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Hladiny rostlinnych hormont cytokininti jsou v pletivech
prisn¢ regulovany enzymy jejich metabolismu. Jednim
z takovych regula¢nich mechanismii je inaktivace
cytokinini  glykosylaci jejich molekuly pilisobenim
glykosyltransferas (UGT). V genomu Arabidopsis thaliana
bylo identifikovano celkem pét UGT, které by se mély dle
predikce lisit v lokalizaci na trovni bunky. Cilem
bakalatské prace bylo odhalit bunéénou lokalizaci posledni,
zbyvajici UGT — AtUGT73C1, u které jesté¢ neni znama a
to pomoci fuze se zelenym fluorescencnim proteinem GFP.
Experimentalni ¢ast sestava z pripravy bindrniho vektoru,
transformace  Agrobacterium  rhizogenes,  pfipravy
transgenniho  pletiva, jeho ovéfeni a konfokalni
mikroskopie. Navic je ovéfena funkcnost vakuolarniho
signalniho peptidu pro cileni enzymii metabolismu
cytokininti do vakuoly. Teoreticka ¢ast se zabyva resersi na
dané téma, zatimco v experimentdlni ¢asti jsou popsany
dil¢i experimenty. V ramci prace je za pomoci vlastniho
modelu  diskutovdna lokalizace inaktivacni  dréhy
cytokinin vV ramci doposud znamého konceptu funkce
metabolismu cytokininii na Grovni bunky.
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Levels of plant hormones cytokinins in plant tissues are
strictly regulated by enzymes of their metabolism. One of
these regulatory mechanism is inactivation of cytokinins by
glycosylation of their molecule by glycosyltransferases
(UGT). In Arabidopsis thaliana genome, five UGT with
different prediction of subcellular localization were
identified. The aim of this bachelor thesis was to determine
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Cile prace

Zpracovani literarni reSerSe na téma subcelularni lokalizace, tfidéni proteint
Vbuiice a jednotlivé typy signédlnich sekvenci. Déle zaméfeni na vakuoly,
mechanismus transportu do vakuol a tonoplastu. Nakonec shrnuti poznatkli o
cytokininech, jejich inaktivaci glykosyltrasferasami a transportu v rostlinach.
Ptiprava binarniho vektoru AKK1472B molekularné biologickymi metodami.
Transformace Agrobacterium rhizogenes.

Pfiprava transgenniho pletiva metodou ,,Tomato hairy root transformation®.

Oveéfeni transgenniho pletiva fluorescencni mikroskopii.

Studium subcelularni lokalizace pomoci konfokalni mikroskopie.

Osvojeni si metodiky pii ovérovani subcelularni lokalizace GFP.



1 UVOD

Organely eukaryotické buiiky nemaji schopnost syntetizovat potiebné proteiny, nebo je tato
schopnost hodné omezend. Proto po translaci nov€ syntetizovany protein musi byt
dopraven do mista plisobeni. Translokace proteinu v bufice probiha riiznymi mechanismy,
diky kterym jsou proteiny tiidény a zacileny do spravnych kompartmenti v buiice na
zaklade jejich vlastnosti a funkce.

Jednim z mechanismi, jakymi mohou byt proteiny v bunice tfidény, zahrnuje
pfitomnost signalni sekvence na proteinovém fetézci. Jedna se o sekvenci aminokyselin, se
kterou je protein syntetizovan. Poloha této sekvence na proteinu a jeji charakteristické
aminokyselinové slozeni jsou pak esencidlni pro rozpoznani této sekvence receptory a
transport do spravné bunécné destinace.

Rostlinné hormony cytokininy hraji v buice velmi dllezitou roli, a proto musi byt
jejich metabolismus dikladné regulovan riznymi mechanismy. Jednim z mechanismu je
jejich inaktivace glykosylaci pomoci enzymu glykosyltransferas. V rostliné Arabidopsis
thaliana existuje pét cytokinin specifickych UDP-glykosyltransferas, které se od sebe lisi.
S vyjimkou UGT73C1 (EC 2.4.1.203) byly stanoveny jejich subcelularni lokalizace, které
mohou nastinit, jakymi metabolickymi drahami tyto enzymy prochazeji. Primarnim cilem

této bakalarské prace bylo stanovit subcelularni lokalizaci UGT73Cl.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Lokalizace proteinii na Grovni buné¢nych kompartmenti

Proteiny jsou V eukaryotické bunce cileny podle jejich funkce do jednotlivych
kompartmentt. Proto u novych proteind, které byly ptedpovézeny metodami sekvencovani
bunécného genomu, ale doposud nebyly charakterizovany, muze byt jejich funkce
nastinéna na zaklad¢ stanoveni subcelularni lokalizace. (Dunkley et al., 2004).

Vétsina proteinil je syntetizovana v cytosolu a dale urcena k sekreci pies systém
endomembran, aby mohly byt dopraveny na misto urceni, kde budou vykondvat svou
funkci nebo mohly byt uloZzeny ve vakuolach k pozdéjSimu vyuziti jako zdroj dusiku.
Cilovou destinaci proteinu piedurcuji specialni aminokyselinové sekvence umisténé velmi
Casto na N-konci proteinu (ale také na C-konci nebo uprostied proteinu) (Nakai, 2000).
Tyto sekvence jsou rozpoznavany receptory a nasledné tfidény pro transport riznymi
mechanismy. Obecné jsou proteiny a dals$i makromolekuly v bufice transportovany

systémem vacku, tzv. vezikul.

2.2 Od translace k subcelularni lokalizaci

2.2.1 Translace

Translace medidtorové RNA je poslednim krokem genové exprese. Je to proces, pii kterém
v bunce dochazi ke skladani aminokyselin do polypeptidového fetézce, tzv. primarni
ktera je nutna k syntéze aminokyselin, transferové RNA, translacnich faktori, vytvofeni
peptidovych vazeb a celému prubéhu translace (Mathews et al., 2000). Takto naro¢ny a
komplexni proces musi podléhat ditkladné regulaci. Translace se da rozdélit na nékolik
samostatnych fazi — iniciace, elongace, terminace a recyklace ribozomu.

Syntéza proteinl je primarné regulovana pfi iniciaci. Tato faze zafind navdzanim
podjednotka ribosomu navaze na 5' konec mRNA. Pfi rozpoznani startovaciho kodonu
AUG dojde k piipojeni velké podjednotky ribozomu (60S) nesouci peptidylové misto (P) a

vytvoti se kompletni ribozom (80S). Tento sled reakci byva povazovan za kliCovy pfi fizeni



.....

2002).

Ve fazi elongace postupuje ribozom po jednotlivych kodonech mRNA vldkna
smérem k 3' konci. Nabita tRNA nesouci konkrétni aminokyselinu (aa-tRNA) se navaze do
aminoacylového mista (A) v zavislosti na kodonu kodujicim danou aminokyselinu
(Merrick a Nyborg, 2000). Aminokyselina je ptipojena k peptidovému fetézci peptidovou
vazbou a tRNA je z A mista uvolnéna. Ribozom pfechazi na nasledujici kodon a timto
zpusobem je syntetizovan polypeptidovy fetézec. Tato faze je zavisla na dodavkach energie
a také dostupnosti aa—tRNA.

V idedlnim piipadé je translace ukoncena dosaZenim terminacniho kodonu UAA,
UAG nebo UGA po némz nasleduje uvolnéni polypeptidového fetézce z ribozomu a rozpad
ribozomu na 60S a 40S podjednotku (Skjendal-Bar a Morris, 2006).

2.2.2 Mechanismy, kterymi proteiny mohou dosahnout svého cilového

kompartmentu

Existuje vice zpisobt, jakymi mizou proteiny dosahnout jejich cilového kompartmentu
Vv burice. O konkrétnim mechanismu rozhoduje typ proteinu, typ organely, do které ma byt
zacilen, poloha signalni sekvence v proteinu a lokalizace proteinu v pfislusné organele.
Velmi efektivnim zplisobem zacileni produkti genové exprese do specifického
kompartmentu nebo regionu bunky je ptimo zacileni mRNA. Lokalizace MRNA ma mnoho
divodi. Ukazala se jako klicovy krok pii urceni funkce buiky a polarnim ristu. SlouZzi
k rozdéleni specialnich mMRNA a mRNA kodujicich napiiklad izoenzymy, vymezeni
translace na specifické misto v buiice a zabezpeCeni produkce lokalizovaného proteinu
v ur¢itém regionu nebo kompartmentu buriky i ve vysoké koncentraci (Kloc et al., 2002).
Po transkripci opousti mRNA jadro do cytoplasmy, aby mohla podstoupit translaci
tak, jak byla popsana vySe. OvSem nékteré mRNA nepodstoupi translaci do doby, nez
dosahnou jejich cilové destinace. Lokalizace muze probé¢hnout nékolika mechanismy. RNA
se mizou pohybovat difuzi nebo proudénim cytoplasmy a zakotvit na ur¢itém misté bunky
pfi rozpoznani receptory. Hlavni mechanismus ale probiha tzv. RNA lokaliza¢ni drahou

(Wilhelm a Vale, 1993), kdy je mRNA aktivn¢ transportovana na misto urceni (obrazek 1).
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Obrazek 1: Model aktivniho transportu mRNA pomoci ribonukleproteinového komplexu. (1)
Vytvoteni ribonukleoproteinové Castice interakci mRNA a RNP komplexu, (2) translokace RNP
¢astice pomoci cytoskeletu, (3) zakotveni RNP ¢astice, (4) translace mRNA (Pfevzato a upraveno
Wilhelm a Vale, 1993).

Nejprve dojde k vytvofeni velkého ribonukloproteinu, ktery se jako transportni
komplex pohybuje podél mikrofilament a mikrotubuli. Nakonec dojde k zakotveni
transportované mRNA. Pfi vytvofeni transportniho komplexu musi transportni proteinova
Castice rozpoznat RNA ,,zip-code®, sekvenci na 3' konci RNA, kterd nepodléha translaci.
Rozpoznéni této sekvence proteinovou transportni castici je dilezité pro spravnou
lokalizaci a naslednou translaci (Okita a Choi, 2002).

Dalsi zptisob dopraveni proteinti na misto jejich ur¢eni mize probéhnout konvencni
sekre¢ni drahou nebo nekonvenéni sekrecni drahou. V konvenéni sekre¢ni draze je protein
nejprve translokovan za pomoci specialni sekvence aminokyselin, tzv. signalniho peptidu
lokalizovaného na N-konci polypeptidového fetézce do lumen endoplazmatického retikula,
kde proteiny podl€haji posttranslaénim modifikacim nezbytnym pro jejich funkci. Dale
pomoci transportnich vezikul putuji pies Golgiho aparat a trans-Golgiho sit’, aby dosahly
cytoplasmatické membrany nebo extracelularniho prostoru. Nekteré proteiny bez
signalniho peptidu ovSem piesto dojdou az k cytoplazmatické membrané a nékteré proteiny
se signalnimi peptidy doputuji k cytoplazmatické membrané nebo do extracelularniho
prostoru bez pruchodu Golgiho aparatem. Tyto dvé vyjimky popisuje nekonvenéni sekre¢ni

draha proteint (Ding et al., 2014).



2.2.3 ,,Protein sorting* a proteinové tridici signaly

,Protein sorting™ by se dal v piekladu vyjadtit jako tfidéni proteinti, které probiha na
zékladé jejich charakteristickych vlastnosti a funkce do jednotlivych kompartmentu.
VétSina proteinll je syntetizovana v cytosolu a déle tfidéna do jednotlivych destinaci
v bunce jako jsou mitochondrie, chloroplasty nebo vakuoly. U vétSiny proteint je
informace o subcelularni lokalizaci uloZena v kratkém tseku aminokyselinové sekvence
nazyvané proteinovy tiidici signdl (Nakai, 2000). Konkrétni sloZeni této aminokyselinové
sekvence a charakter aminokyselin ovliviluje zacileni proteinu do spravné destinace.
Proteiny lokalizované do cytosolu neobsahuji Zadnou signalni sekvenci. Ttidéni proteinti je
obecné zalozeno na dvou mechanismech. Signalni sekvence muze zpusobit zamezeni
vstupu proteinu do transportni vezikuly a tim zadrzet protein na urcitém misté v burice.
ZadrZeni muze zpisobit 1 vytvofeni oligomerti a agregatli proteinti, které tak mohou byt
moc velké na transportni vezikulu. Druhym zplisobem miize signalni sekvence pfedurovat
protein k transportu na specifickou lokaci. V obou pfipadech je signal rozpoznan receptory,
které rozhoduji o nasledném osudu proteinu (Harter, 1996).

Proteiny ur¢ené k translokaci do lumen endoplazmatického retikula obsahuji na N-
konci signalni sekvenci nazyvanou vedouci sekvence nebo tzv. signalni peptid. Tato
sekvence obsahuje kolem 7 — 30 rezidui a mtize byt rozdélena na tii hlavni ¢asti: pozitivné
nabita N-terminacni ¢ast, centralni hydrofobni ¢ast a polarni C-terminaéni ¢ast, ktera také
zahrnuje $tépici misto pro signalni peptidasu (EC 3.4.21.89). Pii translokaci proteinu do
lumen ER hraje kli¢ovou roli signélni rozpoznéavaci ¢astice (SRP), ktera se sklada ze Sesti
proteini (SRP9, SRP14, SRP19, SRP54, SRP68 a SRP72) a jedné RNA molekuly (Keenan
et al., 2001). SRP se vaze na signalni peptid jakmile je syntetizovan. Dochazi ke zpomaleni
translace, coz umoznuje komplexu ribozomu, vznikajicimu polypeptidovému fetézci a SRP
rozpoznat SRP-receptor (SR) na membrané¢ ER a pfipojit se kni. (Potter, 2001). Po
prachodu proteinu do ER signalni peptidasa odstépi signalni peptid a polypeptidovy fetézec
je dale upravovan tak, aby mohl spravné plnit jeho funkci. Po odstépeni signalniho peptidu
mohou proteiny obsahovat sekundarni sekvenci poskytujici informaci o nasledné
translokaci sekrec¢ni drahou do bunéénych kompartmentd.

Proteiny, jejichz cilovou destinaci jsou chloroplasty, rovnéz obsahuji signalni
sekvenci na N-konci fetézce, ktera se nazyva tranzitni peptid (CTP). Ten se sklada z 13 —

146 rezidui s charakteristicky vysokym obsahem hydroxylovanych a hydrofobnich
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aminokyselin spolecné s pozitivn¢ nabitymi a par kyselymi aminokyselinami
(Zhang, 2002). V chloroplastech jsou c¢TPs odStépeny stromalni procesujici peptidasou
(EC 3.4.21.102) (Schleiff a Becker, 2011).

Tranzitni peptid, ktery urCuje protein k translokaci do mitochondrii (MTP), je
charakteristicky vysokym obsahem argininu, alaninu a serinu. Naopak pfitomnost
negativné nabitych AMK je ojedin€la. Na rozdil od cTP ma sklon utvafet amfifilni a-helix
S hydrofobnimi rezidui zapojenymi do interakce s receptorem Tom 20 na vnéjsi
mitochondrialni membran¢ (Mackenzie, 2005). mTPSs jsou po prichodu membranami do
matrix mitochondridlni procesujici peptidasou (EC 3.4.24.64) (Lee, 2013).

Porovnani mitochondridlnich a chloroplastovych signdlnich sekvenci a signalnich

peptida piedurcujicich protein pro vstup do ER mizeme vidét na obrazku 2.

SPP
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yMPP
mitochondrial NG

matrix

MPP Y MIP
 —
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secrelory N R
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Y misto Stépeni

Obrazek 2: N-koncové cilici sekvence a peptidasy zodpovedné za odstépeni téchto sekvenci. cTP,
chloroplastovy tranzitni peptid; mTP, mitochondridlni cilici peptid; SP, signdlni peptid; IMS,
mezimembranovy prostor (u mitochondrii); MIP, mitochondrialni intremediatova peptidasa (EC
3.4.24.59); SPP, stromalni zpracujici peptidasa; MPP, mitochondrialni zpracujici peptidasa; IMP,
mitochondrialni vnitromembranova peptidasa (EC 3.4.99); SPasa, signalni peptidasa (pievzato a
upraveno z Emanuelsson, 2000).



Dale mohou byt proteiny zacileny do peroxisoml pomoci signalni sekvence
nazyvané peroxisomalni cilici signal (PTS) u které rozeznavame typ I a typ II. PTSI se u
peroxisomalnich proteinti vyskytuje ¢astéji. Nachazi se na C-konci proteinu a obvykle se
sklada Z konvenéni sekvence (Serin/Alanin/cystein)-(Lysin/Arginin/Histidin)-
(Leucin/Methionin) (Lametschwandtner et al., 1998). Oproti tomu PTSII se nachazi na N-
konci proteinu a je popsan jako nonapeptid Arginin-(Leucin/Valin/Isoleucin/Glutamin)-xx-
(Leucin/Valin/Isoleucin/Histidin)-(Leucin/Serin/Glycin/Alanin)-x-(Histidin/Glutamin)-
(Leucin/Alanin) (Rachubinski a Subramani, 1995).

Proteiny se zacilenim do jadra obsahuji tzv. jaderny lokaliza¢ni signal (NLS)
zprosttedkovavajici transport. NLS muze mit nékolik motivii. MiiZe se jednat o kratkou
¢ast aminokyselinové sekvence bohatou na pozitivné nabitd rezidua, nebo bohatou na
glycin s obsahem par kladn¢ nabitych rezidui (Bonifaci et al., 1997). Dale se miZe jednat o
shluk bazickych rezidui, kterym predchazi aminokyselinovy zbytek rozrusujici helix nebo o
dva shluky bazickych rezidui separovanych deviti az dvanacti aminokyselinami (Boulikas,
1993).

