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SOUHRN

Transkripcni faktory jsou kli€ovymi regulatory biologickych procest. Prostfednictvim specifické
vazby s DNA se podili na kontrole exprese cilovych gent. Regulace genové exprese je nezbytna
pro fizeni bunééného ristu, vyvoje a diferenciace. Yin Yang 1 (YY1) je evolu¢né konzervovany
transkrip¢ni faktor pattici do skupiny C2H2 zinc finger proteint, ktery ma schopnost transkripci

aktivovat i potlacovat v zavislosti na kontextu, ve kterém se vaze.

Cilem této prace byla charakterizace tfi transkripcnich variant genu pro YY1 u modelové rostliny
Arabidopsis thaliana (AT4G06634). Jejich studium zahrnovalo pocate¢ni analyzu in silico,
kdy byla porovnavana jejich vzajemna podobnost a experimentalni analyzu, pfi které byla
ovéfovana lokalizace proteinu YY1 vrostlinné buiice. Tato analyza zahrnovala vytvofeni
vhodnych konstruktli pomoci Gateway® klonovaci technologie nasledované vnesenim téchto
konstruktd pomoci Agrobacterium tumefaciens do rostlin a suspenznich bunéénych kultur
A. thaliana. Uspé$nost transformace byla nasledné hodnocena s vyuzitim fluorescenéni

mikroskopie.

Vysledky in silico analyzy prokazaly vysokou podobnost vSech tii transkripénich variant AtYY1,
a to predevsim v oblastech zinc finger domén. Nejvyssi podobnost byla zjisténa pro transkripcni
varianty 1 a 3. Vramci experimentalni analyzy byly cile naplnény pouze ¢&aste¢né.
Pro transkripéni varianty 1 a 2 byla potvrzena lokalizace v interfaznim jadte, transkrip¢ni variantu

3 se vsak naklonovat nepodafilo.



SUMMARY

Transcription factors are the key regulators of biological processes. These factors are involved
in controlling the expression of target genes by their specific interactions with DNA. Gene
expression regulation is essential for cell growth control, development and differentiation.
Yin Yang 1 (YY) is an evolutionarily conserved transcription factor belonging to the C2H2 zinc
finger protein group and has the ability to both activate and supress transcription depending

on the context in which it binds.

The aim of this bachelor thesis was the characterization of three transcription variants of YY1
gene (AT4G06634) for the Arabidopsis thaliana as a model plant. The study of these variants
included an initial in silico analysis, which compared their similarities and an experimental
analysis, during which the localization of YY1 protein in the plant cell was verified. This analysis
involved creating suitable constructs using Gateway® cloning technology followed
by introducing these constructs into the A. thaliana plants and suspension cell cultures using
Agrobacterium tumefaciens. The success of the transformation was then evaluated with the use

of fluorescence microscopy.

Results of the in silico analysis have shown high similarity of all three AtYY1 transcription
variants, particularly in zinc finger domains. The highest similarity was found for transcription
variants 1 and 3. Within experimental analysis the targets were met only partially. The localization
in an interphase nucleus was confirmed for transcription variants 1 and 2, transcription variant 3,

however, had failed to be cloned.
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1 UVOD

Regulace genové exprese je kliCovym mechanizmem pro fizeni bunécného rtstu, vyvoje
a diferenciace. Tato regulace je umoznéna pusobenim transkripénich faktord, proteint, které
se specificky vazou na DNA a kontroluji transkripci cilovych genti. Protein Yin Yang 1 (YY1)
je evoluéné konzervovany transkripéni faktor patiici do skupiny C2H2 zinc finger proteind, ktery

ma schopnost transkripci aktivovat i potlacovat v zavislosti na kontextu, ve kterém se vaze.

Zivodisny YY1 je pomémé dobfe charakterizovan a je znamo, Ze se jako viudypiitomné
exprimovany protein ucastni regulace fady biologickych procesti. Regulacni mechanizmus
rostlinného proteinu YY1 byl studovan predevsim v souvislosti se signalni drahou kyseliny
abscisové. Jeho dalsi funkce v procesu regulace transkripce vsak stile nejsou
objasnény. Strukturni podobnost domén proteinu YY1 Zivocicht a rostlin ale miize naznacovat
obdobné funkce u téchto skupin organizmi. Studium funkce proteind zahrnuje naptiklad jejich
pocateéni analyzu in silico a vytvofeni vhodnych konstruktd pro nasledné ovéfeni lokalizace,
exprese a interakénich studii. V pfipadé YY1 umodelové rostliny Arabidopsis thaliana byly
identifikovany tfi transkripcni varianty genu, jejichz blizsi charakterizace je pfedmétem této

prace.



