkem inserce IPK1 genu bylo jak
ziskani rezistence proti herbicidim, tak Uprava inositolfosfatového
profilu ve vyvijejicich se zrnech. Genetické zmény pomoci
transformace ZFN jsou prenaseny rostlinou do dalsi generace (Shukla
et al, 2009).

Jind soucasna studie popisuje pouziti ZFN pro
transformaci tabaku v misté cilovych endogennich rostlinnych gend,
konkrétné acetolaktatsynthasy. Je prokazano, ze specifickd mutace
v tomto genu zplsobuje rezistenci na herbicidy imidazolinon a
sulfurylureu. Tato studie potvrdila, Ze je kone¢né mozné efektivné
meénit cilové sekvence v endogennich rostlinnych genech metodou
ZFN (Townsend et al, 2009).
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II.CAST
EXPERIMENTALNI
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7.1. CHEMIKALIE

Aldrich
Ambion
Amresco
Bio Rad
Bioline
Ducheva
Fermentas
Fluka

Invitrogen
Lachema
Lach Ner
MACH
Merck
Neolab

Penta

Qiagen
Roche

Roth

Sigma

Sigma-Aldrich

TopBio
Whatman

7. MATERIAL A PRISTROJOVE VYBAVENI

chlornan vapenaty

TriReagent; MicroPoly(A)Purist

agarosa

dNTP Mix (10 mM kazdy dNTP)

IMMOLASE™ DNA polymerasa

Tris; MS

ReverAid™H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit
Blotting-Nylon 66 Membranes, typ B, pozitivni;
bromfenolova modr; formaldehyd; B-
merkaptoethanol; MES

pCR-BluntII-TOPO 3,5 kb; Ribogreen; ROX
kyselina chlorovodikova, hydroxid draselny

citrat sodny

isopropanol

hydrohenfosfore¢nan sodny

chloroform; octan sodny; Tween 20

EDTA; ethanol; formamid; glycerol; hydroxid
sodny; chlorid sodny; methanol; sacharosa; SDS
pDrive Cloning Vector 3,85 kb

Diagnostics DIG Luminiscent Detection Kit
(blokovaci latka; CSPD); DIG RNA Labeling Kit
SP6/T7 (reagencie pro pripravu préby); Lumi-Film
Chemiluminescent Detection Film 20,3 x 25,4 cm
kyselina maleinova

N-laurosylsarkosin; Triton X-100

fixacni roztok Kodak GBX replenisher; DEPC; MS
s ptidavkem vitamind; vyvijeci roztok Kodak GBX
developer; myoinositol; xylenova violet

LA DNA polymerasa

chromatograficky papir 3 mm
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7.2. PRISTROJE

e autoklav Labo Autoclave MLS 3020, Sanyo

e centrifuga Mikro 200R, Hettich

e centrifuga (mini) Combi-spin, Biosan, FVL-2400N

e centrifuga MR23i Jouan UP3280 1073288

e crosslinker, Herolab

e digitalni fotoaparat Olympus C-5060, Olympus

e flow box Polaris 72, Steril

e fluorimetr Turner, Bio Systems

e hybridizacni pec, Thermo Fisher Scientific

e inkubator Termostat CL 135

e klimakomora

e mikrovinna trouba EMM 2005, Elektrolux

e mrazak Ultra low, Sanyo

e pH metr Eutech Instrument

e sestava pro agarosovou elektroforézu Agagel Mini, Biometra
e stereomikroskop Intraco Micro

e termocykler (Real time PCR), Applied Biosystems

e termocykler T-gradient a T-personal, Biometra

o termoblok Termoblock Digital Dry Bath Incubator, Boekel

e transiluminator UV, Vilber Lourmat

a dalsi pristrojové vybaveni Katedry biochemie Oddéleni molekularni

biologie
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7.3. ROZTOKY

péstovani Arabidopsis thaliana v rostlinné kultuie
e MS médium: 0,46% MS,; 1,5% sacharosa; 0,025% MES; 0,005%

myoinositol; (pH 5,7); 0,8% agar, autoklavovano

izolace gDNA
e extrakéni pufr v TE: 0,15 M Tris/HCIl (pH 7,0); 1 M NaCl; 15 mM
EDTA; 1,5% CTAB; autoklavovano; 1,5% B-merkaptoethanol
e TE pufr: 10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA

voda inhibujici RNA endonukleasy (,,RNase-free" voda)
e 0,025-0,1% DEPC voda: destilovanou vodu s pridanym DEPC je

nutné poradné promichat a inkubovat cca 15-20 hod (pres noc)
na 37°C, poté autoklavovat 30 min na 120°C.

elektroforetické roztoky

e TAE pufr: 45 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA (pH 8.0)
(vSechny dalsi roztoky byly pfipraveny v ,RNase-free® vodé a
autoklavovany)

e 0,40 M formaldehydovy agarosovy gel: 1,2% agarosa, 1x MOPS;

0,40 M formaldehyd; ,RNase free" voda,; neautoklavovat
e MOPS pufr-zasobni roztok 10x: 0,2 M MOPS (pH 7,0); 20 mM octan
sodny a 10 mM EDTA (pH 8.0); 0,05-0,1% DEPC,; inkubovano

pres noc na 37°C, autoklavovano, zkontrolovano pH

e 10x nanaseci pufr pro formaldehydovy gel (,loading buffer"): 50%
glycerol v ,RNase free" vodé; 10 mM EDTA (pH 8,0);

0,25% bromfenolova modrf; 0,25% xylenova violet

roztoky pro Northen Blot
e Alkalizacni roztok: 50 mM NaOH v ,RNase free" vodé
e SSC-zasobni roztok 20x: 3 M NaCl a 0,3 M citrat sodny; (pH 7,0);
0,05- 0,1% DEPC; inkubovano pres noc na 37°C,

autoklavovano, zkontrolovano pH
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e Alkalicky transferovy pufr: 2,5 mM NaOH; 3 M NaCl; 0,05-

0,1% DEPC; inkubovano pres noc na 37°C, autoklavovano

hybridizacni roztoky
e Pufr s vysokym obsahem SDS: 50% formamid; 5x SSC; 0,1% N-
laurosylsarkosin; 7% SDS; 2% blokovaci roztok; 50 mM Na*-
fosfatovy pufr (pH 7,0); ,RNase free" voda

promyvaci a detekcni roztoky
e Pufr s nizkou stringenci (,Low Strigency" pufr): 2x SSC; 0,1% SDS

e Pufr s vysoku stringenci (,High Strigency" pufr): 0,1x SSC; 0,1%
SDS

e Pufr kyseliny maleinové: 0,1 M kyselina maleinova,; 0,15 M NaCl; (pH
7,5); 0,05-0,1% DEPC; inkubovano na 37°C, autoklavovano,

zkontrolovano pH

e Promyvaci pufr: 0,3% Tween 20 v pufru kyseliny maleinové;

neautokldvovat

e Blokovaci roztok-zasobni roztok 10%: v pufru kyseliny maleinové

byla rozpusténa blokovaci latka a roztok byl autoklavovan

e Protilatka Anti-digoxigenin-AP v 1% blokovacim roztoku

e Detekéni pufr: 0,1 M Tris/HCI, 0,1 M NaCl; (pH 9,5); 0,05-0,1%
DEPC; inkubovano na 37°C, autoklavovano, zkontrolovano pH

e CSPD 1:100 v detekénim pufru

e Vyvijeci roztok: 103 ml Kodak GBX developer a 473 ml vody

e Fixacni roztok: 103 ml Kodak GBX replenisher a 473 ml vody

roztoky pro ,,Real-time" PCR

V nasi laboratofi je pripravovana smés pro ,Real-time" PCR obsahujici
IMMOLASE™ DNA polymerasu, kterd je zde 4x redéna oproti komeréni
smési, kde je IMMOLASE™ DNA polymerasa jiZ ve smési se vsemi
komponenty (dNTP, pufr, MgCl,, ROX).
Na jednu PCR reakci se pridava tato smeés:

e IMMOMIX: 2,5 ul IMMOLASE™ DNA polymerasy; 0,5 ul 6,25 uM

ROX; 2,0 ul ,RNase free" vody
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8. METODY

8.1.1. ROSTLINNY MATERIAL

Rostliny Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia, 1. homozygotni linie
Arabidopsis thaliana s knock-outovanym genem CKX2 pomoci vlozeného Ti-
plasmidu (SALK_068485.17.10.x), 2. homozygotni linie Arabidopsis thaliana
s knock-outovanym genem CKX5 pomoci vlozeného Ti-plasmidu
(SALK_064309.55.75.x) (dar Dr. Isabela Bartrina y Manns, Frei University
Berlin), linie Arabidopsis thaliana s double knock-outovanymi geny
CKX2/CKX5 ziskana kfizenim 1. a 2. homozygotni linie.