Proteiny, jez jsou urceny k translokaci do vakuol, musi obsahovat vakuolarni tfidici
determinanty (VSDs). V rostlinné buiice se muzou vyskytovat tfi rizné typy VSDs:
specifické sekvenéni VSDs (ssVSD), C-termina¢ni VSDs (ctVSD) nebo strukturné
fyzikalni VSDs (psVSD) (Matsuoka a Neuhaus, 1999; Vitale a Raikhel, 1999). Funkce
ssVSD neni ovlivnéna pozici na polypeptidovém fetézci, 1 kdyz Castéjsi je jejich umisténi
na N-konci (Koide et al., 1999). Pro tyto determinanty je charakteristicky motiv NPIRL.
ctVSDs se musi striktné vyskytovat na C-konci proteinu a jsou bohaté na hydrofobni
aminokyseliny. Tyto determinanty jsou vysoce variabilni v délce aminokyselinové
sekvence. Nejmensi pocet jsou ¢tyfti AMK (Frigerio et al., 2001). Fyzikalné strukturni
VSDS jsou zalozeny na proteinové struktufe a mohou byt déale déleny na dva podtypy.
Prvni podtyp je slozen z mnohacetnych internich domén, které mohou vytvaret struktury
vys$§iho fadu, které pak funguji jako VSDs. Druhy podtyp je tvofen agregatem zasobnich

proteint semene uloZenych pravdépodobné v Golgiho aparatu (Vitale a Hinz, 2005).



2.3 Vakuoly

Vakuoly rostlinnych bun€k jsou organely plnici fadu dualezitych a esencialnich funkci pro
bunku. Funguji jako zasobarna pro ionty, proteiny, aminokyseliny, cukry, oxid uhli¢ity a
metabolity, reguluji pH uvnitt buiiky, zajist'uji bunécnou homeostazu, hraji klicovou roli pti
detoxifikaci, jsou zapojeny do bunééné odpovédi pii stresu vyvolaném biotickymi a
environmentalnimi faktory. Piivodné byly vakuoly objeveny v buiikach semene a byly tak
povazovany za nitrobunécné organely slouzici pro skladovani proteini (Miintz, 1998).
Pozdé&ji byly vakuoly objeveny také v jinych typech bunék, jako jsou burky listti a dokonce
kofenu (Jiang et al., 2000; Park et al., 2004).

Nejveétsi organelou v bunice je centralni vakuola, také nazyvana lyticka vakuola,
ktera miize zaujimat vice nez 80% celkového objemu buiiky. Protoze se v nich uklada
vétsina bunéénych mineralt a vody, slouzi tyto vakuoly k udrzovani turgoru a hraji tak
zasadni roli ve fyziologii rostliny. Dalsi funkci je ukladani odpadnich latek a xenobiotik
Z cytoplasmy a detoxifikace bunky. V téchto vakuolach se také ukladaji sekundéarni
metabolity a proteiny zapojené do rostlinné obrany pted patogeny a herbivory. Stejné jako
lysozomy v zivocisnych bunkach lytické vakuoly obsahuji hydrolytické enzymy. Maji pH
okolo 4 — 5, u citrusovych rostlin mohou dosahnout az pH 2 (Echeverria a Burns, 1989).
V nékterych typech bunék tyto vakuoly dale mohou obsahovat signalni molekuly nebo také
barviva, jako naptiklad antokyany.

V rostlinné¢ buinice se muZze vyskytovat vice typi vakuol a mizou dokonce
koexistovat vedle sebe vjedné buiice (Obrazek 3). Lisi se tvarem, velikosti, funkci,
obsahem rozpustnych protein a typem aquaporini. Z hlediska jejich funkce miizeme
rozliSovat vakuoly lytické, které byly popsany vyse, proteinové zasobni vakuoly a vakuoly
spojené se senescenci (SAVs).

Hlavni funkci proteinovych zasobnich vakuol je skladovani proteint, aby mohly byt
pouzity pozdgji jako zdroj dusiku pii vyvoji semene a kli¢eni. Casto také obsahuji toxické
proteiny, jako jsou lektiny, inhibitory proteas a proteiny inaktivujici ribosomy, které
pravdépodobné chrani semeno pted predatory. Oproti lytickym vakuoldm maji vyssi pH a
niz8i hydrolytickou aktivitu (Swanson a Jones, 1996). Nicméné taktéz obsahuji lytické
proteasy, glykosidasy a RNasy (Hara-Nishimura et al., 1993). Pfi mobilizaci proteini se
mohou docasné premeénit na lytické vakuoly (Swanson a Jones, 1996; Herman a Larkins,

1999).
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Obrazek 3: Fotografie z mikroskopie vyuzivajici imunoznaceni ¢asteCkami zlata zobrazujici rizné
typy vakuol koexistujici V jedné bunice ve vyvijejicich se embryonalnich burikach Arabidopsis
thaliana. Méfitko: (A) 320nm, (B) 120 nm. (Pfevzato a upraveno ze Frigerio et al., 2008).

Senescence listil je vysoce regulovany proces (Swidzinski et al., 2002). Béhem
senescence dochazi k degradaci proteint, lipidi a nukleovych kyselin a uvolnéné Ziviny
jsou odvadény z bunky pro dal$i vyuziti v jinych ¢astech rostliny (Lim et al., 2003).
Proteolytickd aktivita v odumirajicim listu je lokalizovana zejména ve vakuole (Feller a
Fisher, 1994). V burce byly objeveny vakuoly spojené se senescenci (SAVs), hrajici pfi
senescenci dilezitou roli. SAVs nejsou propojeny s centralni vakuolou a maji kyselejsi pH.
Tyto vakuoly vykazuji silnou Cys-proteasovou aktivitu a v jejich lumen nejspise dochazi
k degradaci buné¢ného obsahu (Otegui et al., 2005).

Riazné typy aquaporinti neboli ,,tonoplast-instrict proteins* (TIPs) jsou obsazeny
vV membrané vakuol. Proteinové zasobni vakuoly maji a-TIPs, lytick¢ vakuoly maji
v membrané y-TIPs. Tteti typ d-TIPs mize byt pfitomen v membrané obou typt vakuol.
SAVs v tonoplastu zcela postradaji y-TIPs (Otegui et al., 2005). Vakuoly, které
Vv tonoplastu obsahuji 3-TIPS jsou specializovany na skladovani pigmentid a VSPs (Jauh et
al., 1998).



2.3.1 Vyvoj vakuol béhem Zivota rostlin

Vakuoly v rostlinnych bunkach maji rozdilnou morfologii a dynamiku v riznych typech
buné¢k a pfi riznych podminkach. V buiikach prochéazejicich diferenciaci, zranim a v plné
diferenciovanych buiikdch byly pozorovany rizné typy vakuol V reakci na aktudlni potieby
buiiky (Marty, 1999).

Béhem embryogeneze Arabidopsis se tvori velka lytickd vakuola v oplodnéné
zygoté. Zygota se nasledné de¢li, aby mohla vzniknout bazalni bunika a apikalni butika.
Lyticka vakuola se rozviji v obou téchto bunkach (Zouhar a Rojo, 2009). Béhem vyvoje
embrya je tato Iyticka vakuola nahrazena proteinovou zasobni vakuolou, ktera shromazd’uje
zasoby minerald a zasobni proteiny semene (SSPs) (Mansfiel a Briarty, 1991). Pfitom PSV
se zdd mit autofdgovou ontogenezi. Za€ina v bunice jako systém tubulll nebo cisteren, které
obklopi jiz existujici LV a pohlti ji (Hoh et al., 1995).

Béhem germinace jsou zasoby vyuzity jako zdroj energie pro rostouci embryo
(Pritchard et al., 2002). Po jejich vycerpani je PSV nahrazena opét LV, ktera zvétSuje
objem a vytvaii turgor, aby podpofila buiky pii rastu (Mansfield a Briarty, 1996). Preménu
PSV na LV je mozno pozorovat také v bunikdch kofene v meristematickém pletivu
kofenové $picky (Olbrich et al., 2007).

Predmétem studii je, jakym zplisobem dokaze nahradit jeden typ vakuoly druhy.
Jednou z moznosti, kterou potvrdily experimenty je, ze vakuola je pfeprogramovana.
Mansfield a Briarty (1996) pozorovali pfi germinaci a vyvoji semene vice PSV, které se
spojily dohromady a vytvotily tak LV. Dalsi moznosti je syntéza vakuoly de novo, jejimz

prikladem je autofagie uvedena vyse.

2.3.2 Tonoplast

Tonoplast je membrana vakuol s vysokou funkéni organizaci. Struktura odpovidé struktuie
plazmatické membrany, ovSem li§i se v zastoupeni jednotlivych lipidi a obsahuje
specifické proteiny (rozdil v zastoupeni transportnich proteinti mozno vidét na obrazku 4).
Mnoho proteint tonoplastu napomahé a podporuje funkci riznych typt vakuol. Jedna se o
pumpy jako je vakuolarni H'-ATPasa (V-ATPasa, EC 3.6.1.3) nebo H'-pyrofosfatasa (V-
PPasa, EC 3.6.1.1), membranové prenasece, jejichz piikladem mtize byt Ca®*/H" antiportér

a Na*/H" antiportér, iontové kanaly, receptory a strukturni proteiny.
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Obrazek 4: Nakres vSech existujicich transportnich systémid v membranach rostlinnych bunék.
Tonoplast a plazmaticki membrana obsahuji iontové kanaly a H* pumpy, tonoplast navic H*
antiportéry a ABC transportéry, PM navic H'/rozpusténé latky symportéry (pfevzato z Etxeberria,

2012)
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Velké zastoupeni v tonoplastu maji vodni kanaly aquaporiny. VSechny proteiny
Vv tonoplastu zprosttedkovavajici transport spolecné spolupracuji. Naptiklad protonové
pumpy vytvareji pH gradient, ktery nasledné vyuZzivaji pro svou funkci antiportéry. Iontové
kandly vyuzivaji membranovy potencidl vytvofeny protonovymi pumpami, coz dale
ovlivituje funkci aquaporini. Tato spoluprace reguluje pH uvnitf vakuol, mnoZzstvi

uloZenych latek a objem vakuol (Maeshima, 2001).

2.4 Mechanismus transportu do vakuol

Klicovou roli pfi transportu do vakuol hraji protonové pumpy, které vytvari
transmembranovy protonovy elektrochemicky gradient fidici transport rozpusténych latek
pfes membranu (obrazek 5).

Vroce 1989 byla popsédna nejpocetnéj$i skupina proteini v membrané vakuol
nazvané a-TIPS, tzv. vnitini tonoplastové proteiny (Johnson et al., 1989). Pozd¢ji byly
objeveny v membrané centralni vakuoly u fedkve y-TIPs (Maeshima, 1992). Oba typy
proteinti patii do super rodiny aquaporind a plni funkci vodnich kanalti (Martinoia et al.,
2007).

ABC-type transporter

V-H"ATPsse wpp OOFiH

ADP + Pi
H

*  X-conjugate

ApH; AN

) Cat*
PP1

H+
A S
H*-PPase
Pi + Pi £ i
H+

Obrazek 5: Protonové pumpy zajistujici elektrochemicky gradient (Cerven¢), sekundarni aktivni
transport pohanény protonovym gradientem (zelené), aktivni transport ABC-typu transportéru
(modie) v rostlinné vakuole. S — neutralni rozpusténa latka; A™ - anion; cat” - kation; X-konjugat —
konjugat metabolitu X (sekundarni metabolit nebo xenobiotikum) s hydrofobni slozkou jako je
glukosa, glutathion, AMK, malonat nebo sulfat (pfevzato a upraveno z Martinoia et al., 2000).
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Vakuoly jsou dilezité pro pfechodné uchovavani primarnich metaboliti a v zajmu
udrzeni cytosolické homeostdze nezbytné pro spravnou funkci metabolismu. V zdsobnim
pletivu jsou sacharidy skladovany ve vakuolach ve vegetativnim obdobi, aby pozdéji mohly
byt vyuzity jako zdroj energie pro riist. Oproti tomu vakuoly v listech musi byt schopny
rychle akumulovat a uvolnit sacharidy, jako je naptiklad sacharosa nebo glukosa. K pfijmu
takovych sacharidi do vakuol v listech dochazi usnadnénou difuzi (Kaiser a Heber, 1984;
Martinoia et al., 1987). Vétsi sacharidy (napi. stachyosa) mohou byt transportovany do
vakuoly protonovym antiportérem.

Piijjem aminokyselin je zprostiedkovan pfenaSeCem nebo pumpou, které jsou
modulovany volnou ATP a zprostiedkovavaji ptijem i vydej aminokyselin (Dietz et al.,
1989).

Transport organickych kyselin byl studovan na kyseliné malonové, kterd hraje
klicovou roli v metabolismu rostlin (Martinoia a Rentsch, 1994). Pfijem je zprostfedkovan
elektrochemickym potencidlem, ktery generuji protonové pumpy. Vydej malatu probiha
pies kanal, ktery miZze byt inhibovan chloridovymi anionty v lumen vakuoly (Plant et al.,
1994).

Pii studiu propustnosti membrany pro anorganické ionty bylo prokézano, ze ionty
NO?¥ jsou propoustény rychleji, nez CI'. lonty SO,% a HPO,* prochazi membranou velmi
pomalu (Churchill a Sze, 1984). CI" je transportovan ptes tonoplast aktivnim transportem.
(Martinoia et al., 1986). V bunikach Vicia faba byly identifikovany vakuolarni CI” kanaly
(Pei et al., 1996). NO3™ vykazuje nejvétsi propustnost pies tonoplast (Sze, 1985). Transport
je zprostiedkovan NOs;/H" antiportérem (De Angeli et al. 2006; Geelen et al., 2000).
Piijem SO~ je iniciovan MgATP. Builka v cytosolu uchovava konstantni koncentraci P;.
Pfi sniZeni P; v cytosolu dochazi k uvolnéni P; z vakuoly, aby se jeho hladina vyrovnala.
Naopak pii nadbytku dochazi k od¢erpavani P; do lumen vakuoly (Rebeille et al., 1983).
Transport do vakuol probihad pies vakuolarni fosfatovy kanal, ktery je silné stimulovan
MgATP a Mg-pyrofosfatem. Pfijem P; je inhibovan bafilomycinem a konkanamycinem,
které inhibuji H" pumpu. To naznaduje, Ze transport P; pfes membranu je zaloZen na
elektrochemickém gradientu generovaném protonovymi pumpami (Massonneau et al.,
2000).

Membranovy potencidl tonoplastu na strané cytosolu je negativni. To naznacuje, zZe

transport anorganickych kationtd ven z vakuoly je mozny, pouze pokud je energeticky
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pohanén. Pro K* bylo charakterizovano né&kolik kanali. Prvni kandl se nazyva pomalu
aktivujici se vakuolarni kanal (SV kanal) (Hedrich et al., 1986). Ten je pomalu aktivovan
ca** ionty a kalmodulinem, a dale je modulovan reverzibilni fosforylaci (Bethke a Jones,
1997). Druhym kanélem je rychly vakuolarni kanal (FV kanal), ktery reguluje priichod
iontl rychle v reakci na zméné napéti na membrané (Hedrich a Neher, 1987; Allen a
Sanders, 1997). Na rozdil od SV kanéld je FV kanal inhibovan vysokymi koncentracemi
Ca®". Tietim typem kanali jsou VK kanaly (Ward a Schroeder, 1994), které jsou nezavislé
na napéti na membrané¢ a jsou aktivni pfi nizkém pH cytosolu. VK byly popsény
Vv tonoplastu vakuol svéracich bunék priducht a predpokladé se, ze by mohly umoziovat
vyliti K™ pfi jejich uzavieni. Také byl popsian K*/H" antiportér. Pro transport Na* slouzi
Na*/H* antiportér. Na* kationty propousti také SV kanaly stejn jako Ca?* ionty. Pro Ca®*
existuje v membrané vakuol Ca-ATPasa (Malmstrom et al., 2000), vykazujici vysokou
afinitu k Ca®". Tyto pumpy se nevyskytuji v tonoplastu centralni vakuoly, ale v mengich
vakuolach (Geisler et al., 2000). Dale byla v membranach vakuol prokdzana pfitomnost
Ca®*/H" antiportéru (Schumaker a Sze, 1985) a dalsich kanalu podilejicich se na transportu
Ca®" pies tonoplast. Pro Mg®* byla popsana piitomnost Mg®*/H" antiportéru ve vakuolach
Hevea brasiliensis (Amalou et al., 1992) a tonoplastovych vezikulach izolovanych z kofenti
kukuftice (Pfeiffer a Hager, 1993).

Rostliny pro sviij Zivot potiebuji také t&7ké kovy, jako napiiklad Cu®* nebo Zn*".
Teézké kovy se v rostliné vyskytuji v zastoupeni jako mikroprvky, protoze mohou byt ve
veétsim mnozstvi pro rostlinu toxické. Poté, co se tézké kovy dostanou do burky, jsou
nejcastéji akumulovany ve vakuole. V tonoplastu byla prokdzana piitomnost Cd*/H*
antiportéru (Salt a Wagner, 1993). Rostliny stézkymi kovy tvofi chelaty syntézou
fytochelatind, které mohou byt do vakuol transportovany prostfednictvim ABC transportert
(Ortiz et al., 1992). Cadmium muze byt také transportovano pomoci ABC transportert
v podob¢ komplexu bisglutathione-kadmium (Li et al., 1997).

Pro akumulaci sekundarnich metabolitd, jako jsou fenolové latky (Werner a Matile,
1985), glykosidy (Ratabou et al., 1985) a anthokyany z mrkve (Hopp a Seitz, 1987),
v lumen vakuol slouZi pfenasede se sekundarnim aktivnim transportem. Rada z nich oviem
muze byt také transportovana tonoplastem prostfednictvim ABC-transporterti aktivnim
ptenosem pies membranu (Klein et al., 2000). Do vakuoly se ukladaji modifikované

xenobiotika. Mnohé znich jsou modifikovany a detoxifikovany reakci s glutathionem
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(Kreuz et al., 1996). Pravé takto modifikované xenobiotika jsou do vakuoly transportovany
aktivnim transportem (Martinoia et al., 1993).