2 CiLE PRACE

e Zpracovani literarni reSerSe na dané téma

e Insilico analyza transkripénich variant proteinu YY1

e Navrzeni primert pro Gateway zpusob klonovani

e Syntetizovani transkripénich variant fizovanych s GFP nebo RFP

o Transformace do Escherichia coli a jejich ovéfeni sekvenaci

e Transformace konstruktd do Agrobacterium tumefaciens

e Transformace rostlin a suspenznich bunéénych kultur Arabidopsis thaliana

e Lokaliza¢ni analyza pomoci fluorescencni mikroskopie



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Transkripéni faktory

Sekvenéné specifické transkripéni faktory (TF) jsou kli¢ovymi regulatory biologickych procest.
Jejich funkce spociva v navazani do transkripnich regulacnich oblasti (napt. promotory,
enhancery) za tcelem kontroly exprese cilovych gent. Regulace genové exprese je nezbytna

pro fizeni buné¢ného rustu, vyvoje a diferenciace (Shi et al., 1997).

Prokaryota a eukaryota vyuzivaji k zacileni TF do specifickych oblasti genomu rizné strategie.
Bakterialni TF rozpoznavaji dlouhé sekvence DNA, které v malych genomech dostatecné
specifikuji geny, jejichz transkripce ma byt regulovana. Naproti tomu TF eukaryot typicky
rozpoznavaji kratsi sekvence, které se navic v jejich rozsahlém genomu mohou vyskytovat
v mnoha kopiich (Wunderlich et Mirny, 2009). Kazdy TF obvykle rozpoznava soubor podobnych
sekvenci DNA. Specifita vazby TF-DNA je determinovana nukleotidovou sekvenci (Stormo,
2000), 3D strukturou a flexibilitou TF a jejich vazebnych mist (Meijsing et al., 2009), piisobenim
kofaktort (Siggers et al., 2011), kooperaci s dalsimi TF (Panne, 2008), pfistupnosti chromatinu
(Liu et al., 2006) ¢i methylaci DNA (Lazarovici et al., 2013).

Regulace enhancerti je uskute¢novana prostiednictvim vzajemné kooperace TF. Kooperativni
vazba na DNA je ¢asto vysledkem ptimych protein-protein interakci mezi TF, které se vazou
na prilehlé oblasti DNA. Existuje ale také nékolik modeld popisujicich nepfimou kooperaci.
V nékterych piipadech vazba dvou nebo vice TF na tentyz prvek enhanceru umoziuje vazbu
spole¢ného kofaktoru (napf. p300) nebo jinych komponent multiproteinového komplexu
(napf. Mediator), ktery mtize zvySovat jejich afinitu k vazebnym mistim nebo zvySovat reten¢ni
¢as TF na enhanceru (Obrazek 1A). Nékteré TF (napf. AP1 a GR) mohou také kooperovat
pti aktivaci remodelace chromatinu, ptfi¢emz vazebna mista pro tyto TF jsou lokalizovana
na nukleozomu. Vazbou jednoho z TF dojde k odkryti vazebného mista pro dalsi TF, ktery
se na n¢j nasledné navaze (Obrazek 1B). Podstatou dal§iho mechanizmu je blokovéani repozice
nukleozomu. V piipadé, ze TF (napt. TFA) zlstava navazan v uréitém misté, mize zabranit
repozici nukleozomu tim, ze umozni piistup jinému TF (napf. TFB) k sousednimu vazebnému
mistu, které by vpiipad¢ jeho absence bylo jinak nepfistupné (Obrazek 1C).
Jiné TF (napt. HMG1) mohou zase indukovat vznik lokalnich ohybti DNA, které zvysuji afinitu
dalsich TF k vazebnym mistim enhancert nebo podporuji tvorbu komplext (Obrazek 1D) (Spitz
et Furlong, 2012).