8.1.2. PODMINKY PESTOVANI

Sterilizovand semena rostlin Arabidopsis thaliana byla vysazena na
Petriho misky s MS médiem a byla inkubovana v klimakomore po dobu 14
dni za definovanych podminek (22°C; 16 hodin svétlo, 8 hodin tma;
osvétleni 1000-1500 lux; vlhkost 40%), pak byla presazena do substratu ve
fytotronu resp. skleniku za definovanych podminek (25°C; 16 hodin svétlo,

8 hodin tma; substrat Potgrond H) .

8.1.3. STERILIZACE SEMEN

K semenUm Arabidopsis thaliana byl pfiddn 70% ethanol a semena
byla vortexovdana po dobu 5 min. Ethanol byl odpipetovdn a odsan. Byl
pridan nasyceny roztok chlornanu vapenatého (CaCl,0;) a 0,1% Triton X-
100, semena byla vortexovana 8-9 min, roztok byl odpipetovan. Nakonec

byla semena 5x promyta sterilni vodou v laminarnim boxu.

8.1.4. METODIKA KRIZENI ROSTLIN - ,,CROSSING"

Nejprve byly vysazeny rostliny Arabidopsis thaliana ze dvou
homozygotnich linii:

1. linie méla knock-outovan gen CKX2 (CKX-KO2; A2) a 2. linie gen
CKX5 (CKX-KO5,; A5). Tyto homozygotni linie rostlin byly kfizeny.
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8.1.4.1. PRIPRAVA ROSTLIN ATCKX-KO5 PRO OPYLOVANI:

Pod stereomikroskopem byly z mladych, je&t& nerozvinutych kvétd
opatrné pomoci pinzety postupné otrhany vsechny kalisni, korunni listky a
tydinky tak, *e nakonec zlstal samotny pestik. Pestik nesmél byt nijak
podkozen a musel z{stat &isty, bez jakychkoli zbytkd ty&inek nebo listkd,
jinak dochazelo k jeho uhnivani a odumirani.

Takto otrhany pestik byl oznacen (ovazan barevnou nitkou) a nechal

se dozrat do 2.-3. dne, pak mohl byt opylovan.

Obr.10: ZpUsob ptipravy pestikl rostlin A. thaliana KOS5 pro opylovani (Kristensen
et al, 2005).

8.1.4.2. OPYLOVANI PESTIKO ROSTLIN ATCKX-KOS5 PYLEM Z ROSTLINY ATCKX-KO2:

Po  dozrani  pfipravenych  otrhanych pestiku byly  pod
stereomikroskopem pomoci pinzety otrhany zralé tycinky z rostlin AtCKX-
KO2 a pyl byl pfenesen na zraly pestik AtCKX-KO5.

Crossing byl provadén 8 dni dle pribé&zného dozravani kvétd. Bylo

tfeba davat pozor, aby nedochazelo k samospraseni vlastnim pylem.

double-knockout double-knockaout
KO2 / KO5 K02/ KO5
100% heterozygot 16:1 homozygot
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Obr.11: Schéma kfizeni dvou homozygotnich linii za vzniku 1. generace double
knock-outované rostliny AtCKX-KO2/KO5 a nasledného vyvoje 2. generace

(obrazek rostliny A. thaliana pouzit ze zdroje w3int.oru.se).

Za 2-3 tydny byly do mikrozkumavek sesbirany zralé SeSule se
semeny 1. generace rostlin Arabidopsis thaliana s potencialni
heterozygotni linii double knock-outa AtCKX-KO2/KO5.

Nahodné bylo vybrano 10 zkumavek se semeny a tato semena byla

sterilizovana a vysazena na MS médium, asi po 14 dnech byla presazena do
skleniku do substratu.

Po samospraseni 1. generace rostlin byly za 2-3 tydny ziskany opét
zralé SesSule se semeny 2. generace rostlin, tentokrat jiz s hledanou
potencialni homozygotni linii double knock-outa AtCKX-KO2/KO5.
Z plvodnich n&hodn& vybranych 10 linii rostlin 1. generace bylo
sterilizovano a vyseto na MS médium asi 20 semen od kazdé linie, které

byly po 14 dnech presazeny do fytotronu do substratu.

8.1.5. 3. MENDLUV ZAKON
Na zakladé 3. Mendlova zadkona o nezavislé kombinovatelnosti alel Ize

vyjadrit pomér hledané homozygotni linie double knock-outa CKX-KO2/KO5.

CKX2 CKX2 ckx2 ckx2
CKX5 ckx5 CKX5 ckx5

CKX2 CKX2 | CKX2 CKX2 CKX2
CKX5 CKX5 | CKX5 CKX5 CKX5

CKX2 CKX2 CKX2
ckx5 CKX5 CKX5

ckx2 CKX2 CKX2 ckx2 ckx2
CKX5 CKX5 CKX5 CKX5 CKX5

ckx2 CKX2 ckx2 ckx2
ckx5 CKX5 CKX5 ckx5

homozygot

16:1

Obr.12: Kombinaéni &tverec vyjadiujici pomér moznych fenotypl a zarover pomér

hledanych homozygotd.
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8.2. TESTOVANI ROSTLIN METODOU PCR

8.2.1. IZOLACE GENOMOVE DNA (gDNA)

K 3-5 mg listu rostlinného materialu bylo pridano 200 ul extrak¢niho
pufru v TE. Listova tkan byla homogenizovana o stény mikrozkumavky
otacenim tycinky. S takto vyizolovanou gDNA byla pfimo nastavena PCR

reakce.

8.2.2. UMISTENI INSERCI U JEDNOTLIVYCH HOMOZYGOTNICH LINII

1. homozygotni linie Arabidopsis thaliana s knock-outovanym genem
CKX2 (SALK_068485.17.10.x)

chromosom: 2
typ inserce: T-DNA inserce
misto inserce: intron
gadsk  aadek  gadk

Protein Coding Gene Hodels

ATZG19500.1 (CkXZ  ATCKRZ) a

2. homozygotni linie Arabidopsis thaliana s knock-outovanym genem
CKX5 (SALK_064309.55.75.x)

chromosom: 1
typ inserce: T-DNA inserce
misto inserce: exon
25315k 28316k 28317k 28318k

Protein Coding Gene Hodels
ATLGTE440.1 (UBCLED

Ry
ATLGFS490 .1 (CkRT, ATCkED, ATCKXE D ‘

(www.arabidopsis.org)
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8.2.3. NAVRHOVANI PRIMERU

Primery byly navrhovany v programu BioEdit. Byly zvoleny tak, aby
byla prokazana T-DNA inserce a selektovdna homozygotni linie AtCKX-
KO2/KOS5.

"-AAG TTG AGA TTC TGA TGA AGA AAT-3"
AtCKX5_ex5_rev "-TGA GCT CCT CTC GTCCCAT-3°
AtCKX5_int4_fw "-ATG CAT GCA AAG TTA CACTTG TGG G-3°
AtCKX5_int4_rev 5°-CTG ACA ATA ACA TCA AAT TAC GAC-3°
ARA_act_fw (aktin) 5 -GCC ATC CAA GCT GTT CTC TC-3°
ARA_act_rev (aktin) 5" -GGT GGT GCA ACG ACC TTA AT-3°

AtCKX5_ex4_fw

XR2_rev 5’-TGG GAA AAC CCT GGC GTT ACC CAA CTT AAT-3’
319 fw_1S 5°-AAC ATG ACG TGT ATC ACT GA-3’
AtCKX2_ex2_rev 5’-GTT TAG GTG CAT GGT CCA AAA-3°
AtCKX5_full_rev 5°-TCC TCT TGG TTT TGT CCT GTG-3"
AtCKX5_fw 5’-GCA CGA ATC TCT CTC GAA CCA GCT C-3°
AtCKX5_rev 5°-CGC TGA CGA AGA AGA CGA CGA CG-3°

5

5

5

8.2.4. PCR
PCR bylo vzdy nastaveno tak, aby byla findlni koncentrace 20 pl.
Byly pouzivany dva typy DNA-polymeras (LA a Tag-polymerasa):

2 pl | PCR pufru 2 ul | LA pufru
0,5 ul | dNTP 0,5 ul | dNTP
1 pl | primer fw 1 pl | primer fw
1 pl | primer rev 1 pl | primer rev
1 pyl | templatové gDNA 1 pl | templatové gDNA
2 ul | Tag-polymerasy 0,3 ul | LA-polymerasy

12,5 ul | ultra Cisté vody 14,2 ul | ultra cisté vody
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Nastaveni PCR reakce v termocycleru:

1. 2 min 95°C

2. 30s 95°C +—

3. 30 s 56°C 44 cykld
4, doba annealingu 72°C |

5. 10 min 72°C

6. 10 min 10°C

Podminky PCR:  56°C, 45 cykld, doba annealingu 1:30-2:45 min dle

pouzité polymerasy

8.2.5. AGAROSOVA ELEKTROFOREZA

VSechny vzorky byly po PCR analyzovany pomoci agarosoveé
elektroforézy. Vzdy byla pouzita 1% agarosa v TAE pufru, byl nanasen DNA
marker 1 kb. Elektroforéza byla spusténa 20-30 min pfi 120 V. Detekce
DNA byla provadéna vizualizaci signalu ethidia bromidu pod UV svétlem na

transiluminatoru.