Ve vakuolach byla detekovana RNasova aktivita, pfitomnost RNA oligonukleotida
a uridinu (Leinhos et al., 1986; Abel et al., 1990). Z toho je ziejmé, ze musi existovat i
transportni systém, ktery tyto komponenty transportuje ptes tonoplast. Tuto funkci zastavaji
rovnovazné nukleosidové transportéry (ENTs). ENT1 z Arabidopsis exportuje nukleosidy
z vakuoly po degradaci RNA (Bernard et al., 2011). Rostlinné hormony jsou taktéz
transportovany do vakuoly a to prostfednictvim riznych transportérii specifickych pro dané
hormony. Pro transport auxinu pfes tonoplast slouzi trasportéry WATI. Studie prokazaly,
Ze tento transportér exportuje auxiny z vakuoly ven (Ranocha et al., 2013). Cytokininy jsou

pies membranu transportovany transportéry patiicich do rodiny purinovych permeas (PUP).

2.4.1 Mechanismus transportu proteini do vakuol

Proteiny, které obsahuji vakuolarni tfidici determinanty, interaguji se specifickymi
vakuolarnimi tiidicimi receptory (VSR) (Jiang a Roger, 2003), v membrané trans-Golgiho
sit¢ (Rouillé et al.,, 2000). VSRs jsou integralni membranové proteiny slozené
Z transmembranové domény (TMD) a kratkého cytoplazmatického konce (CT) (Neuhaus a
Rogers, 1998; Jiang a Rogers, 2003; Paris et al., 1997). VSechny VSRs obsahuji na N-konci
doménu vazici naklad a epidermalni ristovy faktor (EGF) (Watanabe et al., 2002; Cao et
al., 2000; Paris a Neuhaus, 2002). Doména vazici naklad je zodpovédna za tfidéni proteinti
na konci Golgiho aparatu nebo v trans-Golgiho siti prostfednictvim specifické receptorové
interakce (Cao et al., 2000). TMD a CT jsou taktéZ nezbytné pro zacileni proteinu do
prevakuolarniho kompartmentu (Jiang a Rogers, 1998; Tse et al., 2004).

Do lytickych vakuol a vakuol skladujicich proteiny vedou oddélené vezikularni
drahy. Do lytickych vakuol jsou rozpustné proteiny neseny vezikulami obalenymi
klathrinem (CCVs), které je nejprve vypusti do prevakuolarniho oddilu (PVC) (Robinson et
al., 1998). Transport zasobnich proteinti do PSV je zprostiedkovan pomoci minimalné ti
ruznych intremediatovych vezikul. Preferovan je transport pomoci hladkych vezikul
s elektronovou hustotou (DV), nez pomoci CCVs (Hohl et al., 1996), tieti moznosti jsou
vezikuly akumulujici prekurzory (PACs). PAC vezikuly pfijimaji agregaty proteini semene
pfimo z ER a transportuji je rovnou do PSV(Hara-Nishimura et al., 1998). DVs mohou
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transportovat agregaty proteinli semene z Golgiho aparatu taktéz pfimo do PSV, nebo
prostiednictvim PVC, tzv multivakuolarni organely (obrazek 6).

Jako prvni VSR byl identifikovan BP-80 v bunikach hrachu, ktery rozpoznava VSD
NPIR motivu aleurainu z je¢mene (Kirsch et al., 1994; Paris et al., 1997). Za pouziti
svételné a elektronové imunomikroskopie byla prokazana jeho pfitomnost v trans-Golgiho
siti ve vegetativnich (Sanderfoot et al., 1998; Paris et al., 1997) i zasobnich bunikach (Hinz
et al., 1999) a PVC. V dalsich experimentech byla jeho pfitomnost prokazana v CCVs, ale
ne v DVs (Hinz et al., 1999), coz naznacuje, ze tento receptor je specificky pro transport
rozpustnych proteinti do lytickych vakuol.

Pro transport proteinii do PSV byly identifikovany dva druhy receptorta: BP-80 typu
receptory a receptory typu membranové RING-H2 domény (RMR). PV72 a PV82 jsou
membranové proteiny BP-80 typu receptoru, které interaguji s PAC vezikulami (Shimada et
al., 1997; Shimada et al., 2002). Dalsimi homology BP-80 jsou receptory VSR1 a VSR7

z Arabidopsis thaliana (Hanton a Brandizzi, 2006).
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Obrazek 6: Model transportu proteintt do proteinovych zasobnich vakuol (PSV). CCV, vezikuly
obalené klathrinem; MVB, multivakuolarni organela; DV, vezikuly s elektronovou hustotou; PAC,
komplex prekurzorovych akumula¢nich vezikul; hnédé srdce piredstavuji BP-80 receptor; hnédé
hvézdy predstavuji RMR receptor; cervené draha zprostiedkovana CCVs; modie draha
zprostedkovana DVs tvofici agregaty, zelen¢ drdha nezavisld na Golgiho komplexu probihajici
prostiednictvim PACs; Sed¢ piijem DVs do PAC z Golgiho komplexu (pievzato z Vitale a Hinz,

2005).
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2.4.2 Signaling proteini do tonoplastu

Zacileni proteinii do tonoplastu za¢ina po ko-translac¢ni translokaci v drsném ER (Bassham
et al., 2008). Pro transport transmembranovych proteini do tonoplastu byly popsany dvé
drahy: draha zavisla na Golgiho aparatu a dradha nezavisld na Golgiho aparatu. Doposud
neni jasné, zda jsou tyto rozdilné drahy specifické druhove, nebo pro urcité stadium vyvoje
nebo typ pletiva. Proteiny se zacilenim do tonoplastu obsahuji specifickou signalni
sekvenci, kterd muze mit motiv zalozeny na tyrosinu YXX@, kde © je hydrofobni
reziduum, nebo motiv zaloZeny na dileucinu (D/E)XXXL(L/T) (Bonifacino a Traub, 2003).
Tyto motivy jsou platné taky pro zacileni do plazmatické membrany.

Aby mohl byt do tonoplastu zacilen glukosovy transportér ESL1 nebo transportéry
peptidl a nitratlh (PTR, NRT1) musi na cytosolickém N-termina¢nim regionu taktéz nést
cilici sekvenci s dileucinovym motivem (Yamada et al., 2010; Komarova, 2012). Ani u
jednoho typu transportérti neni tato sekvence striktné¢ definovéna. Dileucinovy motiv na
svém N-konci nebo C- konci obsahuji také vapnikovy kanal TPC1, inositolovy transportér
INT1 a prenase¢ molybdenanu MOT?2, jez jsou urceny k lokalizaci do tonoplastu.
V pripadé¢ mutageneze leucinu nebo isoleucinu na alanin dojde k translokaci proteinti do
plazmatické membrany (Larisch, 2012; Wolfenstetter, 2012; Gasber, 2011) a v ptipadé
ESL1 do vezikul (Yamada et al., 2010). Signalni sekvence na bazi dileucinového nebo
tyrosinového motivu nemusi byt pfitomna u vSech proteint s lokalizaci do tonoplastu.
Takovou vyjimkou je napfiklad transportér sacharosy SUC4, ktery tyto motivy nema a
pfesto je do tonoplastu zacilen. Tato skute¢nost naznacuje, Ze musi existovat dal$i druh
signalu, ktery je rozpoznavan. Naopak inositolovy transportér INT4 ma na svém
hydrofilnim C-konci motiv EVEKLL, ale lokalizovan je do plazmatické membrany
(Wolfenstetter, 2012). Piehled proteint lokalizovanych do tonoplastu s jejich signalnimi
sekvencemi je prehledné shrnut v tabulce 1.

Zajimavé vysledky piineslo studium translokace P-fruktosidasy 4 z Arabidopsis.
Transport tohoto proteinu z TGN do MVB a nasledné do tonoplastu zavisi na pfitomnosti
motivu YTRL a EEE, zatimco transport prostfednictvim vezikul probihd pii pfitomnosti
motivii DALL a PL. Bylo prokdzano, ze mechanismus transportu proteinti do tonoplastu je
fizeny pfitomnosti vice sekven¢nich motivli na jednom cytoplazmatickém regionu (Jung,

2011).

17



Tabulka 1: Ptehled proteinii a jejich signalnich sekvenci cilici tyto proteiny do tonoplastu
(Pedrazzini, 2013).

Protein Sekvence
ESL1 LEAGLLL
PTR2 EEEAPRLI
PTR4 DEERSLL
PTR6 DVEESLL
TPC1 MEDPLI
INT1 NMEGLLE
MOT2 METTTTPLL
BFrucd YTRL

2.5 Cytokininy

Cytokininy jsou rostlinné hormony vyznamné ovlivitujici rist rostliny, diferenciaci bunék,
iniciaci meristematickych pletiv, vyvoj semene, rast kofenli a postrannich kotfenti, oddaleni
senescence a toleranci rostliny vici stresu (Sakakibara, 2006).

Po chemické strance se jednd o N® substituované derivaty adeninu. Charakter
postranniho fetézce urcuje, zda se jednd o cytokininy isoprenoidni nebo aromatické (Mok,
2001) (obrazek 7).

Castym  pfirozené se  vyskytujicim  isoprenoidnim  cytokininem je
N°-(A%-isopentenyl)-adenin ~ (iP), ktery se fadi mezi isoprenoidni cytokininy
isopentenyladeninového typu. Déle se v piirodé vyskytuji cytokininy zeatinového typu jako
napiiklad trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ) nebo dihydrozeatin (DZ). Trans a cis zeatin jsou
dva izomery liSici se v poloze hydroxylované methylové skupiny (Sakakibara, 2006).

Aromatické cytokininy maji na postrannim fetézci aromatické jadro. Mezi typické
predstavitele této skupiny patii benzyladenin (BA), funkéni izomery topolinu a jejich
methoxy-derivaty (Strnad 1997).

ProtoZe cytokininy v rostlinach zastavaji fadu dilezitych funkci, jejich hladina musi
byt dukladn¢ regulovana a to hned nékolika zptisoby: de novo biosyntézou, konverzi mezi

volnymi bazemi, nukleotidy a nukleosidy, inaktivaci nebo degradaci (Spichal, 2012).
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Obrazek 7: Strukturni vzorce hlavnich pfedstavitelli pfirozené se vyskytujicich aktivnich
isoprenoidnich (A) a aromatickych (B) cytokininl (pfevzato ze Sakakibara, 2006 a upraveno).

2.5.1 Lokalizace metabolismu cytokininii na arovni buiiky v Arabidopsis

thaliana

Hladina cytokinint v rostliné je dikladné regulovana enzymy jejich metabolismu. Mezi
nejvyznaméjsi patii enzymy katalyzujici jejich degradaci: cytokinin dehydrogenasa/oxidasa
(CKX, EC 1.5.99.12), biosyntézu: isopentenyltrasnferasy (IPTs, EC 2.5.1.112) a inaktivaci:
UDP-glykosyltransferasy (UGTs, EC 2.4.1.203).

Jednim z kli€ovych enzymili metabolismu cytokinini je CKX, kterd katalyzuje
nevratné odstépeni N°- postranniho fetézce cytokininti (Paces et al., 1971). Jednotlivé
isoformy jsou specifické vaci riznym substratim zahrnujici volné baze, ribosidy
isoprenoidnich cytokinind (Smehilova et al., 2009), CK 9-glukosidy a nukleotidy
(Galuszka et al., 2007). CKX degraduje taktéz aromatické cytokininy, ovSem s mensi
rychlosti reakce (Frébortova et al., 2004). V Arabidopsis se vyskytuje sedm isoforem CKX
(CKX1 az 7), které se lisi v lokalizaci na Grovni buiiky. CKX7 je jako jedina lokalizovana
v cytosolu (Kollmer et al., 2014), v apoplastu se vyskytuji CKX2 (Werner et al., 2003), a
nejpravdépodobnéji i CKX4, CKX5 a CKX6 (hodnoceny predikénimi softwary s mnohem
vy$$i hodnovérnosti nez v cytosolu potvrzena CKX2; Werner et al., 2003). Do vakuoly jsou
lokalizovany CKX1 a CKX3 (Werner, 2003). Vsechny sekretované CKX jsou post-
transkripéné modifikovany glykosylaci (Galuszka et al., 2008), coz zajistuje translokaci

enzymu, zvysuje jeho stabilitu a aktivitu (Schmiilling et al., 2003).
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Isopentenyltransferasy se déli na ATP/ADP-IPT a tRNA-IPT podle jejich substratu.
ATP/ADP-IPTs katalyzuji N-prenylaci adenosin 5'-fosfatu (ATP, ADP a AMP). Donory
isoprenoidniho fetézce jsou dimetylallyl pyrofosfat (DMAPP) nebo 1-hydroxy-2-methyl-2-
(E)-butenyl 4-difosfat (HMBDP) (Sakakibara et al., 2005). Preferovanym donorem je
DMAPP a preferovanym akceptorem je ATP a ADP. Proto primarnimi produkty syntézy
jsou isopentenyladenosin-5'-trifosfat nebo isopentenyladenosin-5'-difosfat (Kakimoto,
2003). V Arabidopsis se také vyskytuji dvé tRNA-IPTs (IPT2 a IPT9) lokalizované
Vv cytosolu a jsou zodpovédné za syntézu cis-zeatinu (Miyawaki, 2006). Genom
Arabidospsis obsahuje geny celkem pro sedm IPTs (Kakimoto, 2001) s rozdilnou
subcelularni lokalizaci. Pét z nich je lokalizovano do plastidi. IPT3 miZe byt farnesylovana
a pomoci této modifikace zacilena do cytoplasmy a jadra (Galichet et al., 2008). IPT4 se
vyskytuje v cytosolu. (Kasahara et al., 2004).

Cytokininy mohou byt vratné nebo nevratné¢ inaktivovany UDP-
glykosyltransferasamy (UGTs), které katalyzuji pienos sacharidu na cytokinin.
V Arabidopsis se vyskytuje pét cytokinin-specifickych UGTs: UGT76C1, UGT76C2,
UGT85A1, UGT73C1 a UGT73CS5. Doposud byla u vSech kromé¢ UGT73C1 ovéfena
lokalizace do cytosolu (Bowles et al., 2006; Jin et al., 2013; Husar et al., 2011; Wang et al.,
2011; Dobraskova, 2014).

Subcelularni lokalizace kli¢ovych enzymii metabolismu cytokininll je schématicky

naznacen na obrazku 8.
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Cytosol:
CK,

UGT35A1, UGTT6C1, UGTT6C2
UGTT3C5, UGTT3C1?

CEXT,

IPT2 IPTY,

Obrazek 8: Schéma rostlinné buiiky zobrazujici subcelularni lokalizaci kli¢ovych enzymt regulace
homeostase cytokinini; CKX, cytokinin dehydrogenasa/oxidasa; IPT, isopentenyltrasnferasa; UGT,
UDP-glykosyltransferasa. CK — cytokininy, CK-N-gly — inaktivni cytokininové konjugaty cukernou
skupinou, CK-O-gly - inaktivované CK-O-glykosidy s moznosti zpétné aktivace pomoci B-GLU,
B-glukosidasy (Brzobohaty et al., 1993).

2.5.2 Predikce bunééné lokalizace in silico

Predikéni softwary umoziuji pfedpoveédét na zakladé rozboru aminokyselinové sekvence
signalniho peptidu a jeho polohy na proteinu, jaké je cilova destinace proteinu. Pro tyto
ucely bylo vyvinuto mnoho softwar(, napt.: TargetP, ProtComp, SignalP, ChloroP, WoLF
PSORT, iPSORT. Vsechny tyto softwary ale maji omezenou schopnost rozliit mezi
signalni sekvenci a N-koncovymi transmembranovymi Sroubovicemi. Z toho plynou
nasledné chyby pfi predikcich (Petersen et al., 2011).

SignalP 4.1 predpovida ptfitomnost a lokaci Stépiciho mista signalni sekvence na
aminokyselinové sekvenci z mnoha organisml: z gram-pozitivnich i gram-negativnich
prokaryot a eukaryot. Grafickym vystupem (obrazek 9) tohoto softwaru je vyhodnoceni tii
ruznych parametri; C-score poskytujici informaci o prvotnim S$tépicim misté, S-score

poskytujici informaci o poloze signalni sekvence, a Y-score coz je geometricky primeér C-
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score a S-score umoznujici lepsi predpovézeni polohy stépiciho mista (Petersen et al.,
2011).

Software TargetP urcuje subcelarni lokalizaci na zéklad¢ stanoveni pfitomnosti N-
terminacni tfidici sekvence: ¢TP, mTP nebo SP (Emanuelsson et al., 2007). Stejné
zaméfeni ma software iPSORT (Bannai et al., 2002). Software ProtComp vyuziva
k predikci subcelularni lokalizace pfimé porovnani sekvence s homolognimi proteiny s jiz
znamou lokalizaci (Klee a Ellis, 2005). Software ChloroP se zabyva pouze predikci
ptitomnosti ¢TP (Emanuelsson et al., 1999). Dalsim softwarem pro urceni lokalizace
proteinu na Urovni buniky je WoLF PSORT, ktery na zakladé tiidicich signald, slozeni
AMK sekvence a funkénich motivil prevadi AMK sekvenci na ¢iselnou funkci lokalizace

(Horton et al., 2006).

2.5.3 Inaktivace cytokinini glykosyltransferasami

Cytokininy mohou byt v rostlinach pfitomny ve formé volnych bazi jako aktivni forma,
pfislusnych nukleosidi nebo nukleotidii (Mok a Mok, 2001). Dale mohou byt cytokininy
modifikovany na Ne-postrannim fetézci, coz muze vyrazn¢ ovlivilovat jejich aktivitu
(Skoog a Armnstrong, 1970). Jednou z takovych modifikaci je glykosylace postranniho
fetézce.

Glykosylace je d¢j, pfi kterém dochazi ke kovalentnimu navazani
oligosacharidového zbytku na organickou molekulu. U€astni se ho enzymy
glykosyltransferasy, které ptenaseji sacharid z aktivovaného sacharidového donoru na
akceptorovou molekulu. Pokud jsou cytokininy glykosylovany, dochazi k jejich inaktivaci,
tedy ke ztrat€ biologické aktivity.