A) Vazba na spoleény kofaktor nebo komplex B) Aktivovani remodelace chromatinu

C) Blokovani repozice nukleozomu D) Architekturélnirole
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Obrazek 1: Mechanizmy nepiimé kooperace mezi TF (pievzato a upraveno podle Spitz et Furlong, 2012).

Pro vykonavani své funkce TF obecné vyzaduji schopnost vazat se na DNA a nasledné ovliviiovat
transkripci pozitivné nebo negativné. Zatimco nékteré specifické oblasti TF zodpovidaji za vazbu
TF na DNA (DNA-vazebné domény), jiné oblasti téze molekuly vytvari stimula¢ni nebo inhibi¢ni
efekt na proces transkripce. Strukturné jsou TF obvykle klasifikovany na zakladé¢ jejich DNA-
vazebnych domén, které nejcastéji obsahuji nasledujici strukturni motivy: HTH (helix-turn-

helix), bZIP (basic-region leucine zipper) a zinc finger (Harrison, 1991; Latchman, 1997).

Motiv HTH tvofi dva a-helixy oddélené B-otockou. Aminokyseliny C-terminalniho helixu,
také nazyvaného rozpozndvaci helix, interaguji s cilovou DNA. N-terminalni helix pomaha
strukturu stabilizovat. Strukturni homologie mezi motivy umoznuje v nékterych ptipadech zménit
specifitu interakce protein-DNA zaménou rozpoznavaciho helixu. Tento strukturni motiv nese
vétsina prokaryotnich TF (Struhl, 1989) (Obrazek 2).

|
&
L 4
helix e

rozpoznavaci
helix

Obrazek 2: HTH strukturni motiv (pfevzato a upraveno podle Yesudhas et al., 2017).



Domény bZIP proteint se skladaji ze dvou charakteristickych motivii umisténych na sousednich
a-helixech. Prvni z nich je N-terminalni motiv bohaty na bazické aminokyseliny, ktery zodpovida
za kontakt s cilovou DNA. Druhym motivem je leucinovy zip, ktery zprosttedkovava dimerizaci
a stavi vedle sebe dva bazické motivy helixt tak, aby vytvotily DNA-vazebné misto (Vinson
et al., 1989). Kazdy sedmy aminokyselinovy zbytek helixu tvofi leucin (ptipadné jina hydrofobni
aminokyselina), v disledku ¢ehoz vznika amfipaticky helix, ktery prostiednictvim hydrofobnich
interakci vytvaii tzv. coiled-coil strukturu se sousednim helixem. TF nesouci tyto domény byly

popsany u eukaryot (Hurst, 1995) (Obrazek 3).

helix 1 helix 2
=

L -

leucinovy
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baz;ieky'..motji_v 1
Ky .

Y
'z‘vfj/;
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Obriazek 3: bZIP doména (pievzato a upraveno podle Yesudhas et al., 2017).

3.2 Zinc finger proteiny

Zinc finger proteiny (ZNF) jsou jednou z nejrozsitenéjSich skupin proteinit v eukaryotnich
genomech (Laity et al., 2001). VVzhledem k velké variabilité jejich vazebnych domén mohou ZNF
interagovat s nukleovymi kyselinami, jinymi proteiny i nékterymi malymi molekulami
(napt. lipidy) apodilet se tak na regulaci fady bunétnych procest (Krishna et al., 2001).
Mezi takové procesy patii napiiklad regulace transkripce, ubiquitinem zprostiedkovana

degradace proteind, prenos signalt, oprava DNA, apoptoza nebo bunééna migrace.

Kazdy zinc finger motiv tvofi pftiblizné 30 aminokyselin a jeho struktura je udrzovana
prostiednictvim zine¢natého iontu, ktery koordinuje cystein a histidin v riznych kombinacich.
V piipadé klasickych Cys2His2 (C2H2) zinc finger proteind propojuje zine¢naty iont vzdy
dva cysteiny a dva histidiny protilehlého fetézce (Gibson et al., 1988). Doménu C2H2 proteint
tvoti dva B-skladané listy a jeden a-helix (Zhang et al., 2011). Aminokyseliny helixu interaguji
s bazemi velkého zlabku DNA (Wolfe et al., 2000) (Obrazek 4).