8.3. TESTOVANI ROSTLIN METODOU NORTHERN BLOT

8.3.1. PRIPRAVA ZNACENE PROBY

V ramci bakalarské prace byl do klonovaciho vektoru pDrive
(Obr.13a) vloZen fragment genl pro aktin o velikosti 606 bp (respektive
GAPDH 407 bp; CKX5 893 bp). Restrikéni analyzou bylo zjisténo, ze gen je
ve vektoru vlozen jako ,antisense". Pro vytvoreni RNA préby
komplementarni k mRNA danych genl byl proto jako promotor pouzit T7.
Pomoci restrikéni endonukleasy XhoI byl plasmid linearizovan. Pro CKX2
byla pripravena proba vloZzenim celého genu pro CKX2 o velikosti 1502 bp
do klonovaciho vektoru pCR-BluntII-TOPO (Obr.13b). Zde slouzil jako
promotor SP6. Pomoci restrikéni endonukleasy XholI byl plasmid

linearizovan.

- 38 -



origin

N BamHI

s
5
5 pDrive Cloning Vector Sall

3.85kb p Y 7|

SP6 B

pCR*-Blunt II-
s  Topro

35 kb

Obr.13b: Klonovaci vektor pCR-BluntII-TOPO (www.invitrogen.com).

4 pl linearizovaného plasmidu s vlozenym genem byly smichany s 9
hl ,RNase free" vody (celkovy objem musi byt 13 pul). Pak byly pfidany 2 pl
10x ,NTP labelig mixture® obsahujici smé&s nukleotidd (10 mM ATP; 10 mM
CTP; 10 mM GTP; 3,5 mM DIG-11-UTP; pH 7,5), 2 ul 10x transkripcniho
pufru, 1 ul ,Protector RNase Inhibitor® a 2 pl RNA polymerasy T7
(respektive SP6 pfi pripravé proby pro CKX2). Smés byla jemné
promichana, kratce sto¢ena na pikofuze a inkubovana 2 hod pri 37°C. Byly
pridany 2 pl DNasel a inkubovalo se 15 min pfi 37°C. Reakce byla nakonec
zastavena pridanim 2 pl 0,2 M EDTA (pH 8,0).
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8.3.2. PRIPRAVA IN VITRO TRANSKRIPTU PRO AtCKX2

In vitro transkript AtCKX2 byl pfipraven vloZzenim celého genu pro
CKX2 o velikosti 1502 bp do klonovaciho vektoru pCR-BluntII-TOPO. Jako
promotor slouzil T7. Pomoci restrik¢ni endonukleasy BamHI byl plasmid
linearizovan. Dalsi postup byl totozny s pfipravou znacené préby s tim

rozdilem, Ze byla pouZita smé&s nukleotidl bez znaéeného DIG-11-UTP.

8.3.3. IZOLACE CELKOVE RNA

Ve treci misce bylo pomoci tekutého dusiku na prach rozetfeno 2,5 g
zelenych a senescenénich listl Arabidopsis thaliana. V digestoti bylo pridano
15 ml roztoku TriReagent, smés byla vortexovana 5 min pfi laboratorni
teploté a nasledné centrifugovana (12000 g, 10 min, 2°C). Supernatant byl
prenesen do Cisté ,RNase free" zkumavky a byly k nému v digestofi pridany
3 ml chloroformu, smés byla 15 srychle prevracena a nasledné
centrifugovana (12000 g, 15 min, 2°C). Do Cisté zkumavky byla odebrana
vrchni vodna faze, ke které bylo pfidano 7,5 ml isopropanolu, roztok byl
promichan, inkubovan 10 min pfi laboratorni teploté a nasledné
centrifugovan (12000 g, 10 min, 2°C). Supernatant byl odlit a pelet byl
promyvan 75% ethanolem, centrifugovan (7500 g, 5 min, 2°C). Ethanol byl
odpipetovan, pelet se nechal na vzduchu vyschnout a nakonec byl

rozsuspendovan v 700 ul ,RNase free" vody.

8.3.4. IZOLACE mRNA

K celkové RNA pridan 0,1 nasobek jejiho objemu 5 M octanu
amonného (= 70 ul), 1 pl glykogenu, pfidan 2,5 nasobek objemu 100%
ethanolu (= 1925 pul). Smés byla poradné zvortexovana a precipitovana pfi
-20°C pres noc (respektive rychle zamrazena v ethanolu na suchém ledu,
popripadé 30 min pfi -70°C). Po ukonceni precipitace nasledovala
centrifugace (12000 g, 20-30 min, 4°C). Supernatant byl opatrné odebran
pipetou. Byl pfiddn 1 ml 70% ethanolu, jemné zvortexovano,
centrifugovano (12000 g, 10 min, 4°C) a opét opatrné odebran
supernatant. Pelet byl rozsuspendovan ve 250 ul ,RNase free" vody a
poradné zvortexovan. Bylo pridano 250 ul ,,2x Binding Solution" a poradné

promichano.
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Navazani na Oligo(dT) celulosu
Roztok RNA byl prenesen do kolonek s Oligo(dT) celulosou a
poradné pipetou rozsuspendovan. Smés byla inkubovdna 5 min pfi 75°C a
nasledné 60 min na trepacce pri laboratorni teploté za obcdasného
promichani, aby nedochazelo k usazovani. Centrifugovana (4000 g, 3 min,
laboratorni teplota), supernatant byl uchovan na ledu.

Promyvani Oligo(dT) celulosy

K peletu bylo pridano 500 pl ,Wash Solution I%, poradné
zvortexovano a preneseno do specidlni kolonky, centrifugovano (4000 g, 3
min, laboratorni teplota). Supernatant byl odlit a bylo znovu pridano 500 pl
~Wash Solution I" ke kolonce, vortexovano a centrifugovano, supernatant
odlit. VSe bylo opakovano s ,Wash Solution II*.

Kolonka byla prenesena do cisté mikrozkumavky, bylo pfidano 100 pl
na 75°C predehratého ,The RNA Storage Solution®, rychle zvortexovano a
rychle centrifugovano (5000 g, 2 min, laboratorni teplota), tento krok byl 1x
zopakovan. Kolonky byly odstranény a dale bylo pracovano pouze
s roztokem, ktery protekl.

Bylo pfidano 20 pl 5 M octanu amonného, 1 ul glykogenu, 2,5
nasobek objemu 100% ethanolu. Smés byla poradné zvortexovana a
precipitovana pri -20°C pres noc (respektive rychle zamrazena v ethanolu
na suchém ledu, popfipadé 30 min pfi -70°C). Po ukonceni precipitace
nasledovala centrifugace (12000 g, 20-30 min, 4°C). Supernatant byl
opatrné odebran pipetou. Byl pfiddn 1 ml 70% ethanolu, jemné
zvortexovano, centrifugovano (12000 g, 10 min, 4°C) a opét opatrné
odebran supernatant. Pelet byl rozsuspendovan v 9 ul ,The RNA Storage
Solution". Spektrofotometricky byla zmérfena koncentrace mRNA. Vzorek

vyizolované mRNA byl zamrazen na -70°C.

8.3.5. METODY STANOVENI KONCENTRACE VZORKU RNA

8.3.5.1. STANOVENI KONCENTRACE RNA SPEKTROFOTOMETRICKY

Vzorek RNA byl zméren v kiemenné kyveté s objemem 5 pul pfi vinové
délce 260 a 280 nm. Délka kyvetového prostoru, ve kterém byl
napipetovan vzorek a kterym prochazel paprsek, byla 1 mm. Byla

stanovena pribliznd koncentrace RNA podle Uméry, pokud je hodnota
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absorbance pfi vinové délce 260 nm rovna 1, pak je koncentrace RNA ve

vzorku 40 pg/ml.