Glykosyltransferasy patii do multigenové rodiny, kterd je doposud rozdélena na 97

rodin (Cerven 2015; http://www.cazy.org/fam/acc_GT.html) na =zakladné sekvencéni

podobnosti, stechiometrie vytvotené¢ glykosidové vazby a specificnosti k substratu
(Campbell et al., 1997). Rodina 1 zahrnuje uridindifosfat (UDP) glykosyltransferasy
(Mackenzie et al., 1997), které byly objeveny v rostlinach, zivo¢isich, houbach, bakteriich a
také virech (Cambell et al., 1997). Tyto glykosyltrasferasy charakterizuje uziti UDP-
aktivovanych sacharidovych molekul jako donory. Blizko C-konce obsahuji UGT-
definujici sekvenéni motiv (Mackenzie et al., 1997). Tyto glykosyltransferasy se podileji na

glykosylaci rostlinnych metabolitd, jako jsou napiiklad rostlinné hormony auxiny,
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cytokininy, brasinosteroidy, kyseliny abscisové nebo kyseliny salicylové (Bowles et al.,
2006).

Sekven¢ni analyza odhalila v genomu Arabidopsis thaliana pfitomnost 107 UGTs
(Li et al., 2001). Pét z téchto UGT projevila specificitu viici cytokininim (Hou et al., 2004)
a vSechny vyuzivaji jako donor UDP-glukosu. Jedna se o UGT76C1 a UGT76C2, které
maji N-glykosyltrasferasouvou aktivitu. Glykosylace miize prob&hnout v pozici N°, N°
nebo N° na purinovém kruhu. A dale jsou to UGT85A1, UGT73CS5 a UGT73C1 vykazujici
O-glukosyltransferasovou aktivitu ptipojujici sacharid na hydroxylovou skupinu cytokinini
zeatinového typu (Poppenberger et al., 2005). O-glukosylace je d&j reverzibilni a aktivita
muize byt cytokinim navracena B-glukosidasou (EC 3.2.1.21). Proto jsou O-glukosidy
povazovany za zasobni neaktivni formu hormont. Oproti tomu N-glukosidy jsou vici B-

glukosidase rezistentni a jejich inaktivace je nevratna (Brzobohaty et al., 1993).

2.5.4 UGT73C1 a predikce jeji lokalizace

Spole¢n¢ s UGT73C5 se tato glygosyltrasferasa vyvinula z vétve UGTSs rozpoznavajici
mnozstvi metabolitd (Bowles et al.,, 2006). UGT73C1 patii do skupiny cytokinin
specifickych UGTs a je schopna cytokininy inaktivovat prostfednictvim tvorby jejich O-
glukosidi. Konkrétng katalyzuje glukosylaci OH skupiny na N®-postrannim fetézci trans-
zeatinu a dihydroxyzeatinu (Hou, 2004).

Doposud neni znama bunéc¢na lokalizace UGT73C1 a i kdyz byla predpovézena
jako protein obsahujici signalni peptid, je mozné, Ze vzhledem k podobnosti predikce
s UGT76C2 (obrazek 9) je protein rovnéz cytoplasmaticky (Dobriiskova, 2014).
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AtCKX7 UGT73C1 UGT76C2

Obrazek 9: Grafické vystupy z predikéniho softwaru bunééné lokalizace SignalP. Protein AtCKX7
jako vzorova sekvence postradajici jakykoli signal s jiz potvrzenou lokalizaci v cytosolu (Kollmer
et al., 2014), predikce pro UGT73C1 a UGT76C2 rovnéZ potvrzeny v cytosolu (Dobriiskova et al.,
2014).

2,55 Long-term a short-term transport cytokinini

Syntéza cytokininti probiha hlavné v meristematickém pletivu v kofenech (Miyawaki et al.,
2004). Odtud musi byt cytokininy transportovany do mista puisobeni (Sakakibara, 2005)
nebo muzou vykonavat svou funkci piimo v misté syntézy (parakrinni hormony) (Faiss et
al., 1997). Ptesto, Ze je dobfe popsan polarni transport dal$ich rostlinnych hormoni auxinu,
u cytokininll pfesny mechanismu neni znam (Swarup et al., 2000). DilezZitou roli hraje i
difuze, coz bylo ovéteno v bunéénych kulturach Arabidopsis (Cedzich et al., 2008).
Vzhledem k dulezitosti cytokinind pro rozvoj a rist musi mit vyssi rostliny vyvinuty
transportni systémy pro import a export cytokinint pfes plazmatickou membranu (Cedzich
et al., 2008; Hirose et al., 2008). Pro transport cytokininti na dlouhé vzdalenosti (z kotfene
do vzrostnych vrcholll a jinych pletiv) byly identifikovany dva typy transportérti, purinové
permeasy (PUP) a rovnovazné nukleosidové transportéry (ENT), které jsou zodpovédné za
transport cytokinini floémem (Biirkle et al., 2003; Gillissen et al., 2000). Pro transport
cytokininti xylémem byl pomérn¢ nedavno objeven ABC transportér G14 (AtABCG14)
(Ko et al., 2014). Cytokininy jsou z kofenti to nadzemnich c¢asti rostlin transportovany
pravé xylémem (Kudo et al., 2010), a byla prokazana klicova tloha AtABCG14 pii
nakladani cytokinini do xylému. Experimentalni vysledky prokézaly, Ze translokace
cytokininll prostfednictvim AtABCG14 ma velky vliv na vyvoj vyhonkl a koordinovany
rast rostliny (Ko et al., 2014). Krom¢ transportu xylémem musi byt cytokininy také
nalozeny do floému. S nejvétsi pravdépodobnosti je tento dé&j zajistén prostfednictvim

PUPs a ENTSs (Hirose et al., 2005).
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ENT patii do rodiny integralnich membranovych proteinti. V Arabidopsis byly
zkoumany ENT3, ENT4,ENT6 a ENT7. VSechny maji Sirokou substratovou specifitu a
jsou schopné transportovat jak purinové nuklosidy adenosin a guanosin, tak pyrimidinové
nukleosidy cytidin a uridin (Mohlmann et al., 2001; Wormit et al., 2004).

Purinové permeasy (PUPs) patii do rodiny malych hydrofobnich membranovych
proteini. V Arabidopsis se nachazi 21 proteini typu PUP, které maji 9-10
transmembranovych helixti (Schwacke et al., 2003). Charakterizovany z biochemického
hlediska byly pouze PUP1, PUP2 a PUP3 z Arabidopsis, a dale také jejich homolog
z tabaku NUP1. AtPUP1 a AtPUP2 jsou schopny transportovat adenin, trans-zeatin, cis-
zeatin, isopentelyadenin a pyridoxin (Gillissen et al., 2000; Biirkle et al., 2003). Vysledky
ukazuji, Ze transport funguje na mechanismu substrat/H+ symportéru. Oproti tomu pro
AtPUP3 prozatim nebyly objeveny Zadné substraty.

Studium AtPUP1 a AtPUP2 v kvasinkach prokazalo, ze tyto transportéry prepravuji
ptes PM trans-zeatin a isopentenyladenin (Biirkle et al., 2003). Studium mutantt se ztratou
funkce a se zvysenou funkénosti PUPs u rostlin zatim nebyl publikovan. ENT3, ENT6,
ENT7 zArabidopsis thaliana a ENT2 zryze mohou pfes PM transportovat
isopentenyladenin ribosid (iPR) a transzeatin ribosid (tZR) (Hirose et al., 2005; Hirose et
al., 2008). Dosavadni vysledky tedy ukazuji, ze ENT transportéry pienaseji ribosidy
ptislusnych cytokininli. Tato hypotéza ovSem nebyla prok4dzana experimentalng.

Nadzemni c¢ast rostlin je zdvisld na transportu cytokinini z kofene pomoci
transpiraéniho proudu v xylému (Letham a Palni, 1983; Horgan, 1992). Zpétny tok
cytokininll je pak zajistén floémem. Translokace cytokininli v rostliné byla sledovana
pomoci radioaktivniho znaceni. V mize xylému se vyskytoval hlavné tZR a ve floému iPR
(Hirose et al., 2008). Proto se da predpokladat, Ze rostliny vyuzivaji tZR jako akropetalni
posly a cytokininy iP-typu jako bazipetalni posly (obrazek 10).
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Transpiration

Obrazek 10: Model pro transport cytokininti na dlouhé vzdalenosti do nadzemnich c¢asti rostlin
xylémem (Cervené) a zpét do kofent floémem (modie). tZR, transzeatin ribosid; tZ, transzeatin; iP-
CK, cytokininy insopentenyladeninového typu; AtIPT3, gen pro biosyntézu cytokininti; CYP73AS5,
cytokinin transhydroxylasa (EC 1.14.13.11). 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.

26



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material a enzymy

Agrobacterium rhizogenes kmen 15834

dNTP Mix firmy Fermentas (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

GeneRuller™ 1 kb DNA ladder firmy Fermentas (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
GeneRuller™ 1 kb plus DNA ladder firmy Fermentas (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA)

Chemicky kompetentni E. coli DHS5a (Invitrogen, Life Technologies, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA)

Chemicky kompetentni E. coli TOP10

Pufr 10x CutSmart (New England BioLabs, MA, USA)

Pufr 10x EcoRI (New England BioLabs, MA, USA)

Pufr 10x pro T4 DNA ligasu firmy Life Technologies (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA)

Restrikéni endonukleasa ECORI (New England BioLabs, MA, USA)

Restrik¢éni endonukleasa ECORI-HF (New England BioLabs, MA, USA)

Restrik¢ni endonukleasa Pacl (New England BioLabs, MA, USA)RNasa A firmy Qiuagen
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

Semena Solanum lycopersicum L., Peto 343

Transformované bakterie Escherichia coli s vektorem AKK1436::pSU::UGT73C1-GFP
(obrazek 11) (Ptiprava viz Dobruskova, 2014)

T4 DNA ligasa firmy Life Technologies (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
Transformované bakterie E. coli s vektorem AKK1472B (obrazek 11)

Taq DNA polymerasa a 10x PCR pufr (Smehilova, 2004)

Pro ucely této bakalaiské prace byly pouzity 3 rtizné genotypy Agrobacterium rhizogenes:
tzv. wild type, slouzici jako negativni kontrola, AKK1472B::GFP nesouci binarni vektor
sgenem GFP bez signdlni sekvence a slouzici jako pozitivni kontrola, a

AKK1472B::vac:GFP nesouci binarni vektor s genem GFP se signalni sekvenci cilici tento
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protein do vakuoly. Vakuolarni signalni sekvence je pivodem z Phaseolus vulgaris
(Frigerio, 1998) a ma linkerovou sekvenci pro proricin z Ricinus communis (Frigerio,
2001). Vektor AKK1472B::vac:GFP byl ptipraven Dr. Smehilovou , jednotlivé konstrukty
A. rhizogenes pak metodami transformovani pfipravila Mgr. Dobruskova.

Vektor AKK1436:UGT73C1:GFP byl ptipraven Dr. Smehilovou vnesenim genu
UGT73C1 skrze BamHI mista.
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Obrazek 11: (A) vektor AKK1436, (B) vektor AKK1472B, v zeleném ramecku je zvyraznén gen
GFP, ktery je ve vektoru AKK1436 vyznacen také zelenou Sipkou, v modrém ramecku vyznacen
superubikvitinovym promotor, cervenymi ramecky jsou zvyraznény restrikéni mista pro restrikéni
endonukleasu Pacl.
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3.1.2 Primery

rolA2 fw  5“-ACGGTGAGTGTGGTTGTAGG-3¢
rolA2_rev  5‘-GCCACGTGCGTATTAATCCC-3¢
gfp_fw 5-GAATTAGATGGTGATGTTAATGG-3¢
gfp_rev 5-CCATGCCATGTGTAATCCC-3*

Lyofilizované primery firem Metabion (Martinstried, Némecko) a Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA) byly rozpustény v Nuclease-Free vodé podle doporuceni vyrobee pro
ziskani vysledné koncentrace 100 mmol/l. Takto pfipravené primery pro PCR bylo pak

nutné do reakéni smési natedit 10x pro ziskani koncentrace 10 mmol/Il.

3.1.3 Chemikalie

Acetosyringon (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Agar pro bakterie (Himedia, Bombaj, Indie)

Agar pro rostliny (Merck, Praha, Ceska Republika)

Agarosa (Amresco, Solon, OH, USA)

Agarosa pro klonovani (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Bromfenolova modi (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Biotin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

DMSO (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)

Dodecylsiran sodny (Penta, Chrudim, Ceska Republika)

Ethanol (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)

Ethidium bromid (NeoLab, Heidelberg, Némecko)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (Penta, Chrudim, Ceska Republika)
Fosfinotricin (Wako, Osaka, Japonsko)

Gamborg’s B-5 basal medium with minimal organics (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Gamborg’s B-5 vitaminy 1000x (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Glukosa (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)

Glycerol (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)

Heptahydrat siranu hofe¢natého (Penta, Chrudim, Ceska Republika)
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Hexahydrat siranu hofe¢natého (Pancreac, Barcelona, Spanélsko)
Hydrogenfosforeénan draselny (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)
Hydroxid draselny (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)
Hydroxid sodny (Penta, Chrudim, Ceskéa Republika)

Chlorid draselny (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)

Chlorid hofe¢naty (Promega, WI, USA)

Chlorid sodny (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)

Chlornan sodny (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Isopropanol (MACH Chemikalie, Ostrava-Hrusov, Ceska Republika)
Kanamycin monosulfat (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)
Kvasni¢ny extrakt (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina L-glutamova (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)

Kyselina octova (Lach-Ner, Neratovice, Ceskd Republika)
Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)
Mannitol (Penta, Chrudim, Ceska Republika)

MS médium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Octan draselny (Penta, Chrudim, Ceskéa Republika)
Polyethylenglykol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Sacharosa (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)

Siran hote¢naty (Penta, Chrudim, Ceska Republika)

Timentin (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)

Trans-zeatin (Olchemim, Olomouc, Ceska Republika)

Tris (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)

Triton™ X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Trypton (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko)

Xylencyanolova FF modt (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

3.1.4 Média a roztoky

Y2 MSO agar:
0,23% (w/v) MS basal salt mix, 3% (w/v) sacharosa, 0,8% (w/v) agar pro rostliny, 1x

roztok Gamborg’s B-5 vitamint; pH = 5,8

0.8% (w/v) agarosovy gel pro klonovani:
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0,8 g agarosa pro klonovani, 100 ml 1x Tae pufr

1% (w/v) agarosovy gel:

1 g agarosa, 100 ml 1x TAE pufr

10x PCR pufr:

100mM Tris/HCI, 500mM KCl, 20mM MgCI2:6H20, 0,1% (v/v) Triton™ X-100;
pH=9,0

D1 agar:

0,43% (w/v) MS basal salt mix, 3% (w/v) D-glukosa, 0,8% (w/v) agar pro rostliny, 1x
roztok Gamborg’s B-5 vitamint, 1 mg/ml trans-zeatin; pH = 5,8

DNA-loading pufr:

0,05% (w/v) bromfenolovd modf, 0,05% (w/v) xylencyanol FF modt, 1% (w/v) SDS, 25%

(v/v) glycerol
Gamborg’s B-5 aqgar:

0,32% (w/v) Gamborg’s B-5 basal medium with minimal organics, 2% (w/v) sacharosa,
0,8% (wi/v) agar pro rostliny, 1x roztok Gamborg’s B-5 vitamint; pH = 5,7

Gamborg’s B-5 agar s timentimem:

Gamborg’s B-5 agar, 1x roztok timentinu

LB agar:

1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 1% (w/v) NaCl, 1,5% (w/v) agar pro
bakterie; pH 7,0

LB médium:

1% (wi/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 1% (w/v) NaCl; pH 7,0

MGL agar:

0,25% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 0,5% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) NaCl, 0,1% (w/v) L-
glutamova kyselina, 0,5% (w/v) manitol, 0,026% (w/v) Ky;HPO4 0,01% (w/v)
MgSQ,-7H,0, 1/1000% (w/v) biotin, 1,5% (w/v) agar pro kultivaci bakterii; pH = 7,0
MGL médium:

0,25% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 0,5% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) NaCl, 0,1% (w/v) L-
glutamova kyselina, 0,5% (w/v) manitol, 0,026% (w/v) Ky;HPO4 0,01% (w/v)
MgSQO,-7H,0, 1/1000% (w/v) biotin; pH =7,0

MSO médium:
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0,43% (w/v) MS basal salt mix, 3% (w/v) sacharosa, 1x roztok Gamborg’s B-5 vitamin;
pH=5,8

Roztok P1:

50 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA; pH = 8,0, 0,1 mg/ml RNasa A

Roztok P2:

0,2 M NaOH, 1% SDS

Roztok P3:

3 M octan draselny; pH = 5,5

S.0.C. médium:

2 % trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 10 mM NaCl, 20 mM Mg2+ (20 mM MqgCl;, 10 mM
MgSQ,), 20 mM glukosa

Timentin (1000x):

0,23 g/ml ticarcillin disodium, 7,7 mg/ml clavulanate potassium

TAE pufr:
70mM Tris/CH3;COOH, 1mM EDTA; pH = 8,0

Pfipravend média byla po upravé pH autoklavovana pro jejich sterilizaci po dobu 30
min. pii 120°C. Termolabilni slozky byly do médii pfidavany az po ochlazeni na 60°C, aby
nedoslo k jejich denaturaci. Pevna média byla nalévana do jednorazovych Petriho misek o

pruméru 10 cm a po ztuhnuti uchovavana v lednici p#i 4°C dnem vzhuru.