A) B)

a-helix

Zn

Obrazek 4: Struktura C2H2 zinc finger domény. A) Schématické zobrazeni strukturniho motivu (pfevzato
a upraveno podle Struhl, 1989), C — cystein, H — histidin, obdélnik oznacuje oblast proteinu uplatiiujici
se pii specifické interakci s DNA. B) Terciarni struktura domény (ptevzato a upraveno podle Yesudhas
et al., 2017).

ZNF se mohou lisit v kombinacich cystein/histidin, dal§imi variantami tak mohou byt naptiklad
C2CH nebo C2C2 domény. V soucasnosti existuje 30 typt ZNF, které jsou schvaleny HGNC
(The HUGO Gene Nomenclature Committee) a které jsou klasifikovany na zakladé struktury
jejich vazebnych domén (Cassandri et al., 2017). Mnoho ZNF ve své struktufe také obsahuje vice
typtt vazebnych domén. Mezi nejvyznamnéjs§i anejvice zastoupené skupiny ZNF patii
jiz zminéné C2H2, dale RING (really interesting new gene), PHD (plant homeodomain) a LIM
(Lin-Il, 1sl-1, Mec-3) (Obrazek 5).

Skupina C2H2 ZNF zahrnuje velké mnozstvi TF, jejichz motivy umoziluji pfimé interakce
s DNA. Tyto proteiny typicky obsahuji vice zinc finger motivii, které vytvaii kontakt tandemové
podél DNA (Wolfe et al., 2000). Funkce C2H2 domén vsak neni omezena pouze na interakce
protein-DNA, ale umoznuje rovnéz interakce protein-RNA a protein-protein (Mackay

et Crossley, 1998). Do této skupiny patii i zkoumany protein YY1.

RING PHD LIM

Jl
)

|

|2 | | 1% | |2 )] | |2 | |z| |z |
CU J CU J \9 cvc QJ

Obrazek 5: Schématické zobrazeni struktury zinc finger domén RING, PHD a LIM (pifevzato a upraveno
podle Cassandri et al., 2017).



3.3 Protein YY1 u zivo€ichu

3.3.1 Struktura a funkce proteinu YY1

Yin Yang 1 (YY1) byl jako DNA-vazebny protein objeven v letech 1991 a 1992 nékolika
skupinami védci a je proto znam také pod nazvy 6, NF-E1, UCRBP nebo CFL1.
Jedna se o vSudypfitomné exprimovany, multifunkéni a evoluéné konzervovany protein

(Shi et al., 1991, 1997).

Protein YY1 u ¢lovéka obsahuje ¢tyti C2H2 zinc finger motivy lokalizované na C-konci (aa 298—
397). Tato oblast umoznuje rozpoznat vazebné sekvence CCAT a ACAT v genovych
promotorech a rovnéz zodpovida za represivni funkci YY1 (Yant et al., 1995). Blizko N-konce
se nachazi sekvence 11 kyselych aminokyselin (aa 43—-53), kter¢ jsou soucésti aktivacni domény.
V oblasti aa 170-201 byla rovnéz prokazana transkripéné represivni aktivita a protein YY1
tedy disponuje celkem dvéma represivnimi doménami (Shi et al., 1997) (Obrazek 6). Na zakladé
sekvenéni homologie proteinu YY1 s Drosophila Kriippel proteinem, ktery se rovnéz
prostfednictvim transkripcni regulace podili na embryogenezi a normalni morfologii, Se YY1 fadi

do GLI-Kriippel genové rodiny (Wieschaus et al., 1984; Shi et al., 1991, 1997).

Transaktivacni

doména

S Ss§ s HA/HDAC -
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= B B2 § doména domena 4 zinc finger motivy
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Obriazek 6: Diagram zndzoriiujici domény a funkce proteinu YY1 (pfevzato a upraveno podle Atchison,
2014), PHO - Drosophila Plieochomeotic.