8.3.5.2. STANOVENI KONCENTRACE RNA FLUORIMETRICKY

Pomoci barviva Ribogreen byla zhotovena kalibraéni kfivka pro rlizné
koncentrace RNA z mysiho brzliku (1000 ng/ml, 500 ng/ml, 100 ng/ml, 50
ng/ml a 10 ng/ml). Barvivo bylo nafedéno ve vodé v poméru 1:200. 100 pl
vhodné zifedéného roztoku RNA bylo smichano se 100 pl naredéného
barviva a byla zmérena fluorescence. Vzorky z rostlinného materialu byly
stejnym zplsobem proméFeny na fluorimetru a hodnoty koncentraci byly

odecteny z kalibracni kfivky pro RNA z mysiho brzliku.

8.3.6. PRIPRAVA VZORKU

Byly smichany 4 ul vodného roztoku RNA z rostlinného materialu, 2 pl
10x MOPS, 2 pl 37% formaldehydu a 10 pl formamidu. Zahfivany 1 hodinu
pfi 55°C nebo 10 minut pfi 70 (85)°C. Byly pfidany 2 ul nanaseciho pufru

pro formaldehydovy gel. Vzorky byly nanaseny na elektroforeticky gel.

8.3.7. AGAROSOVA FORMALDEHYDOVA ELEKTROFOREZA VZORKU RNA

Byl pfipraven 1,2% agarosovy 0,40 M formaldehydovy gel. Jako
elektroforeticky pufr byl pouzit 1x MOPS, ke kterému byl pfidan 37%
formaldehyd tak, aby jeho finalni koncentrace byla 0,2 M. Pfed nanesenim
vzorkl na gel byla cca na 5-10 minut sputéna elektroforéza na 5 V/ cm
(asi 40 V); po naneseni vzork( do jamek na 3-4 V/ cm (asi 25 V).
Elektroforéza bézela 3-4 hodiny v horizontalnim usporadani, béhem této

doby byl jedenkrat vyménén cerstvy 1x MOPS s 0,2 M formaldehydem.

8.3.8. NORTHERN BLOT
Pfed vlastnim pFenosem RNA fragmentd z gelu na nylonovou
membranu, byl gel na trfepacce promyvan a inkubovan pfi laboratorni
teploté:
e 5 min v ,RNase free" vodé
e 20- 30 min ve 200 ml 50 mM NaOH
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alkalicky kapilarni prenos
Po alkalizaci v 50 mM NaOH je gel ihned viozen do aparatury
pro kapildarni prenos. Pouzivanou membranou pro alkalicky prenos je
nylonova pozitivné nabitd membrana. Jako prenosovy pufr slouzi 2,5 mM
NaOH + 3 M NaCl.

Nylonova membrana je pred prenosem promyvana pfi laboratorni teploté:
¢ 2 min v ,RNase free" vodé
e 5minv 5-10x SSC

Byla sestavena aparatura pro kapilarni prenos podle Obr.14. Na
filtracni papir, jehoz konce presahovaly do roztoku transferového pufru (2,5
mM NaOH s 3 M NaCl) byly polozeny po obvodu prouzky parafilmu (viz
Obr.14b), na které byl vioZzen agarosovy gel tak, aby jamky smé&Fovaly dold.
Parafilm je nutné pouzit proto, aby nedoslo k pripadnému kontaktu
filtracniho papiru nasavajiciho transferovy pufr a sloupcem papirovych
ubrouskl. Byly odstranény vzduchové bubliny. Na gel byla pfilozena pfedem
promytd membrana a opét byly odsaty vzduchové bubliny. Na membranu
byla polozena asi 6 mm vrstva papiru (Whatman 3 mm) predem promytého
v 5-10x SSC a byl priloZen sloupec suchych papirovych ubrouskd do vygky
cca 8 cm, které byly zatizeny zavazim (300-500 g). Prfenos probihal pres
noc (asi 15-20 hodin), pricemz fragmenty RNA byly prendseny z gelu na

membranu vztlakovou silou roztoku transferového pufru.

Obr.14: Schéma aparatury pro kapilarni pfenos (Farrel, 2005).
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8.3.8.1. FIXACE RNA NA MEMBRANU POMOCI ,,CROSSLINKERU"

Aby nedoSlo k nezadoucimu vymyti RNA z membrany, byla nutna
fixace vzorkl na membranu. Membrana byla poloZena na filtraéni papir tak,
aby strana, kterd byla pti prenosu v kontaktu s gelem, byla smérem vzh{ru
k plsobicimu UV zafeni (100 s, 500 J). Dale byla membrana pouZita

k hybridizaci.
8.3.9. HYBRIDIZACE

8.3.9.1. PREHYBRIDIZACE

Membrana byla vlozena do uzaviratelné plastové zkumavky Falcon a
byla zalita 20-50 ml hybridiza¢niho roztoku, vlozena do hybridiza¢ni pece na

68°C a byla zde inkubovana po dobu 30 minut az 2 hodin.

8.3.9.2. HYBRIDIZACE

Do mikrozkumavky bylo napipetovano potfebné mnozstvi znacené
proby a pridano 50 ul ,RNase free" vody, smés byla zahfata 5-10 minut na
100°C, aby doslo k rozvolnéni vazeb a nasledné rychle ochlazena na ledu.

20-50 ml hybridiza¢niho roztoku z prehybridizace bylo vylito. Préba
byla pfidana k 2-5 ml predehratého hybridiza¢niho roztoku (68°C) a pridana
k membrané. Membrana byla hybridizovana pres noc (cca 15-20 hodin)
v hybridizac¢ni peci pfi teploté 68°C.

Hybridizacni roztok s prébou byl vylit, a pak bylo dvakrat pridano 20-
50 ml ,Low Strigency" pufru, ve kterém byla membrana promyvana a
inkubovana pri laboratorni teploté a nasledné trikrat v hybridizacni peci pfi
68°C v 20-50 ml ,High Strigency" pufru pokazdé po dobu 15 minut.

8.3.10. DETEKCE

Na hybridizovanou sondu, kterd je znacena digoxigeninem, se
imunologicky vaze protilatka proti digoxigeninu (Anti-digoxigenin-AP)
s navazanou alkalickou fosfatasou. Pritomnost proby je pak detekovana
pridanim luminiscenéniho substratu CSPD, ktery reaguje s alkalickou
fosfatasou za vzniku luminiscentu, ktery je mozno urdit pfilozenim
fotografického filmu na membranu a vyvolanim fotografie v temné

mistnosti.
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Membrana byla inkubovana pfi laboratorni teploté za stalého trepani
v téchto roztocich:

e 3 minuty v promyvacim pufru

e 60-180 minut v blokovacim roztoku

e 30 minut v roztoku s protilatkou
Protilatka Anti-digoxigenin-AP byla 5 minut centrifugovana pfi
10 000 rpm. Do 1% blokovaciho roztoku bylo napipetovano
potfebné mnozstvi protilatky v poméru 1:10 000. Tzn. na jednu
membranu o velikosti 6,5 x 7,5 cm je potfeba 10 ml 1%
blokovaciho roztoku a 1 pl protilatky.

e 3x 15 minut v promyvacim pufru

e 2 minuty v detekénim pufru

Byl nachystan CSPD substrat, ktery byl rozpustén v detekénim pufru
v poméru 1:100. Na jednu membranu o velikosti 6,5 x 7,5 cm je potreba
minimalné 750 pl tohoto roztoku. Substrat je nutné chranit pred svétlem.

Pro lepsi manipulaci byla pouzita sklenéna podlozka, na kterou byla
natazena potravinova folie. Membrana byla poloZzena na potravinovou folii
tak, aby strana, ktera byla pfi prenosu v kontaktu s gelem byla smérem
vzhlru. Byla zakapana pfipravenym substrdtem. Membrana byla
inkubovana 5 minut pri pokojové teploté, a pak byla prekryta vrstvou
potravinové folie. Folie byla ostfihana tak, aby presné kopirovala obvod
membrany a byla zalepena, aby nedochazelo k vyschnuti membrany.
Membrana na sklenéné podlozce byla vlozena na 10-20 minut do inkubatoru
na 37°C.

V temné komore byla membrana v expozi¢ni kazeté prekryta
fotografickym filmem a po prislusné dobé (1 min az 15 hodin) byl film
v temné komore vyvolan v nasledujicich roztocich:

e 2 minuty proplachovan ve vyvijecim roztoku
e oplachnut v destilované vodé

e 1 minutu ve fixa¢nim roztoku
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8.4. TESTOVANI ROSTLIN METODOU , Real-Time" PCR

Primery byly navrhovany v programu BioEdit.