3.1.5 Kity

Kit Wizard® SV gel and PCR clean-up system: (Promega, WI, USA)

3.1.6 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy 5034/120 (Nahita-Auxilab, Berian, Spanélsko)

Automatické pipety Eppendorf (Hamburk, Némecko)

Centrifuga Heraeus™ 40R (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

Digitalni vahy PFB (Kern & Sohn, GmbH, Balingen, Némecko)

Dokumentaéni systém Gel Doc™ EZ s programem Image Lab™ verze 5.1 build 8 (Bio-
Rad, Kalifornie, USA)
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Elektroforetickd komtrka Agagel Standart (Biometra, Goettingen, Némecko)
Elektromagneticka michacka RH basic 2 IKAMAG ® (IKA®-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, Némecko)

Flowbox Polaris 72 (Adaye Danesh Afarin — ADACo, Teheran, Iran)

Flowbox SCS 2-6118 (Merci s.r.0., Brno, Ceska Republika)

Fluorescen¢ni mikroskop SMZ800, Nikon (Tokyo, Japonsko) s vysokotlakou vybojkou
HBO-100W/2 (Osram, Mnichov, Némecko) a fotoaparatem DS-Fil (Nikon, Tokyo,
Japonsko)

Fytokomora E-41L2 (Perry, 1A, USA)

Inkubétor Incubat 85 (Melag, Berlin, Némecko)

Inkubator SI-900R (Jeia Tech, Soul, Korea)

Konfokalni mikroskop Zeiss LSM710 s pfidavnym piezzo-stolkem (Zeiss, Oberkochen,
Némecko), Zeiss ZEN software

Mikroobjemovy UV/VIS spektrofotometr NuDrop (ACTgene Piscataway, NJ, USA)

Parni autoklav Sterivap HP IL (BMT Medical Technology s.r.0. Brno, Ceska Republika)
pH metr 3503 Bench (Jenway — Bibby Scientific Limited, Staffordshire, UK)

Termocykler T-Gradient (Biometra, Goettingen, Némecko)

Termoblok CHB-202 (Alpha Laboratories Ltd., Eastleigh, Hampshire, UK)
Transiluminator UVT-20S (Herolab, Wieslach, Nemécko)

Vortex VSM-3 (Shelton Scientific, Shelton, CT, USA)

Zdroj napéti pro elektroforézu MS300V (Major Science, Saratoga, CA, USA)

3.2 Metody

3.2.1 Kultivace bakterii

Pro zachovani sterility byly vSechny kultury inokulovany do médii a rozetieny na misky
V laminarnim boxu. Kultury E. coli byly kultivovany na LB agaru nebo v tekutém LB
médiu pod selekénim tlakem kanamycinu 100 mg/l a inkubovany pies noc pii 37°C.
Kultury E. coli v tekutém LB médiu byly navic umistény na tfepacku pti 180 rpm. Kultury
A. rhizogenes byly kultivovany na MGL agaru nebo v tekutém MGL médiu pod selekénim

tlakem kanamycinu 100 mg/I pii 28°C, v tekutém médiu navic pii 250 rpm.
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3.2.2 Klonovani

3.2.2.1 1zolace plasmidové DNA

1,5 ml kultury E. coli nesouci plasmid AKK1436::UGT73C1-GFP nebo nesouci plasmid
AKK1472B, kterda byla inkubovana pies noc pti 37°C za stalého tfepani 180 rpm, bylo
preneseno do mikrozkumavky a centrifugovano pii 5000 g 2 minuty. Supernatant byl odlit
a k buné¢nému peletu bylo pridano 0,3 ml roztoku P1. Pelet byl resuspendovan v tomto
roztoku pomoci vortexu. Nasledné bylo pfidano 0,3 ml roztoku P2 zplsobujiciho lyzi
bunék. Roztok byl nékolikerym pfevracenim zkumavky promichdan a 5 minut ponechan
v klidu pfi laboratorni teploté. Dale bylo ptfidano 0,3 ml neutralizujiciho roztoku P3 a smés
byla promichéna opét n¢kolikerym pfevracenim a ponechana 5 minut v klidu na led¢. Smés
byla centrifugovana 10 minut pfi 12000 g a supernatant byl pielit do novych
mikrozkumavek. K supernatantu bylo pifidano 0,6 ml 100% isopropanolu a smés byla
centrifugovdna 10 minut pii 12000 g. Vznikly supernatant byl odlit a na dné
mikrozkumavky jiz bylo mozné pozorovat pelet plasmidové DNA, kterd musela byt
promyta 0,5 ml 70% ethanolu vychlazeného na - 20°C a sm¢s byla centrifugovana 5 minut
pti 12000 g. Supernatant byl odlit, jeho zbytky byly odstfedény na dno mikrozkumavky a
dukladné odpipetovany a takto vyizolovana plasmidova DNA byla 30 minut ponechana ve
flowboxu, aby se vysuSila. Pelety byly pipetovanim opatrné resuspendovany v 0,04 mi
Nuclease-free vod¢ a takto mohly byt uchovany pii —20°C.

Takto izolovana plasmidovda DNA byla nésledné pouzita pro restrikci za ucelem

zaklonovani genu UGT73C1-GFP do cilového vektoru AKK1472B.

3.2.2.2 Restrikce DNA

Pro vyjmuti tGseku DNA  obsahujictho gen UGT73C1-GFP  z plasmidu
AKK1436::UGT73C1-GFP bylo potieba nastavit restrikci s restrikéni endonukleasou Pacl.
Restrikce byly nastavovany do celkového objemu 40 pl, pfi¢emz v reakci byl pfitomen 1
mg plasmidové DNA a 0,3 pl restrikéniho enzymu. Restrikce probihala 2 hodiny pti 37°C.
Reakce byla nastavena stejné pro cilovy vektor AKK1472B.
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3.2.2.3 Agarosova elektroforéza pro ucely klonovani

Fragmenty DNA 1z restrikce vektoru AKK1436::UGT73C1-GFP byly separovany
v 0,8% agarosovém gelu. Pfiblizn€ 100 ml pfipraveného roztoku 0,8% agarosy o teploté
65°C bylo nalito do pfedem pfipravené komurky. Do roztoku bylo ptidano 7 pl ethidium
bromidu (5g/1) pro vizualizaci DNA po separaci. Na jeden konec gelu byl vloZen hiebinek a
gel byl ponechan 30 min ke ztuhnuti pti laboratorni teploté. Po ztuhnuti gelu byl vyjmut
hiebinek. Gel byl vloZen do elektroforetické komirky a komurka byla naplnéna 1x TAE
pufrem tak, aby byl gel zcela ponofen. Do jamek byly nésledné nanaSeny vzorky a
standard. Do prvni jamky byl nanesen DNA standart 1 kb plus DNA ladder a do
nasledujicich jamek byly nanaSeny vzorky obarvené loading pufrem. Elektroforéza
probihala pfi 90 V po dobu 45 minut. Po elektroforéze byly separované fragmenty
vizualizovany na UV-transiluminatoru. Fragment nesouci gen UGT73C1-GFP byl urc¢en
porovnanim velikosti s DNA standardem, sterilnim skalpelem vyfiznut z gelu a vnesen do

sterilni 1,5 ml mikrozkumavky.

3.2.2.4 Purifikace DNA

Fragment DNA vyfiznuty z gelu a naStipany vektor AKKI1472B po restrikci byly
purifikovany laboratornim kitem firmy Promega (viz 3.1.5 Kity) podle protokolu

doporuc¢eného vyrobcem.

3.2.2.5 Ligace

Po purifikaci byla nastavena ligace pro vneseni Pacl kazety nesouci gen UGT73C1-
GFP do cilového vektoru AKK1472B. Pro ligaci byla nastavena reakce dle Tab. 2. Liga¢ni
reakce byla inkubovana pii 16°C pies noc, poté bylo nutno ligasu inaktivovat pii 70°C po

dobu 10 minut.
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Tab. 2 Slozeni liga¢ni smési

Slozka Objem [pl]

T4 DNA ligasa 1

10x pufr pro T4 DNA ligasu 2

PEG 2
plasmid:insert 3:1 (mol:mol)
ddH,0 doplnéni do objemu 20 pl
Celkem 20

3.2.2.6 Transformace E. coli tepelnym Sokem

S ptipravenou ligacni reakci byly transformovany chemicky kompetentni bunky E. coli
TOP 10, ptipadné E. coli DH5a. Buriky byly rozmrazeny na ledu. K 50 pl téchto bunék
bylo pfipipetovano 1,5 ul plasmidové DNA zligace a obsah byl Spickou opatrné
promichén, aby nedoslo k poSkozeni buné€k, a bunky byly s plasmidovou DNA inkubovany
30 minut na ledé. Nasledné byly buiikky vystaveny teplotnimu Soku po dobu 30 sekund pii
42°C, v ptipadé¢ DHS5a bunék po dobu 45 sekund pii 42°C, na vodni l4zni a nasledné
inkubovany 2 minuty na led¢. 250 pl S.0.C. média bylo pfipipetovano k buiikam a dalsi
inkubace probihala 1 hodinu pii 37°C a 180 rpm. Takto transformované bunky byly
rozetfeny na misky s LB médiem pod selekénim tlakem kanamycinu 100 mg/l. Na médiu
by tudiz nem¢ly nartist bakterie, u kterych nedoslo k transformaci. Narostlé kolonie byly
inokulovany do tekutého LB média se selek¢nim tlakem kanamycinu 100 mg/l a
inkubovany pfes noc.

Z transformované kultury E. coli byla vyizolovana plasmidova DNA podle postupu
vyse (3.2.2.1 Izolace plasmidové DNA) a dale pro ni byla nastavena kontrolni restrikce
Pacl v celkovém objemu 20 pl. Po restrikci byla provedena agarosova elektroforéza s 1%

agarosovym gelem pro ovéteni transformovanych kolonii.
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3.2.3 PCR

Tato metoda byla vyuzita pro screening transformovanych kolonii. Jedna kolonie
daného genotypu A. rhizogenes byla pfidana do 20 pl sterilni vody a inkubovana pii 95°C
10 minut. Poté byly odebrany 4 pl pro ptipravu reakéni smési (Tab. 3).

U jednotlivych genotypu A. rhizogenes byla zkoumana pfitomnost gend rolA2
pomoci primerd rolA2 fw a rolA2 rev, které¢ maji T 56,4°C, a GFP pomoci primert
gfp_fw a gfp_rev s T, 57°C. Vysledna velikost fragmentti gent rolA2 odpovida ptiblizné
403 bp a u genu GFP piiblizné 650 bp.

PCR reakce probihaly v termocykleru v200ul mikrozkumavkach. Podminky

vV termocykleru byly nastaveny pro vSechny reakce stejné (Tab. 4).

Tab. 3: Slozeni reakéni smési pro PCR pro ovéfeni genotypt A. rhizogenes.

Slozka Koncentrace Objem [ul] Vysledna koncentrace
PCR pufr 10x 2,50 1x

dNTP 10 mM 0,50 0,2 mM

primer fw 10 mM 1,00 0,4 mM

primer rev 10 mM 1,00 0,4 mM

Tag DNA polymeraza 0,50

templat DNA ~ 25 pg/ml 1,00 1ng

DMSO 100% 1,25 5%

ddH,0 19,50

Celkovy objem 25

Tab. 4: Podminky PCR.

Krok Teplota [°C] Cas
1. Pocate¢ni denaturace 95 90s
2. Denaturace 95 15s
3. Hybridizace primert T 455
4. Elongace 72 90s
5. Zavére¢na elongace 72 10 min
6. Ochlazeni 4 1 min
Kroky 2-4 byly opakovany 35x
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3.2.4 Agarosova elektroforéza po PCR

Amplifikované geny z PCR byly separovany v 1% agarosovem gelu. Do prvni jamky byl
nanesen DNA standart 1 kb DNA ladder a do nasledujicich jamek byly nanaSeny vzorky.
Elektroforéza probihala pti 120 V po dobu 30 minut. Po separaci byla DNA vizualizovana
pomoci fotodokumenta¢niho systému Biorad a zpracovana pomoci programu ImagelLab, ve

kterém lze softwarové odecist velikosti fragmenti DNA.

3.2.5 Tomato hairy root transformation

Tato metoda je velmi efektivni pro pfipravu transgenniho pletiva. Pomoci bakteridlniho
kmene Agrobacterium rhizogenes je mozné pfipravit transgenni kofeny. Tento pudni
patogen ma Ri (root-inducing) plasmidy (Moore et al., 1979), které obsahuji T-DNA region
schopné inkorporovat se do rostlinného genomu. Rostlina nasledné exprimuje geny v téchto
regionech, coz se projevi tvorbou adventivnich kofend v blizkosti mista infekce. Za
proliferaci kofenti jsou zodpovédné geny root locus (Rol).

V této bakalaiské praci byl pouzit nizkovirulentni kmen Agrobacterium rhizogenes
15834 (Collier et al., 2005), kterym byly infikovany délozni listky Solanum lycopersicum.
K selekci transgennich kofent byl pouzit jako reportérovy gen gfp. Pfi postupu je nutné
striktné dodrzovat casovou posloupnost.

1. den: Nejprve bylo nutné vysterilizovat semena wild typu Solanum lycopersicum a
ptipravit je tak k vyseti. Semena byla po dobu 1 minuty promyvana v 70% ethanolu,
nasledné byl ethanol odlit a semena promyta 7% chlornanem sodnym po dobu 5 minut.
Nésledn¢ musela byt semena dikladné promyta sterilni vodou, coz bylo opakovano 5x.
Sterilni semena byla vyseta po 20 kusech na 10 pfipravenych Petriho misek s 2 MSO
agarem (obrazek 12), celkem tedy bylo vyseto 200 semen. Takto vyseta semena byla
kultivovana ve fytokomoie pii 24°C s fotoperiodou 14 hodin svétlo 1000-1500 lux/10
hodin tma po dobu 7 dnt.

8. den: Délozni listky S. lycopersicum, které pravé opustily obaly semena, byly
vyuzity k pfipravé explantati. Pfi sterilnich podminkach ve flowboxu byly délozni listky
ustfihnuty a pfeneseny do Petriho misky s tekutym MSO médiem. Nasledné byly pfeneseny
na vicko Petriho misky tak, aby lezely adaxidlni (svrchni) stranou smérem nahoru.

Sterilnim skalpelem byly délozni listky poranény tak, aby nebyly zcela profiznuty.
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Poranény byly piiblizné 10x jeden listecek. Poranéné listecky byly po 30 kusech polozeny
na Petriho misky s D1 agarem piekrytym malym filtranim papirem taktéz adaxialni
stranou smérem nahoru (obrazek 13, A). Misky byly utésnény parafilmem a ulozeny ve
fytokomote k inkubaci po dobu 2 dnti pfi 24°C s fotoperiodou 14 hodin svétlo 1000-1500
lux/ 10 hodin tma. Téhoz dne bylo nutné pfipravit tekutou kulturu A. rhizogenes. Do
sklenénych zkumavek bylo pfipraveno 3 ml tekutého MGL média s kanamycinem pod

selekénim tlakem 100 mg/l. Kazdé médium bylo inokulovéno jednou kolonii ptislusného

konstruktu A. rhizogenes. Kultury byly kultivovany v inkubatoru pti 29°C a 250 rpm po
dobu 2 dnd.

Obrazek 13: (A) Pripravené explantaty na D1 agaru, (B) Explantaty infikované A. rhizogenes a
prenesené na Gomborg’s B-5 agar.
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10. den: K tekutym kulturam A. rhizogenes bylo pfipipetovano 7 ml MGL média
s kanamycinem a kultury se nechaly kultivovat dalSich 6 hodin. Poté byly centrifugovany
15 minut pfi 4700 rpm, pelety byly promyty v 10 ml MSO tekutého média a znovu
zcentrifugovany. Promyti a centrifugace byly jesté jednou zopakovany a nasledné byly
pelety resuspendovany v 10 ml tekut¢ého MSO média. K bunééné suspenzi bylo ptidano 50
ul 0,074 M acetosyringonu. Takto piipravenymi kulturami A. rhizogenes byly ihned
infikovany ptipravené délozni listky pii sterilnich podminkach ve flowboxu. Délozni listky
byly pfeneseny na Petriho misku a bylo k nim pfiddno 5 ml pfipravené kultury urcitého
konstruktu. Inkubace probihala 10 minut za obfasného promichani. Nasledné byla kultura
odpipetovana a délozni listky byly pfeneseny a rozloZeny po 30 kusech na nové Petriho
misky s D1 agarem a filtratnim papirem. Petriho misky byly utésnény parafilmema
inkubovany ve fotokomofte pfi stejnych podminkach.

12. den: Infikované dé€lozni listky byly po 5 kusech preneseny na selekéni
Gamborg’s B-5 agar s obsahem timentinu a fosfinotricinu ptfekryty filtracnim papirem a
otoCeny adaxidlni stranou dolii (obrazek 13, B). I nadéle byly inkubovany ve fotokomote za
stejnych podminek.

19. den: Na miskach bylo mozno pozorovat narGst transgennich kofend
(obrazek 14) a bylo mozné je selektovat pod fluorescencnim mikroskopem. Po ozaieni
kotfene svétlem o vinové délce 490 nm bylo mozné pozorovat zelenou fluorescenci GFP.
Tyto kofeny byly pozitivné transformované (obrazek 15). Vyselektované koieny byly

lihovym fixem oznaceny na Petriho misce.

Obrazek 14: Narst transgennich kofenti z infikovanych explantatu.
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Obrazek 15: Fotografie transgennich kotfend, (A) detail transgenniho kofene pfed ozafenim (B)
fotografie stejného kotfene z fluorescenéniho mikroskopu po ozafeni svétlem o vinové délce
490 nm. Moznost pozorovat emisi fluorescence. Métitko 1 mm.

Pti dostatecné délce kotenti byly za sterilnich podminek odstfihnuty 3-4 cm kotene
s kofenovou Spickou a kotfen byl pfenesen na novy Gamborg’s B-5 agar piekryty filtraénim
papirem tak, aby kofenovou Spickou sméfoval co nejvice do stiedu Petriho misky a
poptipad¢ nedoslo k proristani do agaru (obrazek 16). Bylo tieba davat pozor na kofenovou
Spicku, kterd je velmi kiehka a pfi jejim naruSeni by kotinek prestal dale rtst. Timto
zpiisobem je mozné uchovavat koteny po delsi dobu (maximalné vSak 4-6 mésict). Kofeny

byly takto uchovavany do doby, nez byly mikroskopovany konfokalnim mikroskopem.