Zivogisny protein YY1 v prabéhu bunééného cyklu méni subcelularni lokalizaci. Primarné
je lokalizovan v cytoplazmé, v souvislosti s procesem replikace ale na pocatku S faze dochazi
kjeho pifemisténi zcytoplazmy do jadra. Akumulace proteinu YY1 vjadie je spojena
jak se zvySenim DNA-vazebné aktivity, tak s up-regulaci exprese replikaéné-dependentnich
histonovych gent. V pozdni S fazi je obnovena primarni lokalizace YY1 v cytoplazmé (Palko
etal., 2004). Vyzkumy tykajici se lokalizace YY1 v prubéhu mitézy prokazuji, ze je protein
béhem profaze pfitomen v cytoplazmé a k jeho vazb&é na DNA znovu dochazi az na pocatku
telofaze. YY1 je rovnomérné distribuovan mezi dcefiné buinky a poté rychle asociovan
s dekondenzovanymi chromozomy, coZ naznaCuje jeho zapojeni V oznacCovani aktivovanych
a potlacovanych gend. Byla také zmapovana tii fosforylacni mista na YY1 v prabéhu mitdzy,
pticemz fosforylace dvou z nich mize narusit DNA-vazebnou aktivitu proteinu (Rizkallah
et Hurt, 2009).

TF YY1 hraje dilezitou roli v biologickych procesech jako jsou embryogeneze, diferenciace,
replikace a bunééna proliferace. Tyto procesy ovliviiuje prostiednictvim schopnosti aktivovat
nebo potlacovat transkripci v zavislosti na kontextu, ve kterém se vaze. Mechanizmus jeho
pusobeni zahrnuje ptimou aktivaci nebo represi, nebo neptimou aktivaci nebo represi spojenou
s navazanim kofaktord. Mezi tyto kofaktory patfi naptiklad deacetyldzy histoni (HDAC)
a methyltransferazy s represivni aktivitou, a histon acetyltransferazy stimulujici genovou expresi
(Zhang et al., 2011). N¢které studie fadi zivo¢isny YY1 do PcG (Polycomb Group) rodiny
proteind, které jsou zodpovédné za zachovani transkripcni represe vyvojove dilezitych gent,
pravé diky jeho schopnosti zapojovat komplex PcG proteinll do regulacnich aktivit (Atchison,
2014; Basu et al., 2013). Sekvence nezbytna pro zapojeni PcG proteinid, methylaci lysinu 27
na histonu H3 (H3K27me) a represi transkripce byla u zivoc¢isného YY1 identifikovana jako
REPO doména v oblasti aa 201-226. Delece tohoto kratkého motivu neovliviiuje ptechodnou

transkrip¢ni represi, ale znemoznuje represi vlivem PcG (Wilkinson et al., 2006).

Dal$im mechanizmem regulace je naruseni vazebnych mist a konformacni zmény DNA. Aktivita
YY1 je také regulovana dal§imi TF a cytoplazmatickymi proteiny, tyto mechanizmy ale jeSté
nebyly zcela objasnény (Gordon et al., 2006). Piestoze je tento protein bézné uvadén jako TF,
nékteré studie také prokazaly roli YY1 jako transkripéniho kofaktoru, jehoz ¢innost je nezavisla

na vazbé na DNA (Deng et al., 2009; Zlatanova et Caiafa, 2009).



3.3.2 Role proteinu YY1 v transkripéni regulaci

Termin Yin Yang se pouZziva k popisu vzajemné zavislosti zdanlivé opaénych sil v piirod¢.
Tento termin mize rovnéz popisovat roli zivoc¢isného YY1 pfi tumorogenezi, ackoliv podle
dostupné literatury jeho onkogenni role pievlada nad tumor-supresivnim potencialem. Aktivita
proteinu YY1 mize byt zménéna z transkripéniho represoru na aktivator adenovirovym
onkoproteinem E1A. Ptitomnost E1A indukuje Y'Y 1-zprostfedkovanou aktivaci transkripce,
naopak Vv neptitomnosti E1A funguje YY1 jako transkripéni represor, odtud také nazev
Yin Yang 1 (Shi et al., 1997).