AtCKX2_TM_fw
AtCKX2_TM_rev
AtCKX2_TM sonda
AtCKX5_TM_fw
AtCKX5_TM_rev
AtCKX5_TM sonda

"-CGT TAT TAC TGG GAA AGG TGA AAT G-3°
"-ACC TCC TAA CAC TCC ATA GAA CAA-3’
"-TGA CAT GCT CGC GAC AGC TAA ACC C-3°
"-AGC TCC GGT CCA AGA ATT TAT G-3°

"- TGA ACA AAG ACA AAT GGG ACG A-3°

"- TTC CAC ACC CAT GGC TCA ACC TCT TC-3~

o o1 U1 U1 U1 Ul

8.4.1. PREPIS mRNA DO cDNA

Roztok mRNA (1-4 ul) byl doplnén ,RNase free" vodou tak, aby byl
finalni objem 12 pl. Byl pfidan 1 pl Oligo(dT);s primeru. Smés byla
inkubovana 5 min pri 70°C a nasledné zchlazena na ledu, byla kratce
centrifugovana. Byly pridany 4 pl 5x reakc¢niho pufru a 2 yl 10mM dNTP,
smés byla lehce zvortexovana a kratce centrifugovana. Inkubace 5 min na
37°C. Byl pridan 1 pl reversni traskriptasy ReverAid™ H Minus M-MuLV RT.
Smeés byla inkubovana 90 min pfi 42°C, reakce byla zastavena zahratim
smési na 70°C po dobu 10 min a naslednym uloZzenim na led. Se ziskanou

cDNA byla nastavena ,Real-Time" PCR reakce.

8.4.2. ,Real-Time" PCR
PCR bylo vzdy nastaveno tak, aby byla findlni koncentrace 10 pl.

5 pl | imomix

1 pl | TagMan sondy
1 ul | primer fw

1 ul | primer rev

2 ul | templatové cDNA
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9. VYSLEDKY A DISKUSE

Do substratu ve skleniku byly vysazeny rostliny Arabidopsis thaliana
ze dvou homozygotnich linii s knock-outovanym genem pro AtCKX2 (CKX-
KO2; A2), resp. AtCKX5 (CKX-KO5; A5). Z kazdé linie bylo vypéstovano 8
rostlin. Tyto homozygotni linie rostlin byly mezi sebou kfizeny. Kfizeni bylo
provadéno po dobu 8 dnd.

Pod stereomikroskopem byly z mladych, jest& nerozvinutych kvétd
CKX-KO5 linie opatrné pomoci pinzety postupné otrhany vsechny kalisni,
korunni listky a ty&inky tak, e nakonec zlstal samotny pestik. Takto
otrhany pestik byl oznacen (ovazan barevnou nitkou) a nechal se dozrat do
2.-3. dne, pak mohl byt opylovan.

Po  dozrani  pfipravenych  otrhanych pestiku byly  pod
stereomikroskopem pomoci pinzety otrhany zralé tycinky z rostlin CKX-KO2
a pyl byl prenesen na zraly pestik CKX-KO5.

Kazdy den bylo primérné pFipraveno 4-7 kvétl na kazdé rostliné
CKX-KO5 pro opylovani. Primérné dochazelo k odumirdni 1-2 pestikd na
kazdé rostliné. Ve finale bylo ziskano cca 192 oplozenych Sesuli pylem CKX-
KO2. Zralé SeSule byly uzavieny do mikrozkumavek. Kazda SeSule
obsahovala primérné 15-20 semen. Semena byla uloZena po dobu 14 dni
v chladni¢nce, aby prosla obdobim vernalizace.

Ze ziskanych cca 192 mikrozkumavek se semeny 1. generace double
knock-outované linie rostlin Arabidopsis thaliana bylo nahodné vybrano 10
mikrozkumavek a tato semena byla sterilizovana, vysazena na MS médium
a nasledné presazena do substratu ve skleniku.

Po samospraseni 1. generace rostlin byly za 2-3 tydny ziskany zralé
Sedule se semeny 2. generace rostlin. Z pldvodnich ndhodné vybranych 10
linii rostlin 1. generace bylo sterilizovano a vyseto na MS médium asi 20
semen od kazdé linie, které byly po 14 dnech presazeny do fytotronu do
substratu. Tyto rostliny byly oznaleny jako 2. generace a byly nasledné
testovany za Uclelem systematické selekce homozygotni double knock-
outované linie AtCKX-KO2/KO5 .
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9.1.1. STATISTIKA KLICIVOSTI SEMEN 2. GENERACE ROSTLIN
U semen 2. generace rostlin, ktera byla sterilizovana a vysazena na
MS médiu, byla po 14 dnech stanovena Uspésnost kli¢eni. Bylo zjisténo, zZe

klicivost semen byla velmi dobra (95,1%), viz. Tabulka ¢.1.

Tabulka ¢.1: Statistika kliCivosti semen 2. generace rostlin double knock-outované
linie AtCKX-K02/KO5

c. pocet vysazenych pocet nevyklicenych klic¢ivost
linie | semen na MS médiu semen semen v %
1 21 2 90,5
2 23 2 91,3
3 20 0 100
4 19 0 100
5 22 1 95,5
6 23 1 95,7
7 23 1 95,7
8 20 0 100
9 21 1 95,2
10 15 2 86,7
celkova klic¢ivost v % 95,1

9.1.2. VYSETI A ZPOSOB ZNACENI ROSTLIN 2.GENERACE

Vyklicené rostliny 2. generace byly vysazeny do substratu ve
fytotronu. Obr.15 ukazuje vysazeni a zplsob znaéeni jednotlivych rostlin.
Z kazdé z 10 linii bylo vysazeno priblizné 20 rostlin. V nékolika pripadech
véak nebyl dostatek sazenic z divodl nevykli¢eni semen na MS médiu (viz
Tabulka ¢.1), pripadné kontaminace plisni nebo dochazelo k odumfeni

rostliny, proto jsou néktera pole prazdna.
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Obr.15: Zplsob vyseti a znaleni jednotlivych linii 2.generace rostlin pfipravenych

pro selekci homozygota.

9.2. SELEKCE ROSTLIN METODOU PCR

SELEKCE TRANSGENNI LINIE ROSTLIN
e potvrzeni, zda obsahuje v genu AtCKX2 a AtCKX5 T-DNA inserci

SELEKCE HOMOZYGOTNI LINIE ROSTLIN

¢ potvrzeni, zda se jedna o homozygota pro gen AtCKX-KO2
e potvrzeni, zda se jedna o homozygota pro gen AtCKX-KO5

SELEKCE TRANSGENNI LINIE CKX2 A CKX5

Potvrzeni, Ze testovana linie rostlin obsahuje v genu T-DNA inserci.

Tabulka &.2: Kombinace primer( navrzena pro selekci transgenni linie CKX2 a CKX5

kombinace misto nasedani primer priblizna
primerd velikost
XR2_rev CKX2
319_fw_1S 319_fn_15 1200 bp
e
XR2_rev
XR2_rev CKX5
AtCKX5_fw e LR 1500 bp

_—

XR2 _rev
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XR2_rev CKX5
AtCKX5_full_rev 1600 bp

ArCrXE_full_rev XR2_rev

SELEKCE HOMOZYGOTNI LINIE KO2 A KOS5

Homozygotni linie neobsahuji wild-typové alely gend, protoZe jsou
preruseny T-DNA inserci. Na zdkladé toho nemuUZe vznikat PCR produkt

vzhledem k velikosti T-DNA insertu.

Tabulka &.3: Kombinace primerd navrzena pro selekci homozygotni linie KO2 a KOS5

kombinace misto nasedani primerd pfriblizna
319 fw_1S CKX2

AtCKX2_ex2_rev 319 fw_15 857 bp

ARCKNZ_exz_rev

AtCKX5_ex4_fw CKX5
AtCKX5_int4_rev ALCKHS_excd_fu 705 bp

ALCKXS_int4_rev

AtCKX5_ex4_fw CKX5
AtCKX5-ex5_rev ALCKXE_end_fu 724 bp

e ———

ALCKN5_ex5_rev

AtCKX5_int4_fw | CKX5
AtCKX5_rev ACCHKXS_intd_fw 714 bp

ARCKXS_rey
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SCHEMA SYSTEMATICKE SELEKCE HOMOZYGOTNI DOUBLE KNOCK-OUTOVANE LINIE

AtCKX-KO2/KO5

2. GENERACE ROSTLIN
Arabidopsis thaliana AtCKX-KO2/KO5

pocet testovanych rostlin

184

— T

SELEKCE TRANSGENNI LINIE CKX?2

SELEKCE TRANSGENNI LINIE CKX5

XR2_rev + 319 fw_1S

l

XR2_rev + AtCKX5_full_rev
XR2_rev + AtCKX5_fw

l

SELEKCE HOMOZYGOTNI LINIE KO2

SELEKCE HOMOZYGOTNI LINIE KOS5

319 fw_1S + AtCKX2_ex2_rev

T

AtCKX5_ex4_fw + AtCKX5_int4_rev
AtCKX5_ex4_fw + AtCKX5_ex5_rev
AtCKX5_int4_fw + AtCKX5_rev

/

VYSELEKTOVANY 4 POZITIVNI ROSTLINY: 5E, 6I, 9C, 9¢C

TESTOVANI 2.GENERACE ROSTLIN Arabidopsis thaliana AtCKX-KO2/KO5

2. generace rostlin s potencionalnimi homozygoty byla vzhledem k velkému

mnozstvi rostlin testovana ve 3 sériich.

e celkovy pocet testovanych rostlin 2. generace: 184

e v 1. sérii testovano: 34 rostlin
e v 2. sérii testovano: 94 rostlin

e v 3. sérii testovano: 56 rostlin

-51-




9.2.1. AGAROSOVA ELEKTROFOREZA PO PCR

Vsechny vzorky byly po PCR analyzovany pomoci agarosové
elektroforézy. Vzdy byla pouzita 1% agarosa v TAE pufru, byl nandsen DNA
marker 1 kb.
bp

10000

Obr.16: DNA marker 1 kb (Fermentas).