3.2.6 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro selekci transgennich kotent byl pouzit ptistroj Nikon SMZ800 vyuzivajici jako zdroj
svétla vysokotlakou rtutovou vybojku s GFP filtrem. Pro vizualizaci fluorescence
v transgennich kofenech nebylo potfeba pfipravovat preparaty, protoze mohly byt
pozorovany piimo v Petriho misce. Tento mikroskop muize byt taktéz propojen s pocitatem

a pomoci dokumenta¢niho zafizeni mizou byt potizeny fotografie.
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Obrazek 16: Transgenni kofen pfeneseny na novy Gamborg’s B-5 agar.

3.2.7 Konfokalni mikroskopie

Pro tcel ovéteni subcelularni lokalizace zeleného fluorescenc¢niho proteinu v transgennich
kofenech transformovanych jednotlivymi genotypy A. rhizogenes byl pouzit konfokalni
skenovaci laserovy mikroskop Zeiss LSM710 s ptidavnym piezzo-stolkem, ktery urychluje
snimani v 3D. Z transgennich kofenti bylo nutné pfipravit preparaty. Na delsi strany
podlozniho sklicka byly nalepeny tenké pasky oboustranné lepici pasky, doprostied
podlozniho skli¢ka do kapky vody byl vlozen 1 cm kotenové Spicky. Na kazdé sklicko byly
takto pfipraveny 3 kofenové Spicky daného genotypu A. rhizogenes. Nakonec byly kofeny
prekryty krycim sklickem tak, aby v preparatu neztistaly vzduchové bubliny. Jako excitacni
zdroj pro indukci GFP fluorescence byla vyuzita energie modrého laseru produkujiciho
svétlo o vinové délce 490 nm odpovidajici ecitani vinové délce GFP, emise fluorescence
byla zachycena pti 500-525 nm s vyuzitim 395 band-pass filtru. Spravna intenzita laseru
byla upravena s vyuzitim kontrolnich WT kofenu rajéete, které bylo infikovano WT A.
rhizogenes 15834. Snimky byly pofizeny s pouzitim 63x objektivu. Zpracovani snimku

z mikroskopu bylo provedeno pomoci Zeiss ZEN softwaru.

42



4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Klonovani

4.1.1 Restrikce a separace fragmenti agarosovou elektroforézou

Pii ptipravé binarniho vektoru AKK1472B::UGT73C1-GFP byla provedena restrikce
vektoru AKK1436::UGT73C1-GFP restrik¢ni endonukleasou Pacl, ktera $tépila plasmid za
tvorby dvou fragmenti DNA, tzv. Pacl kazety obsahujici gen UGT73C1-GFP pod
superubikvitinovym promotorem a fragmentu obsahujici geny zbytku plasmidu. Pacl kazeta
ma velikost 4650 bp. Cely plasmid AKK1436 vcetné¢ genu UGT73C1-GFP ma velikost
ptiblizn€ 8307 bp.

Fragmenty byly separovany agarosovou elektroforézou (obrazek 17), ¢imz doslo
k ovéfeni piitomnosti geni UGT73C1-GFP ve vektoru a zaroven separovana Pacl kazeta

mohla byt dale pouzita pii dalSim postupu pro klonovani.

1kb
5000 bp — S S e <— 4650 bp
3000bp —> S M «—— 3657 bp
R
el

Obrazek 17: Fotografie agarosového gelu fragmentti vektoru AKK 1436 po restrikei Pacl restrikéni
endonukleasou za pouziti markeru 1 kb DNA ladder.
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4.1.2 Agarosova elektroforesa pro ovéreni transformovanych kolonii

Vysledkem klonovani mély byt transformované bakterie E. coli nesouci binarni vektor
AKK1472B::UGT73C1-GFP vytvofené ligaci Pacl kazety a binarniho vektoru
AKK1472B. Pro ovéfeni téchto transformovanych bakterii slouzila po izolaci plasmidové
DNA a restrikci ovéfovaci agarosova elektroforéza (obrazek 16). Jak jiz bylo zminéno, Pacl
kazeta mé velikost 4650 bp, vektor AKK1472B 11662 bp a cely transformovany vektor pak
ma po souctu velikost 16312 bp.

Jak je mozné pozorovat na gelu (obrazek 18), ovéfeni transformovanych kolonii
bylo neuspésné. Na gelu bylo mozné pozorovat pouze prazdny binarni vektor AKK1472B.
Lze tedy predpokladat, ze pti klonovani byly Spatné nastaveny podminky ligace a proto
nebyla Pacl kazeta zaligovana do binarniho vektoru AKK1472B. Pro piipravu
transformovanych bakterii byly vyzkouSeny rizn€ pozménéné podminky ligace, jako
naptiklad razné molarni poméry plasmidu k insertu nebo zmény podminek inkubace
ligaCnich reakci. VeSkeré zmény nemély vliv na vysledek, ovéfeni transformovanych
kolonii bylo vzdy neuspésné a to i pfi pokusu ovéfeni po nastaveni restrikce s rliznymi
restrikénimi endonukleasami jako jsou EcoRI a EcoRI-HF, které mohou taktéz slouzit
k ovéfeni transformovanych bakterii.

Jedna se o velmi nevyhodnou ligaci, protoze vektor AKK1472B je pomérné velky a
navic restrikéni endonukleasa Pacl $tépi DNA za tvorby kratkych lepivych konct
(obrazek 19).

1kb 1 2 3 4 5
plus

2
20000 bp +«— 11662 bp
10000 bp — =

5000 bp —* -

Obrazek 18: Fotografie ovétovaciho agarosového gelu pro 5 riznych plazmidovych DNA
izolovanych z transformovanych kolonii E. coli restrikéni endonukleasou Pacl za pouziti markeru 1
kb plus DNA ladder.
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Obrazek 19: Palindromové sekvence, kterou rozpoznava Pacl. Cervené Sipky vyzna¢uji mista, na
kterych Pacl §tépi DNA.

Pii poslednich pokusech klonovani byly ligacnimi reakcemi transformovany misto
chemicky kompetentnich bunék E. coli TOP 10 chemicky kompetentni vysoce efektivni
DH5a bunky E. coli, které jsou vhodné&jsi pro transformovani velkymi plasmidy. Bohuzel

ani tato zmeéna nevedla k pozitivnimu vysledku.

4.2 Ovéreni genotypu A. rhizogenes

Osvojeni si metodiky pfipravy transgenniho pletiva a nasledna prace s fluorescenénim a
konfokalnim mikroskopem probéhlo vramci experimentu, jehoz cilem bylo ovéfit
funkénost signalni sekvence cilici proteiny do vakuoly.

Ovéfovani genotypu A. rhizogenes probihalo agarosovou elektroforézou po
amplifikaci gentt GFP a RolA2 metodou PCR.

Gen RolA2 je typicky pro A. rhizogenes. Po infekci rostliny je gen RolA2

inkorporovan do rostlinného genomu a pifi jeho expresi zpusobuje indukei ristu
transgennich adventivnich kotent.
Proto pii1 ovéfovani piitomnosti tohoto genu agarosovou elektroforézou musel byt ptitomen
ve vSech konstruktech, aby bylo prokazano, ze se nejedna napiiklad o kmen Agrobacterium
tumefaciens. Gen RolA2 ma velikost 403 bp. Od kazdého konstruktu byly ovétovany dva
biologické replikaty. Z fotografie agarosového gelu na obrazku 20 jde vidét, Ze gen RolA2
byl pfitomen u vSech konstruktl a skute¢né se tak jedna o kultury A. rhizogenes.

Gen GFP byl ptitomen v konstruktech transformovanych A. rhizogenes. Jeden
konstrukt obsahoval pouze gen GFP bez signalni sekvence, druhy konstrukt obsahoval
GFP sfazovany se signalni sekvenci cilici GFP do vakuoly. V téchto dvou konstruktech
musela byt pfitomnost genu GFP pozitivné potvrzena. Posledni genotyp A. rhizogenes byl
wild type a tudiz nemél obsahovat GFP. Gen GFP ma velikost 650 bp. Pozitivni ovéfeni

konstruktd je mozné vidét na fotografii agarosového gelu na obrazku 21. U WT
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A. rhizogenes neni gen pro GFP pfitomen, u zbylych dvou konstruktd byl gen GFP pomoci

PCR amplifikovan a separovan agarosovou elektroforézou.

—————— 40 b)

Obrazek 20: Fotografie agarosového gelu pro ovéfeni A. rhizogenes po amplifikaci genti RolIA2
PCR za pouziti markeru 1 kb DNA ladder. WT, A. rhizogenes wild type; GFP, A. rhizogenes
obsahujici gen GFP; vac, A. rhizogenes obsahujici gen GFP sflizovany se signalni sekvenci do
vakuoly.

WIA WLB GFP.A GFPB vacA vacB

750 bp —= P W «—— 650 bp

500bp —

Obrazek 21: Fotografie agarosového gelu pro ovéfeni konstrukti A. rhizogenes po amplifikaci
gentt GFP PCR za pouziti markeru 1 kb DNA ladder. WT, A. rhizogenes wild type; GFP, A.

rhizogenes obsahujici gen GFP; vac, A. rhizogenes obsahujici gen GFP sfizovany se signalni
sekvenci do vakuoly.
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4.3 Konfokalni mikroskopie

Konfokéalnim mikroskopem byly pozorovany preparaty pfipravené z transgennich kofeni
vyrustajicich z explantati  S. lycopersicum infikovanych konstrukty A. rhizogenes
obsahujicich gen GFP bez signalni sekvence a se signdlni sekvenci cilici zeleny
fluorescencni protein do vakuoly. Jednotlivé vrstvy bunék v kofenech byly skenovany a
byla pozorovana subcelularni lokalizace GFP. Konstrukt A. rhizogenes s GFP bez signalni
sekvence slouzil jako pozitivni kontrola, protoze lokalizace GFP bez signalni sekvence je
jiz znama (Frigerio, 1998). Zeleny fluorescen¢ni protein je lokalizovan do cytosolu se
zpétnou difuzi do jadra (obrazek 22). ProtoZe je cytosol vytlacen vakuolou k periferii
buiky, lemuje cytoplazmatickou membrana a mize se zdat, jako by signal vychazel z ni.
Dale z divodu zpétné difuze signdl vychazi taktéz z jadra. Zpétna difuze dimeru i trimeru
GFP jiz byla popsana v praci Von Arnim et. al., 1998.

V transgennich kotfenech, ve kterych byl GFP zacilen pomoci signalni sekvence do
vakuoly se signal 1i8il (obrazku 23). Nejsilngjsi signal vychazi taktéz z periferie burky.
Podrobnéjsi analyza ukazala, ze signal vychdzi z cytosolu. Slabsi signal vychazi z vakuol.
Vyrazny rozdil oproti GFP bez signalni sekvence je v tom, Ze GFP se signalni sekvenci
nedifunduje zpét do jadra. Vysledky se liSily od ocekavani, protoze signal u GFP se
signalni sekvenci cilici do vakuoly byl ocekavan nejsiln€jsi pravé z vakuol. Je potieba vzit
v uvahu, Ze signalni sekvence pochéazela z fazole a ovéfovana byla v rajéatech. Navic se
v buiikach kofene vyskytuji rizné typy vakuol v rizném stadiu vyvoje. Cim jsou burky
star$i, tim vyspélej$i jsou vakuoly a muze znich vychazet silngjsi signal. OvSem
v takovych bunkéch je jiz exprese GFP minimalizovana. Do vysledku nutno zahrnout
vsechny tyto aspekty. I kdyz se ocekéavani lisilo, byla potvrzena funk¢nost signalni

sekvence cilici GFP do vakuoly.
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Obrazek 22: Fotografie vrstvy bunék v transgennich kofenech overexprimujicich SU:GFP
z konfokalniho mikroskopu, ve kterych je GFP lokalizovano do cytosolu se zpétnou difuzi do jadra.
Meéritko 10 pum.

Obrazek 23: Fotografie vrstvy bunék v transgennich kofenech overexprimujicich SU:vac:GFP
z konfokalniho mikroskopu, ve kterych je GFP lokalizovano do vakuoly. Métitko 10 pm.
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5 ZAVER

Byla zpracovana literarni reserSe na téma subcelularni lokalizace, mechanismus tfidéni
proteinll v bufice a typy signalnich sekvenci, které determinuji proteiny pro rlizné bunécné
kompartmenty. Dale byly shrnuty poznatky o vakuolach, mechanismu transportu do vakuol
a do tonoplastu. Posledni kapitoly byly vénovany cytokininim, jejich inaktivaci
glykosyltransferasami a transportu v rostlinach.

Bylo pfipraveno transgenni pletivo overexprimujici GFP pod vakuolarnim
signdlnim peptidem a pomoci konfokéalni mikroskopie byl detekovan fluorescencni signal
ve vakuolach. Timto byla Gspésné potvrzena funk¢nost tohoto konstruktu pro cileni enzymu
metabolismu cytokinind do vakuol jako jeden z moznych nastroji studia jejich funkce.
Kwvili velice narocnému klonovani se nepodafilo pfipravit binarni vektor nesouci
UGT73C1-GFP a proto nebylo mozné ovéfit jeho predpovézenou subcelularni lokalizaci.

V ramci experimentalni C¢asti jsem se naucila metodiku klonovani zahrnujici
ptipravu bindrniho vektoru a transformaci bakterii, metodiku piipravy transgenniho pletiva,
praci s fluorescencnim mikroskopem a praci s konfokalnim mikroskopem. Tyto znalosti

budou dale vyuzity pro studium enzymi metabolismu cytokininti.

49



6 LITERATURA

Abel S., Blume B., Glund K. (1990): Evidence for RNA-oligonucleotides in plant vacuoles isolated
from cultured tomato cells. Plant Physiology 94, 1163-1171.

Allen G. J., Sanders D. (1997): Vacuolar ion channels of higher plants. In: Advances in Botanical
Research. Vol. 25, (Leigh R. A., Sanders D., eds.), Elsevier Academic Press, San Diego, USA,
217-252.

Amalou Z., Gibrat R., Trouslot P., Dauzac J. (1992): Evidence for an amiloride-inhibited
Mg2+/2H+ antiporter in lutoid (vacuolar vesicles from latex of hevea-brasiliensis. Plant
Physiology 100, 255-260.

Armstrong D.J. (1994): Cytokinin oxidase and the regulation of cytokinin degradation. In:
Cytokinin

Bannai H., Tamada Y., Maruyama O., Nakai K., Miyano S. (2002): Extensive feature detection of
N-terminal protein sorting signals. Bioinformatics 18, 298-305.

Bassham D. C., Brandizzi F., Otegui M. S., Sanderfoot A. A. (2008): The secretory systém of
Arabidopsis. The Arabidopsis Book/ American Society of Plant Biologists 6, 1-29.

Bernard C., Traub M., Kunz H.H., Hach S., Trentmann O., Mohlmann T. (2011): Equilibrative
nukleoside transporter 1 (ENTZ1) is critical for pollen germination and vegetative growth in
Arabidopsis. Journal of Experimental Botany 62, 4627-4637.

Bethke P. C., Jones R. L. (1997): Reversible protein phosphorylation regulates the aktivity of the
slow-vacuolar ion channel. Plant Journal 11, 1227-1235.

Bonifaci N., Moroianu J., Radu A., Blobel G. (1997): Karyopherin B2 mediates nuclear import of a
mMRNA binding protein. Proceedings of the National Academy od Science of the United States of
America 94, 5055-5060.

Bonifacino J. S., Traub L. M. (2003): Signals for sorting of transmembrane proteins to endosomes
and lysosomes. Annual Review of Biochemistry 72, 395-447.

Boulikas T. (1993): Nuclear localization signals (NLS). Critical Reviews in Eukaryotic Gene
Expression 3, 193-227.

Bowles D., Lim E.K., Poppenberger B., Vaistij F.E. (2006): Glycosyltransferases of lipophilic small
molecules. Annual Review of Plant Biology 57, 567-597.

Brzobohaty B., Moore 1., Kristoffersen P., Bako L., Campos N., Schell J., Palme K. (1993): Release
of active cytokinin by a beta-glucosidase localized to the maize root-meristem. Science 262,
1051-1054.

Biirkle L., Cedzich A., Dopke C., Stransky H., Okumoto S., Gillissen B., Kuhn C., Frommer W. B.
(2003): Transport of cytokinins mediated by purine transporters of the PUP family expressed in
phloem, hydathodes, and pollen of Arabidopsis. Plant Journal 34, 13-26.

Campbell J.A., Davies G.J., Bulone V., Henrissat B. (1997): A classification of nucleotide-
diphospho-sugar glycosyltransferases based on amino acid. Biochemical Journal 326, 929-939.

Cao X. F., Rogers S. W., Butler J., Beevers L., Rogers J. C. (2000): Structural requirements for
ligand binding by a probable plant vacuolar sorting receptor. Plant Cell 12,493-506.

Cedzich A., Stransky H., Schulz B., Frommer W. B. (2008): Characterization of cytokinin and
adenin transport in Arabidopsis cell cultures. Plant Physiology 148, 1857-1867.

Collier R., Fuchs B., Walter N., Lutke W.K., Taylor C.G. (2005): Ex vitro composite plants: an
inexpensive, rapid method for root biology. Plant Journal 43, 449-457.

De Angeli A., Monachello D., Ephritikhine G., Frachisse J. M., Thomine S., Gambale F., Barbier-
Brygoo H. (2006): The nitrate/proton antiporter AtCLCa mediates nitrate accumulation in plant
vacuoles. Nature 442, 939-942.

Dever T. E. (2002): Gene-Specific Regulation by General Translation Factors. Cell 108, 545-556.

Dietz K. J., Martinoia E., Heber U. (1989): Mobilization of vacuolar amino-acids in leaf-cells as
affected by ATP and the level of cytosolic amino-acids — ATP regulates but appears not to
energize vacuolar amino.acid release. Biochemica et Biophysica Acta 984, 57-62.