Po onkogenni stimulaci mize YY1 aktivovat mnoho jiz dobfe charakterizovanych onkogenti
jako jsou napiiklad c-myc, c-fos, B23 a ERBB2 (Allouche et al., 2008; Begon et al., 2005; Mai
et al., 2006; Zhou et al., 1995). YY1 také zprostiedkovava funkce mnoha proteinti ptispivajicich
k aberantnim epigenetickym zménam u nadorovych onemocnéni. Ptikladem takovych proteint
mohou byt: Ezh2, PRMT1, p300, HDAC a DNMT (Baumeister et al., 2005; Ko et al., 2008; Yang
etal., 1996). YY1 rovnéz antagonizuje funkce nékolika kli¢ovych nadorovych supresorti, kterymi
jsou napiiklad proteiny p53 a pl4ARF (Sui et al., 2004). YY1 muze byt také antagonizovan,
a to nékterymi nadorovymi supresory (napt. PTEN, pRb, nékteré miRNA) a apoptotickymi
stimuly (Petrella et Brinckerhoff, 2009; Song et Wang, 2009; Wang et al., 2008). U mnoha typi
nadorovych onemocnéni byva YY1 overexprimovan, pficemz jeho promotor obsahuje G4-DNA
struktury, které jsou typicky pfitomné v promotorech onkogent (Brooks et al., 2010; Huang
etal., 2012).

Predpokladana role YY1 pfi tumorogenezi je podpofena jiz znamymi interakcemi s riznymi
komponentami bunécného cyklu. YY1 se také podili na regulaci ¢innosti a exprese molekul
spojenych s apoptozou. Apoptdza je proces programované bunééné smrti, kterym se v organizmu
eliminuji ptebyteéné nebo potencialné nebezpeéné buniky. Indukce apoptodzy se opira predev§im
o aktivaci kaspaz, rodiny protedz, které zabiji buiniky prostfednictvim proteolyzy klicovych
substrati (Green, 2000; Wolf et Green, 1999). Deregulovana aktivita YY1 mulze vést
k dysfunkéni bunééné proliferaci, zvysené odolnosti k bunécné smrti, a tim i K podpofeni procesu

tumorogeneze.

Pti kontrole genové exprese hraje velmi dilezitou roli také uspofadani chromozomu v interfaznim
jadfe. Genova exprese probihd na povrchu chromozomalnich teritorii, jadernych oblasti
s vyskytem urcitych chromozomi. DNA se v chromozomalnich teritoriich sdruzuje
do topologicky asociovanych domén (TAD), kde muZe dochazet ke vzniku smyc¢ek a zméné

prostorové konformace. Jednotlivé TAD jsou navzajem oddélen tzv. izolatory (Obrazek 7).
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Obrazek 7: VCM (variable chromatin module) tvoti funk¢ni entity vy$siho fadu uspotadané v topologicky
asociovanych doménach (ptevzato a upraveno podle Deplancke et al., 2016), Polll — RNA polymeraza II.
Tvorba DNA smyc¢ek, respektive interakce oblasti enhanceru a promotoru vramci TAD,
je soucasti mechanizmul, které reguluji vSechny aspekty metabolizmu DNA véetné transkripce,
replikace a rekombinace. YY1 se podili na remodulaci chromatinu prostéednictvim interakce

S ruznymi proteiny. Mezi tyto proteiny patii také CTCF (Donohoe et al., 2007).

CTCF je vSudypfitomné exprimovany zinc finger protein S funkci transkripéniho regulatoru
aizolatoru (Vietri Rudan et Hadjur, 2015). Proteinovy komplex kohezinu a CTCF se v jadie
zivocisnych bunék podili na ukotveni chromatinovych smyc¢ek a nasledné na regulaci genové
exprese. Pomoci Hi-C experimenti bylo prokazano, ze se YY1 podili na enhancer-promotor
strukturnich interakcich zptisobem analogickym k interakcim DNA zprostiedkovanych CTCF.
YY1 se vaze na aktivni enhancery a promotor-proximalni oblasti a pomoci acidické domény
vytvari dimery, které usnadnuji interakci téchto oblasti. Delece vazebnych mist pro YY1
nebo nedostate¢né mnozstvi tohoto proteinu tak narusuje proces genové exprese (Dixon et al.,
2012; Gibcus et Dekker, 2013; Splinter et al., 2006; Weintraub etal., 2017) (Obrazek 8).
Ptitomnost proteinu CTCF u rostlinnych bunék nebyla doposud prokazana. Znaky homologie
rostlinného a Zivo¢isného YY1 v§ak mohou naznacovat funkéni podobnost, ktera ale v souvislosti