9.2.2. 1. SERIE TESTOVANI
o vzorky: 34 rostlin (3A-J, 3sA-E; 4A-J, 4+A-I) viz Obr.15

SELEKCE TRANSGENN{ LINIE ROSTLIN

primery: o XR2_rev + AtCKX5_fw
(Tag-Pol, 45 cykld, 56°C, 2:30)

Obr.17: Elektroforéza po PCR pfi selekci transgenni linie CKX5. Kombinace primer{
XR2_rev + AtCKX5_fw (1500 bp).
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Bandy o velikosti mensi neZz 250 bp jsou zbytky primer(. U tohoto
PCR nastal problém s metodou izolace gDNA a dochazelo k ruseni reakce, i
presto byly cervené oznacené vzorky posuzovany jako pozitivni, protoze

vykazovaly alespon slabé signaly.

SELEKCE HOMOZYGOTNI LINIE ROSTLIN KO2
kontrolni vzorky: WT, CKX-KO2 (dale jen A2)

primery: o AtCKX2_ex2_rev + 319_fw_1S
(Tag-Pol, 45 cykld, 56°C, 1:30)

Obri18: Elektroforéza po PCR pfi selekci homozygotni linie rostlin KO?2.
Kombinace primerd AtCKX2_ex2_rev + 319 fw_1S (857 bp).

Bandy o velikosti mensi nez 250 bp jsou zbytky primerl. Cervené
oznacené vzorky jsou pozitivni na testovani homozygota KO2, protoze
neobsahuji wild-typovy AtCKX2 gen, to znamend, Ze nevznikd PCR
produkt (viz Tabulka ¢.3). Tyto rostliny byly selektovany a dale

testovany.

9.2.3. 2. SERIE TESTOVANI
o vzorky: 94 rostlin (1A-J; 1«A-B; 2A-J; 2+sA-B; 5A-J; 5.A-B; 6A-J;
6¢A-B; 7A-]; 7+A-B; 8A-J; 8+A-B; 9A-J; 9+A-B;
10A-J) viz Obr.15
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SELEKCE HOMOZYGOTNI LINIE ROSTLIN KO2
kontrolni vzorky: WT, A2

rimery.: o AtCKX2_ex2_rev + 319_fw_1S
(Tag-Pol, 45 cykld, 56°C, 2:45)

EQH 9I 9] 9¢A9eB10D10E10H10] A2 WT
—

7G )
e
o= - - e - e — — —

- - - . . -
[ . e

Obr.19: Elektroforéza po PCR pfi selekci homozygotni linie rostlin KO?2.
Kombinace primerd AtCKX2_ex2_rev + 319 fw_1S (857 bp).

Bandy o velikosti mensi nez 250 bp jsou zbytky primerG. Cervené
oznacené vzorky jsou pozitivni na testovani homozygota KO2, protoze
neobsahuji wild-typovy AtCKX2 gen, a tedy nevznikd PCR produkt (viz
Tabulka ¢.3). Tyto rostliny byly selektovany a dale testovany.
Vyrazné oznacené vzorky rostlin jsou findlné potvrzené homozygotni
linie double knock-outovanych AtCKX-KO2/KO5, zde jsou takto

znaceny pouze pro vétsi prehlednost a snazsi orientaci.

Rostliny potvrzené pfri selekci na homozygotni linii KO2 z 1. a
2. série testovani byly selektovany a nasledné spole¢né testovany na
homozygotni linii KO5 a zda obsahuji T-DNA inserci v genu pro
AtCKX5.

e VvZzorky: 33 rostlin, u kterych bylo v pfedchozich
experimentech potvrzeno testovani na homozygota
AtCKX-KO2 (1C, 1D, 1+B, 2A, 2E, 2F, 3C, 3E, 3G,
3], 3+A, 4D, 4G, 4H, 4+D, 4+E, 41, 5E, 5I, 5B, 6B,
61, 8A, 8G, 8+B, 9C, 9G, 91, 9], 9+A, 10D, 10E, 10J)
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SELEKCE HOMOZYGOTNI LINIE ROSTLIN KO5 A SELEKCE TRANSGENN{ LINIE ROSTLIN
kontrolni vzorky: WT, CKX-KO5 (dale jen A5)

primery: o XR2_rev + AtCKX5_fw
(LA-pol, 45 cykld, 56°C, 1:30 )
o AtCKX5_ex4_fw + AtCKX5_ex5_rev
(Tag-pol, 45 cykld, 56°C, 1:30)
o AtCKX5_rev + AtCKX5_int4_fw
(Tag-pol, 45 cykld, 62°C, 1:30)

pedt b bt gt

Obr.20: Elektroforéza po PCR pfi selekci homozygotni linie rostlin KO5 a
selekci transgenni linie CKX5. A) kombinace primerd XR2_rev + AtCKX5_fw
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(1500 bp), B) AtCKX5_ex4_fw + AtCKX5_ex5_rev (724 bp), C) AtCKX5_rev +
AtCKX5_int4_fw (714 bp).

Bandy o velikosti mensi nez 250 bp jsou zbytky primerl. Cervené
oznacené vzorky jsou pozitivni na testovani homozygota KO5, protoze
neobsahuji wild-typovy AtCKX5 gen, a tedy nevznika PCR produkt (viz
Tabulka ¢.3). Tyto rostliny jsou stejné tak pozitivni na testovani
transgenityv genu AtCKX5 (viz Tabulka &.2). U C) kombinace primerl
je signal i v pozitivnich vzorcich, tato kombinace primerd slouzi jako
kontrola, protoze tyto primery jsou navrzeny mimo misto inserce, a

tedy vznika PCR produkt ve vSech vzorcich.

9.2.4. 3.SERIE TESTOVANI
o vzorky: 56 rostlin (1eC-I; 2¢C-J; 5¢C-J; 6¢C-J; 7¢C-J; 8eC-J; 9¢C-J;
10eA; 7F; 7]; 8F; 9A; 10I) viz Obr.15

Ve 3. sérii testovani byla nejdFiv zvolena kombinace primerd
pro selekci homozygota AtCKX-KO5, protoZe tyto primery velice dobre

fungovaly v predchozim testovani.

SELEKCE HOMOZYGOTNI LINIE ROSTLIN KOS5
kontrolni vzorky: WT, A5

primery: o AtCKX5_ex4_fw + AtCKX5_ex5_rev
(Tag-pol, 45 cykld, 56°C, 1:30)
- AtCKX5_rev + AtCKX5_intd_fw
(Tag-pol, 45 cykld, 56°C, 1:30)
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Obr.21: Elektroforéza po PCR pfi selekci homozygotni linie rostlin KO5. A)
kombinace primerl AtCKX5_ex4_fw + AtCKX5_ex5_rev (724 bp), B) AtCKX5_rev
+ AtCKX5_int4_fw (714 bp).

Bandy o velikosti mengi nez 250 bp jsou zbytky primerl. Cervené
oznacené vzorky jsou pozitivni na testovani homozygota KOS5, protoze
neobsahuji wild-typovy AtCKX5 gen, a tedy nevznikd PCR produkt (viz
Tabulka ¢&.3). U B) kombinace primerd je signdl i v pozitivnich

vzorcich, tato kombinace primerd slouzi jako kontrola.
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9.2.5. FINALNI POTVRZENI VYSELEKTOVANYCH LINII DOUBLE
KNOCK-OUTOVANYCH ROSTLIN ATCKX-KO2/KO5

Z ddvodd nedostatku rostlinného materidlu 2. generace byla
semena 17 rostlin potvrzenych ve vSech sériich testovani na
homozygota AtCKX-KO5 vyseta na MS médium a po 14 dnech
presazena do skleniku do substratu. Na Petriho misce se semeny
vzorku 6--D byla detekovana kontaminace plisni, vSechna semena byla
zasazena, a proto nebyla vysazena do substratu a zahrnuta do
testovani.