50



Ding Y., Robinson D.G., Jiang L. (2014): Unconventional protein secretion (UPS) pathways in
plants. Current Opinion in Cell Biology 29, 107-115.

Dobrtskova J. (2014): Subcelularni lokalizace cytokinin glykosyltransferasy Arabidopsis thaliana
pomoci fluorescencniho znaceni. Diplomova prace, UPOL Olomouc, Ceska Republika.

Dunkley T.P.J., Watson R., Griffin J.L., Dupree P., Lilley K.S. (2004): Localization of organelle
proteins by isotope tagging (LOPIT). Molecular & Cellular Proteomics 3, 1128-1134.

Echeverria E., Burns J.K. (1989): Vacuolar acid-hydrolysis as a physiological mechanism for
sucrose. Plant Physiology 90, 530-533.

Emanuelsson O., Brunak S., von Heijne G., Nielsen H. (2007): Locating proteins in the cell using
TargetP, SignalP and related tools. Nature Protocols 2, 953-971.

Emanuelsson O., Nielsen H., von Heijne G. (1999): ChloroP, a neural network-based method for
predicting chloroplast transit peptides and their cleavage sites. Protein Science 8, 978-984.

Emanuelsson O., Nielsen H., Bruna S., von Heijne G. (2000): Predicting subcellular localization of
proteins based on their N-terminal amino acid sequence. Journal of Molecular Biology 300,
1005-1016.

Etxeberria E., Pozueta-Romero J. (2012): In and out of the plant storage vacuole. Plant Science 190,
56-61.

Faiss M., Zalubilova J., Strnad M., Schmulling T. (1997): Conditional transgenic expression of the
ipt gene indicates a function for cytokinins in paracrine signaling in whole tobacco plants. Plant
Journal 12, 401-415.

Feller U., Fischer A. (1994): Nitrogen-metabolism in senescing leaves. Critical Reviews in Plant
Sciences 13, 241-273.

Frébortova J., Fraaije M.W., Galuszka P., Sebela M., Pe¢ P., Hrbac J., Novak O., Bilyeu K.D.,
English J.T., Frébort I. (2004): Catalytic reaction of cytokinin dehydrogenase: preference for
quinones as electron acceptors. Biochemical Journal 380, 121-130.

Frigerio L., de Virgilio M., Prada A., Faoro F., Vitale A. (1998): Sorting of phaseolin to the vacuole
is saturable and requires a short C-terminal peptide. Plant Cell 10, 1031-1042.

Frigerio L., Hinz G., Robinson D.G. (2008): Multiple vacuoles in plant cells: Rule or exception?
Traffic 9, 1564-1570.

Frigerio L., Jolliffe N. A., Di Cola A., Felipe D. H., Paris N., Neuhaus J. M., Lord J. M., Ceriotti A.,
Roberts L. M. (2001): The internal propeptide of the ricin precursor carries a sequence-specific
determinant for vacuolar sorting. Plant Physiology 126, 167-175.

Galichet A., Hoyerova K., Kaminek M., Gruissem W. (2008): Farnesylation directs AtIPT3
subcellular localization and modulates cytokinin biosynthesis in Arabidopsis. Plant Physiology
146, 1155-1164.

Galuszka P., Popelkova H., Werner T., Frébortova J., Pospisilova H., Mik V., Kollmer I.,
Schmulling T., Frébort L. (2007): Biochemical characterization of cytokinin
Oxidases/Dehydrogenases from Arabidopsis thaliana expressed in Nicotiana tabacum L.
Journal of Plant Growth Regulation 26, 255-267.

Galuszka P., Spichal L., Kopeény D., Tarkowski P., Frébortova J., Sebela M., Frébort 1. (2008):
Metabolism of plant hormones cytokinins and their function in signaling, cell differentiation and
plant development. In: Studies in natural products chemistry. Vol. 34. (UrRahman A., ed.),
Elsevier Science, Amsterdam, Netherlands

Gasber A., Klaumann S., Trentmann O., Trampczynska A., Clemens S., Schneider S., Sauer N.,
Feifer ., Bittner F., Mendel R.R., Neuhaus H.E. (2011): Identification of an Arabidopsis solute
carrier critical for intracellular transport and inter-organ allocation of molybdate. Plant Biology
13, 710-718.

Geelen D., Lurin C., Bouchez D., Franchisse J. M., Lelievre F., Courtial B., Barbier-Brygoo H.
(2000): Disruption of putative anion channel gene AtCLC-a in Arabidopsis suggests a role in the
regulation of nitrate content. Plant Journal 21, 259-267.

Geisler M., Axelsen K. B., Harper J. F., Palmgren M. G. (2000): Molecular aspects of higher plant
P-type Ca2+-ATPases. Biochemica et Biophysica Acta-Biomembranes 1465, 52-78.

51



Gillissen B., Biirkle L., Andre B., Kuhn C., Rentsch D., Brandl B., Frommer W.B. (2000): A new
family of high-affinity transporters for adenine, cytosine, and purine derivates in Arabidopsis.
Plant Cell 12, 291-300.

Hanton S. L., Brandizzi F. (2006): Protein transport in the plant secretory pathway. Canadian
Journal of Botany-Revue Canadienne de Botanique 84, 523-530.

Hara-Hishimura I., Takeuchi Y., Inoue K., Nishimura M. (1993): Vesicle transport and processing
of the precursor to 2S-albumin in pumpkin. Plant Journal 4, 793-800.

Hara-Nishimura 1., Shiamada T., Hatano K., Takeuchi Y., Nishimura M. (1998): Transport of
storage proteins to protein storage vacuoles is mediated by large precursor-accumulating
vesicles. Plant Cell 10, 825-836.

Harter C., Wieland F. (1996): The secretory pathway: Mechanism of protein sorting and transport.
Biochimica et Biophysica Acta-Reviews on Biomembranes 1286, 75-93.

Hedrich R., Flugge U. I., Fernandez J. M. (1986): Patch-clamp studies of ion-transport in isolated
plant vacuoles. Febs Letters 204, 228-232.

Hedrich R., Neher E. (1987): Cytoplasmic calcium regulates voltage-dependent ion channels in
plant vacuoles. Nature 329, 833-836.

Herman E. M., Larkins B. A. (1999): Protein storage bodies and vacuoles. Plant Cell 11, 601-613.

Hinz G., Hillmer S., Baumer M., Hohl I. (1999): Vacuolar storage proteins and the putative
vacuolar sorting receptor BP-80 exit the Golgi apparatus of developing pea coledons in different
transport vesicles. Plant Cell 11, 1509-1524.

Hirose N., Makita N., Yamaya T., Sakakibara H. (2005): Functional characterization and expression
analysis of a gene, OSENT2, encoding an equilibrative nukleoside transporter in rice suggest a
function in cytokinin transport. Plant Physiology 138, 196-206.

Hirose N., Takei K., Kuroha T., Kamada-Nobusada T., Hayashi H., Sakakibara H. (2008):
Regulation of cytokinin biosynthesis, compartmentalization and translocation. Journal of
Experimental Botany 59, 75-83.

Hoh B., Hinz G., Jeong B. K., Robinson D. G. (1995): Protein storage vacuoles form de novo
during pea cotyledon development. Journal of Cell Science 108, 299-310.

Hohl 1., Robinson D. G., Chrispeels M. J., Hinz G. (1996): Transport of storage proteins to the
vacuole is mediated by vesicles without a clathrin coat. Journal of Cell Science 109, 2539-2550.

Hopp W., Seitz H.U. (1987): The uptake of acylated anthocyanin into isolated vacuoles from a cell-
suspension culture of daucus-carota. Planta 170, 74-85.

Horton P., Park K.J., Obayashi T., Nakai K. (2006): Protein subcellular localization prediction with
WOLF PSORT. In: Series on Advances in Bioinformatics and Computational Biology. Vol. 3.
(Jiang T., Yang U.C., Chen Y.P.P., Wong L., eds.), Asia-Pacific Bioinformatics Conference,
Taipei, Taiwan.

Hou B.K., Lim E.K., Higgins G.S., Bowles D.J. (2004): N-glucosylation of cytokinins by
glycosyltransferases of Arabidopsis thaliana. Journal of Biological Chemistry 279, 47822-
47832.

Husar S., Berthiller F., Fujioka S., Rozhon W., Khan M., Kalaivanan F., Elias L., Higgins G.S., Li
Y., Schumacher R., Krska R., Seto H., Vaistij F., Bowles D., Poppenberger B. (2001):
Overexpression of the UGT73C6 alters brassinosteroid glucosid formation in Arabidopsis
thaliana. BMC Plnat Biology 11:51 (open acces).

Churchill K. A., Sze H. (1984): Anion-sensitive, H+-pumping ATPase of oat roots — direct effects
of Cl-, NO3-, and a disulfonic stiblene. Plant Physiology 76, 490-497.

Isayenkov S., Isner J. C., Maathuis F. J. M. (2011): Rice two-pore K+ channels are expressed in
different types of vacuoles. Plant Cell 23, 756-768.

Jauh G.Y., Fischer A.M., Grimes H.D., Ryan C.A., Rogers J.C. (1998): Delta-tonoplast intrinsic
protein defines unique plant vacuole functions. Proceedings of the National Academy of Science
of the United States of America 95, 12995-12999.

Jiang L.W., Phillips T. E., Rogers S. W., Rogers J. C. (2000): Biogenesis of the protein storage
vacuole crystalloid. Journal of Cell Biology 150, 755-769.

52



Jiang L.W., Rogers J. C. (1998): Integral membrane protein sorting to vacuoles in plant cells:
Evidence for two pathways. Journal of Cell Biology 143, 1183-1199.

Jiang L.W., Rogers J. C. (2003): Sorting of Iytic proteins in the plant Golgi apparatus. Annual Plant
Review 9, 114-140.

Jin S.-H., Ma X.-M., Kojima M., Sakakibara H., Wang Y.-W., Hou B.-K. (2013) Overexpression of
glucosyltransferase UGT85AL influences trans-zeatin homeostasis and trans-zeatin response
likely through O-glucosylation. Planta 237, 991-999.

Johnson K. D., Herman E. M., Chrispeels M. J. (1989): An abundant, highly conserved tonoplast
protein in seeds. Plant Physiology 91, 1006-1013.

Jung C., Lee G.J., Jang M., Lee M., Lee J., Kang H., Sohn E.J., Hwang I. (2011): Identification of
sorting motifs of At beta Fruct4 for trafficing from the ER to the vacuole through the golgi and
PVC. Traffic 12, 1774-1792.

Kaiser G., Heber U. (1984): Sucrose transport into vacuoles isolated from barely mesophyll
protoplasts. Planta 161, 562-568.

Kakimoto T. (2001): Identification of plant cytokinin biosynthetic enzymes as dimethylallyl
diphospate: ATP/ADP isopentenyltransferases. Plant and Cell Physiology 42, 677-685.

Kakimoto T. (2003): Biosynthesis of cytokinins. Journal of Plant Research 116, 233-239.

Kasahara H., Takei K., Ueda N., Hishiyama S., Yamaya T., Kamiya Y., Yamaguchi S., Sakakibara
H. (2004): Distinct isoprenoid origins of cis- and trans-zeatin biosyntheses in Arabidopsis.
Journal of Biological Chemistry 279, 14049-14054.

Keenan R.J., Freymann D.M., Stroud R.M., Walter P. (2001): The signal recognition particle.
Annual Review of Biochemistry 70, 755-775.

Kirsch T., Paris N., Butler J. M., Beevers L., Rogers J. C. (1994): Purification and initial
characterization of potential plant vacuolar targeting receptor. Proceedings of the National
Academy of Science of the United States of America 91, 3403-3407.

Klee E.W., Ellis L.B.M. (2005): Evaluating eukaryotic secreted protein prediction. BMC
Bioinformatics 6, 256.

Klein M., Martinoia E., Hoffmann-Thoma G., Weissenbock G. (2000): A membrane-potential
dependent ABC-like transporter mediates the vacuolar uptake of rye flavone glucuronides:
regulation of glucuronide uptake by glutathione and its conjugates. Plant Journal 21, 289-304.

Kloc M., Zearfoss N.R., Etkin L.D. (2002): Mechanisms of Subcellular mMRNA Localization. Cell
108, 533-544.

Ko D., Kang J., Kiba T., Park J., Kojima M., Do J., Kim K.Y., Kwon M., Endler A., Song W.Y .,
Martinoia E., Sakakibara H., Lee Y. (2014): Arabidopsis ABC14 is essential for the root-to-
shoot translocation of cytokinin. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 111, 7150-7155.

Koide Y, Matsuoka, K., Ohto M., Nakamura K. (1999): The N-terminal propeptide and the C
terminus of the precursor to 20-kilo-dalton potato tuber protein can function as different types of
vacuolar sorting signals. Plant and Cell Physiology 40, 1152-1159.

Kollmer I., Novak O., Strand M., Schmulling T., Werner T. (2014): Overexpression of the cytosolic
cytokinin oxidase/dehydrogenase (CKX7) from Arabidopsis causes specific changes in root
growth and xylem differentiation. Plant Journal 78, 359-371.

Komarova N.Y., Meier S., Meier A., Grotemeyer M.S., Rentsch D. (2012): Determinants for
Arabidopsis peptide transporter targeting to the tonoplast or plasma. Traffic 13, 1090-1105.

Kreuz K., Tommasini R., Martinoia E. (1996): Old enzymes for a new job — Herbicide
detoxification in plants. Plant Physiology 111, 349-353.

Kudo T., Kiba T., Sakakibara H. (2010): Metabolism and long-distance translocation of cytokinins.
Journal of Integrative Plant Biology 52, 53-60.

Lametschwandtner G., Brocard C., Fransen M., Van Veldhoven P., Berger J., Hartig A. (1998): The
difference in recognition of terminal tripeptides as peroxisomal targeting signal 1 between yeast
and human is due to different affinities of their receptor Pex5p to the cognate signal and to
residues adjacent to it. Journal of Biological Chemistry 273, 33635-33643.

53



Larisch N., Schulze C., Galione A., Dietrich P. (2012): An N-terminal dileucine motif directs two-
pore channels to the tonoplast of plant cells. Traffic 13, 1012-1022.

Lee D. W., Jung C., Hwang I. (2013): Cytosolic events involved in chloroplast protein targeting.
Biochemica et Biophysica Acta-Molecular Cell Research 1833, 245-252.

Leinhos V., Krauss G.J., Glund K. (1986): Evidence that a part of cellular uridine of a tomato
(Lycopersicon-esculentum) cell-suspension culture is located in the vacuoles. Plant Science 47,
15-20.

Letham D. S., Palni L. M. S. (1983): The biosynthesis and metabolism of cytokinins. Annual
Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 34, 163-197.

Li Y., Baldauf S., Lim E.K., Bowles D.J. (2001): Phylogenetic analysis of the UDP-
glycosyltransferase multigene family of Arabidopsis thaliana. Journal of Biological Chemistry
276, 4338-4343.

Li Z.S., Lu Y.P.,, Zhen R.G., Szczypka M., Thiele D.J., Rea P.A. (1997): A new pathway for
vacuolar cadmium sequestration in Saccharomyces cerevisiae: YCF1-catalyzed transport of
bis(glutathionato)cadmium. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 94, 42-47.

Lim P.O., Woo H.R., Nam H.G. (2003): Molecular genetics of leaf senescence in Arabidopsis.
Trends in Plant Science 8, 272-278.

Mackenzie P.1., Owens 1.S., Burchell B., Bock K.W., Bairoch A., Belanger A., FournelGigleux S.,
Green M., Hum D.W., lyanagi T., Lancet D., Louisot P., Magdalou J., Chowdhury J.R., Ritter
J.K., Schachter H., Tephly T.R., Tipton K.F., Nebert D.W. (1997): The UDP glycosyltransferase
gene superfamily: Recommended nomenclature update based on evolutionary divergence.
Pharmacogenetics 7, 255-269.

Mackenzie S. A. (2005): Plant organellar protein targeting: a traffic plan still under construction.
Trends in Cell Biology 15, 548-554.

Maeshima M. (1992): Characterization of the major integral protein of vacuolar membrane. Plant
Physiology 98, 1248-1254.

Maeshima M. (2001): Tonoplast transporters: organization and function. Annual Review of Plant
Physiology and Plant Molecular Biology 52, 469-497.

Malmstrom S., Akerlund H. E., Askerlund P. (2000): Regulatory role of the N terminus of the
vacuolar calcium-ATPase in cauliflower. Plant Physiology 122, 517-526.

Mansfield S. G., Briarty L. G. (1991): Early embryogenesis in Arabidopsis thaliana .2. The
developing embryo. Canadian Journal of Botany-Revue Canadienne de Botanique 69, 461-476.

Mansfield S. G., Briarty L. G. (1996): The dynamics of seedling and cotyledon cell development in
Arabidopsis thaliana during reserve mobilization. International Journal of Plant Sciences 157,
280-295.

Martinoia E., Grill E., Tommasini R., Kreuz K., Amrhein N. (1993): ATP-dependent glutathione s-
conjugate export pump in the vacuolar membrane of plants. Nature 364, 247-249.

Martinoia E., Kaiser G., Schramm M. J., Heber U. (1987): Sugar-transport across the plasmalemma
and the tonoplast of barely mesophyll protoplasts — evidence for different transport-systems.
Journal of Plant Physiology 131, 467-478.

Martinoia E., Maeshima M., Neuhaus H. E. (2007): Vacuolar transporters and their essential role in
plant metabolism. Journal of Experimental Botany 58, 83-102.

Martinoia E., Massonneau A., Frangne N. (2000): Transport processes of solutes across the
vacuolar membrane of higher plants. Plant and Cell Physiology 41, 1175-1186.

Martinoia E., Rentsch D. (1994): Malate compartmentation — sersponses to a complex metabolism.
Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 45., 447-467.

Martinoia E., Schramm M. J. (1986): Transport of anions in isolated barely vacuoles .1.
permeability to anions and evidence for a Cl-uptake systém. Plant Physiology 80, 895-901.