s architekturalni funkci nebyla podle dostupnych studii u rostlinného YY1 zkoumana.
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Obrazek 8: Funkce proteintt YY1 a CTCF pfi utvareni velkych DNA smyc¢ek a smycek enhancer-promotor
(pfevzato a upraveno podle Weintraub et al., 2017).
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U zivo¢i$ného proteinu YY1 bylo také zjisténo, Ze slouzi jako substrat Aurora A kinazy v prib&hu
mitozy. Tento enzym je klicovym regulatorem dulezitych procesi spojenych s mitdzou jako jsou
maturace centrozomu a formovani déliciho vieténka. Aurora A piimo fosforyluje YY1 na serinu,
ktery se nachazi v pozici 365 v DNA-vazebné doméné. Fosforylace YY1 v tomto misté tak rusi
DNA-vazebnou aktivitu proteinu a také jeho schopnost transaktivace (Alexander et Rizkallah,
2017).

3.4 Protein YY1 u rostlin

Zatimco Zivo¢isny protein YY1 je v soucasné dob¢ jiz pomérné dobie charakterizovan, v pfipadé
rostlinného YY1 je dostupnych informaci stale velmi malo. Doposud také nebyla potvrzena
prislusnost rostlinného YY1 k PcG skupiné proteinti, jak je tomu v piipadé jeho Zivo¢isného

homologa.

Yin Yang 1 u Arabidopsis thaliana (AtYY1) je TF patiici do skupiny C2H2 zinc finger proteini
a stejné jako Zivoéisny protein i AtYY1 obsahuje transkripéné represivni a aktivaéni domény.
Vaze se na motiv 5'-CCATNTT-3' obsazeny v promotoru cilového genu, pficemz sekvence CCAT
je rovnéz vazebnym prvkem savéiho proteinu YY1. Dale rozpoznava také motiv dlouhy 11 bp,
ktery je bohaty na guanin: 5-GGGGGCAGTGG-3' (Li et al., 2016). Ve své struktuie AtY'Y1 nese
Ctyfi po sobé nasledujici zinc finger domény a jednu samostatnou zinc finger doménu
bez typického motivu QALGGH specifického pro rostliny. AtYY1 je odlisny od béznych
rostlinnych C2H2 zinc finger proteind, u kterych je zndma ptitomnost jedné nebo vice zinc finger
domén a QALGGH motivu oddéleného dlouhym spacerem. Unikatnost AtYY1 tak mize
naznacovat jeho zajimavy evoluéni ptivod a duleZitou roli v organizmu. Bylo také prokazano
zapojeni AtYY1 vriznych buné¢nych procesech jako jsou fotosyntéza, fototropizmus,
metabolizmus sacharidi, transkripce a odpovéd’ na solny stres. Nicméné to, jakym zpisobem
je AtYY1 v signalnich drahach zapojen, je stale nejasné (Li et al., 2016; Wu et al., 2012).

Bylo rovnéz prokazano, ze AtYY1 je negativnim regulatorem signalni drahy kyseliny abscisové
(ABA). ABA je rostlinny hormon plnici dulezitou roli pfi regulaci rdstu a vyvoje rostliny
a pii odpoveédi na nejrizngjs$i druhy environmentalniho stresu. Soucasti signalni drahy ABA
jetada TF (ABI3, ABI4 a ABI5). Exprese AtYY1 je indukovana prostfednictvim ABA
a stresovych podminek jako jsou solny stres nebo dehydratace. AtYY1 se vaze na promotor
represoru ABR1 a piimo up-reguluje jeho expresi. Protein ABI4 mtZe pozitivné regulovat expresi
AtYY1, zatimco ABR1 muize tuto regulaci antagonizovat. ABI4-AtYY1-ABR1 regula¢ni draha

tak mize velmi jemné tidit genovou expresi v odpovédi na ABA (Li et al., 2016) (Obrazek 9).
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Obrazek 9: Model reprezentujici funkce AtYY1 v odpovédi na ABA (pfevzato a upraveno podle Li et al.,
2016), cerné Sipky indikuji pozitivni regulaci a Cervené negativni regulaci.