Z kazdé ze 16 rostlin bylo vysazeno pfiblizné 10 sazenic. Tyto
rostliny byly oznaceny jako 3.generace Arabidopsis thaliana double
knock-out CKX-KO2/KO5 a byly opétovné testovany metodou PCR,
aby mohla byt finalné selektovana homozygotni linie double knock-

outované rostliny Arabidopsis thaliana.
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Obr.22: Cervené oznadené vzorky 17 rostlin 2. generace, které byly
potvrzeny na homozygota AtCKX-KO5.

TESTOVANI 3.GENERACE ROSTLIN Arabidopsis thaliana

SELEKCE HOMOZYGOTNI LINIE ROSTLIN KO2 A KO5
kontrolni vzorky: WT, A2, A5

primery: o aktin
(Tag-pol, 45 cykld, 56°C, 1:30)
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o AtCKX2_ex2_rev + 319 fw_1S
(Tag-pol, 45 cykld, 56°C, 1:30)

o AtCKX5_ex4_fw + AtCKX5_int4 rev
(Tag-pol, 45 cykld, 56°C, 1:30)

A)
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Obr.23: Elektroforéza po PCR pfti selekci homozygotni linie rostlin KO2 a KO5.
A) kombinace primer{ pro aktin (650 bp), B) AtCKX2_ex2_rev + 319 _fw_1S
(857 bp), C) AtCKX5_ex4_fw + AtCKX5_int4_rev (705 bp).

Bandy o velikosti menéi nez 250 bp jsou zbytky primerd. Cervené
oznacené vzorky rostlin jsou homozygotni linie double-knockoutované
rostliny Arabidopsis thaliana. A) kombinace primert pro aktin slouzila jako

kontrola, protoze aktin je provozni gen a tedy by mél byt detekovan signal

-59 .-



ve vdech vzorcich. B) kombinace primerl potvrzuje, které vzorky rostlin
odpovidaji homozygotni linii AtCKX-KO2, neobsahuji wild-typovy AtCKX2
gen, a tedy nevznikd PCR produkt. C) kombinace primerd jsou
navrzeny pro detekci homozygotni linie AtCKX-KO5, neobsahuji wild-
typovy AtCKX5 gen, a tedy ve vSech vzorcich nevznikd PCR produkt
(viz Tabulka ¢.3).

KONTROLNI PCR POTVRZUJICI PRITOMNOST OBOU T-DNA INSERCT
kontrolni vzorky: WT, A2, A5

rimery.: o XR2_rev + AtCKX5_full_rev
(Tag pol; 45 cykld; 56°C; 2:45)
o XR2_rev + 319 fw_1S
(Taqg pol; 45 cykli; 56°C; 2:45)

A) B)
S5E 6I 9C 9eC 9¢C WT A2 A5 SE 61 9C 9eC WT A2

1600 bp

e u“-‘t. " .

1200 bp

Obr.24: Vytez z elektroforetickych geld po PCR na potvrzeni transgenity
véech 4 vzorkl selektovanych testovdnim na homozygota KO2 a KOS.

A) kombinace primerd XR2_rev + AtCKX5_full_rev (1600 bp), B) XR2_rev +
319 fw_1S (1200 bp).

Bylo potvrzeno, Zze vzorky rostlin 5E, 61, 9C a 9C jsou transgenni, tzn.
obsahuji T-DNA inserci jak v genu AtCKX2 tak AtCKX5.

CELKOVA USPESNOST SELEKCE HOMOZYGOTU

Z pGvodnich 184 testovanych rostlin 2. generace, byly 4
rostliny potvrzeny jako homozygotni linie double knock-outa AtCKX-
KO2/KO5 Arabidopsis thaliana.
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Obr.25: Celkovd Uspé&3nost selekce homozygotl. Z plvodnich 184 rostlin
byly 4 potvrzeny jako AtCKX-KO2/KO5.

9.3. APLIKACE METODY NORTHERN BLOT

Inserce T-DNA v genu AtCKX2 je vlozena v intronu, coz ma za
nasledek, ?e mlZe dochdzet k sestfihu a gen mize byt funkéni. Pro
ovéreni byla pripravena RNA prdéba pro AtCKX2 a pouzita metoda
Northern blot pro vzorky, u kterych byla potvrzena homozygotni linie
double knock-outa AtCKX-K0O2/KO5.

PRIPRAVA ZNACENE PROBY

: kontrolni RNA z kitu

: pripravena préba pro aktin (606 bp)

kontrolni préba pro aktin pfipravena v r. 2007
proba GAPDH (407 bp)

: kontrolni préba GAPDH pfipravena v r. 2007
in vitro transkript AtCKX2 (1502 bp)

: préba AtCKX2 (1502 bp)

: proba AtCKX5 (893 bp)

S Qau o a0 T o
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3000 bp

500 bp = T ‘T.T
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Obr.26: Kontrolni elektroforéza po pfipravé znacenych RNA préb.

Sipky ukazuji velikost odpovidajici ptipravenym prébam.
Dvojband, ktery vznikd u vétdiny vzorkl je zfejmé& dan tim, Ze
nedoslo k Uplné linearizaci béhem restrikce. Bandy vétsi nez 3000 bp
odpovidaji zbytku plasmidového klonovaciho vektoru. Vzorek e)
predstavuje kontrolni prébu GAPDH ptipravenou v r. 2007, nevznikl
zde band o spravné velikosti, coz je pravdépodobné dano degradaci
préby. Velikosti jednotlivych bandl nemusi zcela odpovidat velikosti

markeru, protoze byl pouzit DNA marker 100 bp na vzorky RNA.

TESTOVAN{ ROSTLIN 3.GENERACE METODOU NORTHERN BLOT

Exprese AtCKX2 se silné zvedd béhem listové senescence,
proto je potieba, aby byla RNA izolovdna ze senescenénich listd. Pro
nedostatek rostlinného materidlu (pro izolaci mRNA je potreba
minimalné 1 g listd) byly posbirdny dohromady zelené a senescenéni
listy z linii 5E+6I a listy z linii 9C+9+C. Jako kontrolni a srovnavaci
vzorek slouzily listy WT. Byla izolovana mRNA. U vzorku WT se
nepodarilo vyizolovat dostatecné mnozstvi kvalitni mRNA, pro detekci
signalu malo abundantniho genu AtCKX2. V senescencnich listech
casto byva RNA c¢aste¢né degradovana diky vyssi pritomnosti nukleas.
Byly pouzity znacené prdoby pro AtCKX2 a jako kontrolni préba pro
abundantni gen GAPDH.

Pokud velikost transkriptu double knock-outl odpovida

velikosti transkriptu WT, dochazi k sestfihu a gen AtCKX2 je funkéni.
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AtCKX2 GAPDH

Obr.27: Northern blot pro potvrzeni velikosti transkriptu.

Z databaze TAIR (www.arabidopsis.org) bylo zjisténo, ze
velikost transkriptu GAPDH (1745 bp) a AtCKX2 (1667 bp) je priblizné
stejnd, a tedy detekovany signdl AtCKX2 by mél priblizné odpovidat
Urovni bandd GAPDH. Northern blot ukéazal, Ze AtCKX2 vytvaFi
obrovsky nespecificky transkript, ktery zfejmé obsahuje i nesetfihané
introny.

9.4. APLIKACE METODY ,,REAL-TIME" PCR

Jako dalSi metodou pro ovéreni, zda dochdzi k expresi genu
AtCKX2, byla pouzita metoda ,Real-Time" PCR. Byla prepsana mRNA
do cDNA a natavena PCR reakce. Jako kontrolni vzorky slouzily WT a
double knock-out KO2/KO5 IS (pfipraveny Dr. Isabela Bartrina y Manns
nezavisle na nasi laboratofi). ,Real-Time" PCR bylo pro kazdy vzorek
nastaveno ve trfech opakujicich se sériich pro mozné statistické
vyhodnoceni.

vzorky:  cDNA 5E+6I a 9C+9-C
ziskané pri izolaci mRNA pro Northern blot

primery: - AtCKX2_TM_fw + AtCKX2_TM_rev

- AtCKX5_TM_fw + AtCKX2_TM_rev
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Obr.28: Graf genové exprese CKX2 a CKX5 u selektovanych homozygotnich
double knock-outovanych linii AtCKX-KO2/KO5 vzorkl 5E/61 a 9C/9.C.