Marty F. (1999): Plant vacuoles. Plant Cell 11, 587-599.

Massonneau A., Martinoia E., Dietz K. J., Mimura T. (2000): Phosphate uptake across the tonoplast
of intact vacuoles isolated from suspension-cultured cells of Catharanthus (L.) G. Don. Planta
211, 390-395.

54



Mathews M. B., Sonenberg N., Hershey J.W.B. (2000): Origins and principles of translational
control. In: Translational Control of Gene Expression. Vol. 39, (Sonenberg N., Hershey J.,
Mathews M.B., eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, U.S.A., 1-31.

Matsuoka K., Neuhaus J.M. (1999): Cis-elements of protein transport to the plant vacuoles. Journal
of Experiemntal Botany 50, 165-174.

Merrick W.C., Nyborg J. (2000): The protein byosynthesis elongation cycle. In: Translational
Control of Gene Expression. Vol. 39, (Sonenberg N., Hershey J., Mathews M.B., eds.), Cold
Spring Harbor Laboratory Press, New York, U.S.A., 89-125.

Miyawaki K., Matsumoto-Kitano M., Kakimoto T. (2004): Expression of cytokinin byosynthetic
isopentenyltrasferase genes in Arabidopsis: tissue specificity and regulation by auxin, cytokinin,
and nitrate. Plant Journal 37, 128-138.

Miyawaki K., Tarkowski P., Matsumoto-Kitano M., Kato T., Sato S., Tarkowska D., Tabata S.,
Sandberg G., Kakimoto T. (2006): Roles of Arabidopsis ATP/ADP isopentenyltransferases and
tRNA isopentenyltransferases in cytokinin biosynthesis. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America 103, 16598-16603.

Mohlmann T., Mezher Z., Schwerdtfeger G., Neuhaus H.E. (2001): Characterisation of a
concentrative type of adenosine transporter from Arabidopsis thaliana. Febs Letters 509, 370-
374.

Mok D.W.S., Mok M.C. (2001): Cytokinin metabolism and action. Annual Review of Plant
Physiology and Plant Molecular Biology 52, 89-118.

Moore L., Warren G., Strobel G. (1979): Involvement of a plasmid in the hairy root disease of
plants caused by Agrobacterium-rhizogenes. Plasmid 2, 617-626.

Muntz K. (1998): Deposition of storage proteins. Plant Molecular Biology 38, 77-99.

Nakai, K. (2000): Protein sorting signals and prediction of subcellular localization. In: Advances in
Protein Chemistry. Vol. 54, (Bork I. P., ed.), Academic Press, San Diego,

277-344.

Neuhaus J.-M., Rogers J. C. (1998): Sorting of proteins to vacuoles in plant cells. Plant Molecular
Biology 38, 127-144.

Okita T.W., Choi S-B. (2002): mRNA localization in plants: targeting to the cell’s cortical region
and beyond. Current Opinion in Plant Biology 5, 553-559.

Olbrich a., Hillmer S., Hinz G., Oliviusson P., Robinson D. G. (2007): Newly formed vacuoles in
root meristems of barely and pea seedlings have characteristics of both protein storage and lytic
vacuoles. Plant Physiology 145, 1383-1394.

Ortiz D. F., Kreppel L., Speiser D. M., Scheel G., McDonald G., Ow D. W. (1992): Heavy-metal
tolerance in the fission yeast requires an ATP-binding cassette-type vacuolar membrane
transporter. EMBO Journal 11, 3491-3499.

Otegui M.S., Noh Y.S., Martinez D.E., Vila Petroff M.G., Andrew Staehelin L., Amasino R.M.,
Guiamet J.J. (2005): Senescence-associated vacuoles with intense proteolytic aktivity develop in
leaves of Arabidopsis and soybean. Plant Journal 41, 831-844.

Paces V., Werstiuk E., Hall R.H. (1971): Conversion of N-6-(delta-2-isopentenyl)adenosine to
adenosine by enzyme aktivity in tobacco tissue. Plant Physiology 48, 775-778.

Paris N., Neuhaus J. M. (2002): BP-80 as a vacuolar sorting receptor. Plant Molecular Biology 50,
903-914.

Paris N., Rogers S. W., Jiang L. W., Kirsch T., Beevers L., Phillips T. E., Rogers J. C. (1997):
Molecular cloning and further characterization of a probable plant vacuolar sorting receptor.
Plant Physiology 115, 29-39.

Park M., Kim S. J., Vitale A., Hwang I. (2004): Identification of the protein storage vacuole and
protein targeting to the vacuole in leaf cells of three plant species. Plant Physiology 134, 625-
639.

Pei Z.M., Ward J.M., Harper J.F., Schroeder J.I. (1996): A novel chloride channel in Vicia faba
guard cell vacuoles activated by the serine/threonine kinase, CDPK. Embo Journal 15, 6564-
6574.

55



Petersen T.N., Brunak S., von Heijne G., Nielsen H. (2011): SignalP 4.0: discriminating signal
peptides from transmembrane regions. Nature Methods 8, 785-786.

Pfeiffer W., Hager A. (1993): A Ca2+-ATPase and a Mg2+/H+-antiporter are present on tonoplast
membranes from roots of zea-mays L. Planta 191, 377-385.

Pitchard S. L., Charlton W. L., Baker A., Graham I. A. (2002): Germination and storage reserve
mobilization are regulated independently in Arabidopsis. Plant Journal 31, 639-647.

Plant P. J., Gelli A., Blumwald E. (1994): Vacuolar chloride regulation of an anion-selective
tonoplast channel. Journal of Membrane Biology 140, 1-12.

Poppenberger B., Fujioka S., Soeno K., George G.L., Vaistij F.E., Hiranuma S., Seto H., Taktsuko
S., Adam G., Yoshida S., Bowles D. (2005): The UGT73C5 of Arabidopsis thaliana
glucosylates brassinosteroids. Proceedings of the National Academy of Science of the United
States of America 102, 15253-15258.

Potter M. D., Seiser R. M., Nicchitta C. V. (2001): Ribosome Exchange revisited: a mechanism for
translation-coupled ribosome detachment from the ER membrane. Trends in Cell Biology 11,
112-115.

Rachubinski R. A., Subramani S. (1995): How proteins penetrate peroxisomes. Cell 83, 525-528.

Ranocha P., Dima O., Nagy R., Felten J., Corratge-Faillie C., Novak O., Morreel K., Lacombe B.,
Martinez Y., Pfrunder S., Jin X., Renou J.P., Thibaud J.B., Ljung K., Fischer U., Martinoia E.,
Boerjan W., Goffner D. (2013): Arabidopsis WATL is a vacuolar auxine transport facilitator
required for auxin homeostasis. Nature Communications 4, 2625.

Rataboul P., Alibert G., Boller T., Boudet A.M. (1985): Intracellular-transport and vacuolar
accumulation of ortho-coumaric acid glucoside in melitolus-alba mesophyll cell protoplasts.
Biochimica et Biophysica Acta 816, 25-36.

Rebeille F., Bligny R., Martin J. B., Douce R. (1983): Relationship between the cytoplasm and the
vacuole phosphate pool in acer-pseudoplatanus cells. Archives of Biochemistry and Biophysics
225, 143-148.

Robinson D. G., Hinz G., Holstein S. E. H. (1998): The molecular characterization of transport
vesicles. Plant Molecular Biology 38, 49-76.

Rouillé¢ Y., Rohn W., Hoflack B. (2000): Targeting of lysosomal proteins. Seminars in Cell &
Developmental Biology 11, 165-171.

Sakakibara H. (2005): Cytokinin biosynthesis and regulation. Plant Hormones 72, 271-287.

Sakakibara H. (2006): Cytokinins: Activity, biosynthesis, and translocation. Annual Reviews in
Plant Biology 57, 431-449.

Sakakibara H., Kasahara H., Ueda N., Kojima M., Takei K., Hishiyama S., Asami T., Okada K.,
Kamiya Y., Yamaya T., Yamaguchi S. (2005): Agrobacterium tumefaciens increases cytokinin
production in plastids by modifying the biosynthetic pathway in the host plant. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America 102, 9972-9977.

Salt D.E., Wagner G.J. (1993): Cadmium transport across tonoplast of vesicles from oat roots —
evidence for a CD2+/H+ antiport aktivity. Journal of Biological Chemistry 268, 12297-12302.

Sanderfoot A. A., Ahmed S. U., Marty-Mazars D., Rapoport I., Kirchhausen T., Marty F., Raikhel
N. V. (1998): A putative vacuolar cargo receptor partially colocalizes with AtPEP12p on a
prevacuolar compartment in Arabidopsis roots. Proceedings of the National Academy of Science
of the United States of America 95, 9920-9925.

Shimada T., Kuroyanagi M., Nishimura M., Hara-Nishimura I. (1997): A pumpkin 72-kDa
membrane protein of precursor-accumulating vesicles has characteristics of a vacuolar sorting
receptor. Plant and Cell Physiology 38, 1414-1420.

Shimada T., Watanabe E., Tamura K., Hayashi Y., Nishimura M., Hara-Nishimura I. (2002): A
vacuolar sorting receptor PVV72 on the membrane of vesicles that accumulate precursors of seed
storage proteins (PAC vesicles). Plant and Cell Physiology 43, 1086-1095.

Schleiff E., Becker T. (2011): Common ground for protein translocation: access control for
mitochondria and chloroplasts. Nature Reviews Molecular Cell Biology 12, 48-59.

56



Schmulling T., Werner T., Riefler M., Krupkova E., Manns 1.B.Y. (2003): Structure and function of
cytokinin oxidase/dehydrogenase genes of maize, rice, Arabidopsis and other species. Journal of
Plant Research 116, 241-252.

Schumaker K. S., Sze H. (1985): A Ca2+/H+ antiport systém driven by the proton electrochemical
gradient of a tonoplast H+-ATPase from oat roots. Plant Physiology 79, 1111-1117.

Schwacke R., Schneider A., van der Graaff E., Fischer K., Catoni E., Desimone M., Frommer W.B.,
Flugge U.1., Kunze R. (2003): ARAMEMNON, a novel database for Arabidopsis integral
membrane proteins. Plant Physiology 131, 16-26.

Skjendal-Bar N., Morris D.R. (2007): Dynamic Model of the Process of Protein Synthesis in
Eukaryotic Cells. Bulletin of Mathematical Biology 69, 361-393.

Skoog F., Armstron D.J. (1970): Cytokinins. Annual Review of Plant Physiology 21, 359-384.

Spichal L. (2012): Cytokinins — recent news and views of evolutionally old molecules. Functional

Plant Biology 39, 267-284.Strnad M. (1997): The aromatic cytokinins. Physiologia Plantarum 101,

674-688.

Swanson S. J., Jones R. L. (1996): Gibberellic acid induces vacuolar acidification in barely
aleurone. Plant Cell 8, 2211-2221.

Swarup R., Marchant A., Bennett M. J. (2000): Auxin transport: providing a sense of direction
during plant development. Biochemical Society Transaction 28, 481-485.

Swidzinski J.A., Sweetlove L.J., Leaver C.J. (2002): A custom microarray analysis of gene
expression during programmed cell death in Arabidopsis thaliana. Plant Journal 30, 431-446.

Sze H. (1985): H+-translocation ATPases — advances using membrane-vesicles. Annual Review of
Plant Physiology and Plant Molecular Biology 36, 175-208.

Smehilova M. (2004): Purifikace a vyuziti termostabilni DNA-polymerasy exprimované
v Escherichia coli. Bakalaiska prace, UP Olomouc, Ceska Republika.

Smehilova M., Galuszka P., Bilyeu K.D., Jaworek P., Kowalska M., Sebela M., Sedlatova M.,
English J.T., Frébort 1. (2009): Subcellular localization and biochemical comparison of cytosolic
and secreted cytokinin dehydrogenase enzymes from maize. Journal of Experimental Botany 60,
2701-2712.

Tse Y. C., Mo B. X., Hillmer S., Zhao M., Lo S. W., Robinson D. G., Jiang L. W. (2004):
Identification of multivesicular bodies as prevacuolar compartments in Nicotiana tabacum BY -2
cells. Plant Cell 16, 672-693.

Vitale A., Hinz G. (2005): Sorting of proteins to storage vacuoles: how many mechanisms?. Trends
in Plant Science 10, 316-323.

Vitale A., Raikhel N. V. (1999): What do proteins need to reach different vacuoles?. Trends in
Plant Science 4, 149-155.

von Armim A.G., Deng X.-W., Stacey M.G. (1998): Cloning vector for the expression of green
fluorescent protein fusion proteins in transgenic plants. Gene 221, 35-43.

Wang J., Ma X.M., Kojima M., Sakakibara H., Hou B.K. (2011): N-glucosyltransferase UGT76C2
is involved in cytokinin homeostasis and cytokinin response in Arabidopsis thaliana. Plant and
Cell Physiology 52, 2200-2213.

Ward J. M., Schroeder J. I. (1994): Calcium-activated K+ channels and calcium-induces calcium-
release by slow vacuolar ion channels in guard-cell vacuoles implicated in the control of
stomatal closure. Plant Cell 6, 669-683.

Watanabe E., Shimada T., Kuroyanagi M., Nishimura M., Hara-Nishimura I. (2002): Calcium-
mediated association of putative vacuolar sorting receptor PV72 with a propeptide of 2S
albumin. Journal of Biological Chemistry 277, 8708-8715.

Werner C., Matile P. (1985): Accumulation of coumarylglucosides in vacuoles of barely mesophyll.
Journal of Plant Physiology 118, 237-249.

Werner T., Motyka V., Laucou V., Smets R., Van Onckelen H., Schmulling T. (2003): Cytokinin-
deficient transgenic Arabidopsis plants show multiple developmental alterations indicatin
opposite functions of cytokinins in the regulation of shoot and root meristem aktivity. Plant Cell
15, 2532-2550.

57



Wilhelm J.E., Vale R.D. (1993): RNA on the move: the mRNA localization pathway. Journal of
Cell Biology 123, 269-274.

Wolfenstetter S., Wirsching P., Dotzauer D., Schneider S., Sauer N. (2012): Routes to the tonoplast:
The sorting of tonoplast transporters in Arabidopsis mesophyll protoplasts. Plant Cell 24, 215-
232.

Wormit A., Trab M., Florchinger M., Neuhaus H.E., Mohlmann T. (2004): Characterization of three
novel members of the Arabidopsis thaliana equilibrative nukleoside transporter (ENT) family.
Bicohemical Journal 383, 19-26.

Yamada K., Osakabe Y., Mizoi J., Nakashima K., Fujita Y., Shinozaki K., Yamaguchi-Shinozaki K.
(2010): Functional analysis of an Arabidopsis thaliana stress-inducible facilitated diffusion
transporter for monosaccharides. Journal of Biological Chemistry 285, 1138-1146.

Zhang X-P., Glaser E. (2002): Interaction of plant mitochondrial and chloroplast signal peptides
with the Hsp70 molecular chaperon. Trends in Plant Science 7, 14-21.

Zouhar J., Rojo E. (2009): Plant vacuoles: where did they come from and where are they heading?
Current Opinion in Plant Biology 12, 677-684.

58



7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABC transportér
AtPUP
BA
BFruc4
BP-80
CCVs
CKX
CT
cTP
ctVSD
cZ
DMSO
DV
Dz
EGF
ENT
ER
ESL
FV kanal
GFP
IMP
IMS
INT

iP

iPR
IPT
LV
Met-tRNAM
MIP
MOT
MPP

z angl. ATP Binding Cassette transporter
purinova permeasa v A. thaliana
benzyladenin

B-fruktosidasa 4

z angl.. binding protein 80

vakuoly obalené klathrinem

cytokinin dehydrogenasa/oxidasa
cytoplazmaticky konec

chloroplastovy tranzitni peptid
C-koncovy vakuolarni tfidici determinant
cis-zeatin

dimethylsulfoxid

vezikula s elektronovou hustotou
dihydrozeatin

epidermalni ristovy faktor

rovnovazny nukleosidovy transportér
endoplazmatické retikulum

glukosovy transportér

rychly vakuoléarni kanal

zeleny fluorescenc¢ni protein
mitochondrialni vnitromembranova peptidasa
mitochondridlni mezimembranovy prostor
inositol transportér
N®-(A%-isopentenyl)-adenin
isopentenyladenin ribosid
isopentenyltransferasa

lyticka vakuola

mitochondrialni intremediatova peptidasa
transportér molybdenanu

mitochondrialni zpracujici peptidasa
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mMRNA
mTP
NLS
NTR
PACs
PCR
PEG
PM
PPasa
PSV
psVSD
PTR
PTS
PVC
PUP
RNP
rol
SAV
SP
SPasa
SPP
SRP
SSPs
ssVSD
SV kanal
RMR
TGN
TIP
TMD
TPC
tRNA
tZ

messenger RNA

mitochondrialni tranzitni peptid
jaderny lokaliza¢ni signal

transportér nitratu

vezikuly akumulujici prekurzory
polymerazova fetézova reakce
polyethylenglykol

plazmatickd membrana

pyrofosfatasa

proteinova zasobni vakuola
strukturné fyzikalni vakuoléarni tiidici determinant
peptidovy transportér

peroxisomalni cilici signal
prevakuolarni oddil

purinové permeasy

ribonukleoprotein

root locus gen

vakuoly spojené se senescenci
signalni peptid

signalni peptidasa

stromatalni zpracujici peptidasa
signalni rozpoznavaci Castice

zasobni proteiny semene

specifické sekvencni vakuolarni tfidici determinant
pomalu se aktivujici vakuolarni kanal
receptory typu membranové RING-H2 domény
trans-Golgiho sit’

tonoplastové vnitini proteiny
transmembranova doména
vapnikovy kanal

transferovd RNA

trans-zeatin
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tZR
UDP
UGT
VSDs
VSR
WAT

transzeatin ribosid

uridindifosfat

uridindifosfat glykosyltransferasa
vakuolarni tfidici determinanty
vakuolarni tfidici receptor

transportér, Z angl. ,,walls are thin

wild type
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