Tabulka ¢.4: Hodnoty a jejich smérodatné odchylky exprese CKX2 a CKX5 u

selektovanych homozygotnich double knock-outovanych linii.

CKX2 CKX5
WT 1 1
5E/61 bez exprese 0,0063+0,003215
9C/9«C | 0,1050+0,055462 | 0,0060+0,002000
IS bez exprese bez exprese

Jako kontrolni vzorky byly pouzity WT, kdy byla exprese CKX2
i CKX5 vztazena k hodnoté 1 a double knock-out KO2/KO5 IS
(pripraveny Dr. Isabela Bartrina y Manns, Frei University Berlin), u kterého
nedochazelo k expresi CKX2 ani CKX5. U vzorku 5E/61 nedochazelo
k expresi v piipad® CKX2 a exprese CKX5 byla 167x snizena vi&i WT. U
vzorku 9C/9+C byla exprese CKX2 snizena 9,5x a CKX5 167x vi¢&i WT.
Exprese tedy bud neprobihala vibec nebo byla vyrazné snizena.
Detekovany signdl CKX5 v pfipadé obou vzork( a CKX2 ve vzorku

9C/9+C s nejvétsi pravdépodobnosti svédcéi o nespecifické amplifikaci.
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9.5. POZOROVANI FENOTYPU VYSELEKTOVANE HOMOZYGOTNI
LINIE DOUBLE KNOCK-OUTU ATCKX-KO2/KO5

Byl sledovan fenotyp vyselektované homozygotni linie double
knock-outl AtCKX-KO2/KO5. Kofeny byly tvofeny kofenem hlavnim
s kofeny postrannimi a délkou se neligily od WT. Velikost listd i pocet
odpovidal WT. Kvéty drobné, v kvétu se nachazely tyCinky v poctu 2+4
stejné jako u WT. Plody byly carkovité SeSule dlouhé nejcastéji 12-16 mm,
hnéda, leskla semena ulozena v jedné radé. Jejich velikost byla asi 0,5 mm,
odpovidajici WT. U homozygotni linie double knock-outl AtCKX-KO2/KOS5

nebyla pozorovana oddalena senescence, jak bylo ocekavano.
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10. ZAVER

Na zakladé poznatkl, Ze u genl AtCKX2 a AtCKX5 byla
prokdzdna silnd exprese v prib&hu listové senescence, bylo
rozhodnuto, ze bude prfipravena double knock-outovana Ilinie
Arabidopsis thaliana, kterd bude mit pravé tyto dva geny vyrazeny
z provozu. Byla ziskdna transgenni linie rostlin, u které se
predpokladalo vyrazné oddaleni senescence.

Byly ziskany homozygotni linie Arabidopsis thaliana s knock-
outovanym genem AtCKX2 (SALK_068485.17.10.x) a knock-outovanym
genem AtCKX5 (SALK_064309.55.75.x) pomoci vloZzeného Ti-plasmidu. Tyto
dvé linie byly navzajem zkfizeny. Po samospraseni 1. generace rostlin byla
ziskana 2. generace, ktera byla postupné testovana a byla selektovana
homozygotni linie double knock-outa AtCKX-KO2/KO5.

Z plvodnich 184 testovanych rostlin 2. generace byly ziskany 4
rostliny pozitivni jak pfi testovani na transgenitu, to znamena, ze obsahuji
T-DNA inserci v genu AtCKX2 a AtCKX5, tak pfi prokdzani homozygott, kdy
bylo potvrzeno, Ze obsahuji preruseny gen pro AtCKX2 a AtCKX5. Tyto
rostliny byly potvrzeny jako homozygotni linie double knock-out AtCKX-
KO2/KO5.

Jeliko? je inserce u plvodni ziskané linie s knock-outovanym genem
CKX2 (SALK_068485.17.10.x) vlozena v intronu, bylo mozné, Ze dochazi k
sestfihu intron, coZ by znamenalo, e gen AtCKX2 je stale funkéni a
dochazi k normalni expresi CKX2. Proto byl proveden Northern blot jako
kontrolni metoda, aby bylo prokazano nebo vyvraceno, zda transkript, ktery
vznika, ma stejnou velikost jako WT.

Byla pfripravena znacend RNA préba pro AtCKX2, vyizolovana mRNA
ze zelenych i senescenénich listl potvrzenych homozygotl knock-out
AtCKX-K0O2/KO5 a WT jako kontroly.

Na zakladé metody Nortern blot sice nemohla byt srovnana velikost
transkriptu ziskanych homozygotd s WT zdlvodu nedostate¢ného
vyizolovani kvalitni mRNA z wild-typovych senescenénich listd. Bylo ale
zjisténo, ze velikost transkriptu GAPDH a AtCKX2 je priblizné stejna, a
tedy detekovany signal AtCKX2 by mél priblizné odpovidat uUrovni
bandd GAPDH. Northern blot ukdzal, Ze AtCKX2 vytvaii velky
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nespecificky transkript, ktery zfejmé obsahuje i nesetfihané introny.
Gen AtCKX2 tedy s nejvétsi pravdépodobnosti neni funkdni.

Jako dalsi metodou pro ovéreni, zda dochazi k expresi genu
AtCKX2, byla pouzita metoda ,Real-Time" PCR. Byla prepsana mRNA
do cDNA a natavena PCR reakce.

Metoda ,Real-Time" PCR ukazala, Ze u vzorku 5E/6I exprese
CKX2 neprobihd a u vzorku 9C/9-C byla exprese CKX2 snizena 9,5x
vaci WT.

Byl sledovan fenotyp vyselektované homozygotni linie double knock-
outd AtCKX-KO2/KO5. Fenotyp se nijak vyznamné v 2adném aspektu nelisil
od WT linie rostlin Arabidopsis thaliana. U homozygotni linie double knock-
outd AtCKX-KO2/KO5 nebyla pozorovédna oddalend senescence, jak bylo
ocekavano.

Na vyselektovanych homozygotnich linii double knock-outld AtCKX-
KO2/KO5 bude déle sledovdna exprese daldich &lend rodiny AtCKX gend,
coz se vramci mé diplomové prace z ¢asovych dlvodl nestihlo. Bude
studovano, zda dochazi ke zvySovani exprese nékterého z nich béhem
listové senescence a tedy, jestli dochazi k jejich redundanci za knock-
outované geny AtCKX2 a AtCKX5.
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11. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AHK
AHP
ARR

Anti-Digoxigenin-AP
BamHI

bp

CAT

CSPD

cDNA
CKX
CKX-KO2
CKX-KO5
CKX-KO2/KO5
CTAB
DEPC
dNTP
DSB
EDTA
FAD
GAPDH
gDNA
GFP

HR

MES
MOPS
MS

NHEJ
NLS

NPC

PCR

PEG

histidinkinasa Arabidopsis

histidinfosfotransferovy protein

regulatory odpovédi uplatiujici se v signalni draze
cytokininl

protilatka proti digoxigeninu s alkalickou fosfatasou
restrikéni enzym z Bacillus amyloliquefaciens

pocet bazi

chloramfenikolacetyltransferasa

disodnd sOl  3-(4-methoxy-spiro{1,2-dioxetan-3,2 -
(5 "chloro) ricyklo [3.3.1.13'7]dekan}-4-yl)fenyl fosfat

komplementarni DNA

gen kddujici cytokinindehydrogenasu
knock-outovany gen CKX2
knock-outovany gen CKX5

double knock-outované geny CKX2 a CKX5
cetyltrimethylamoniumbromid
diethylpyrokarbonat

smés deoxynukleotidtrifosfatd
dvouvlaknové zlomy
ethylendiamintetraoctova kyselina
flavinadenindinukleotid
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
genomova DNA

zeleny fluorescencni protein
homologni rekombinace
2-morfolinoethanosulfonova kyselina
3-[N-morpholino]propansulfonova kyselina
Murashige a Skoog (MS) médium
nehomologni spojovani koncd
jaderny lokalizacni signal

komplex jadernych pérd
polymerasova retézova reakce

polyethylenglykol
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PTGS
ROX
SDS
SSC
TAE
Taqg-Pol
T-DNA

TE
TGS
WT
Xhol
ZFN
ZFP

post-transkripéni uml&ovani gend
referencni barvivo pro ,Real-Time" PCR
dodecylsiran sodny

roztok chloridu a citronanu sodného

pufr obsahujici Tris-octan-EDTA
polymerasa z Thermus aquaticus
transferova DNA z Agrobacterium prenasena do genomu
hostitelské rostlinné bunky

pufr obsahujici Tris-EDTA

transkripéni umléovani genl

wild-type

restrikéni enzym z Xanthomonas holcicola
nukleasy zinkového prstu

proteiny zinkového prstu
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