Fosforylace a defosforylace proteini je zasadni pfi regulaci jejich aktivity a stability v riznych
signalnich drahdch. AtYY1 byl identifikovan jako potencidlni cil kasein kindzy 2 (CK2), ktery
fyzicky interaguje se dvéma jejimi regulacnimi podjednotkami, CKB3 a CKB4. Dalsi studie
naznacuji, ze CK2-zprostfedkovana fosforylace AtYY1 zesiluje jeho transkripéni aktivitu
a stabilitu, a tim posiluje efekt AtYY1 jakoZzto negativniho regulatoru v odpovédi na ABA (Wu
et Li, 2017).

U AtYY1 je také znama interakce s MED18. MED18 u Arabidopsis je multifunkéni protein
regulujici rostlinnou imunitu, cas kveteni a odpovédi na hormonalni signaly prostfednictvim
interakci s riznymi TF. Pomoci interakce MED18 s YY1 je potlacovana exprese nékterych gent
(glutaredoxiny GRX480, GRXS13 a thioredoxin TRX-h5) vyznamnych pro vznik onemocnéni

a posilovana rezistence k houbovym infekcim (Lai et al., 2014).
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3.5 Gateway technologie klonovani

Pfi experimentalni analyze transkripénich variant AtYY1 bylo vramci této prace vyuzito
Gateway technologie. Gateway® (Invitrogen) technologie je univerzalni klonovaci metoda
zaloZena na mistné specifickém rekombina¢nim systému bakteriofaga lambda (Landy, 1989).
Tato technologie piedstavuje rychly a vysoce ucinny zptisob pienosu sekvenci DNA do mnoha

vektorovych systému pro studium exprese a funkce proteinu (Hartley et al., 2000).

Podstatou metody jsou dvé rekombinacni reakce, pfi kterych dojde k pfenosu pozadované
sekvence pfes vstupni klon do destinacniho expresniho vektoru. Rekombinaci umoziuji
specifické rekombinacni sekvence, tzv. att mista, pfitomnd v interagujicich molekulach DNA

a také ptislusné proteiny, které se na n¢ vazou.

Pii BP rekombinaéni reakci interaguje substrat s attB misty (napf. PCR produkt) s attP misty
V donorovém vektoru za vniku vstupniho klonu s attL misty a vedlejsiho produktu s attR misty.

Reakci katalyzuji enzymy integraza a IHF (Obrazek 10).

attB attB attp attP attL attL attR attR
PCR produkt s attB donorovy E— vstupni klon vedlejsi produkt

misty vektor

Obrazek 10: Schématické znadzornéni principu BP reakce (pfevzato a upraveno podle uzivatelské ptirucky
Gateway technologie, Invitrogen), ccdB — gen pro negativni selekci, BP klonaza — smés rekombinacénich
enzymd.

Druhou rekombinacni reakci je LR reakce, pii které interaguje vstupni klon s attL. misty
s destinacnim vektorem s attR misty za vzniku expresniho klonu s attB misty a vedlejsiho

produktu s attP misty. Reakci katalyzuji enzymy integraza, excisionaza a IHF (Obrazek 11).

attL attL attR attR attB attB attp attp
- LR klondza -
vstupni klon destinagni e expresni klon vedlejsi

vektor produkt

Obrazek 11: Schématické znadzornéni principu LR reakce (pfevzato a upraveno podle uzivatelské ptirucky
Gateway technologie, Invitrogen), ccdB — gen pro negativni selekci, LR klonaza — smés rekombinaénich
enzymd.
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

Bakterie

Pro ucely klonovani byl pouzit kmen Escherichia coli: TOP 10 [F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (STRR) endAl nupG]
(Invitrogen). Bakterie byly kultivovany v LB médiu (slozeni a piiprava v kapitole 4.2.3)

pti teploté 37 °C pies noc na orbitalni tfepacce (220 rpm) nebo v termostatu.

Pro transformaci rostlin a z nich odvozenych bunéénych suspenznich kultur byly pouzity bakterie
Agrobacterium tumefaciens, kmen: GV3101 (markerovy gen Rif, Nopaline Ti plazmid).
Tyto bakterie byly kultivovany v YEB médiu (sloZeni a piiprava v kapitole 4.2.3) pii teploté

28 °C na orbitalni tfepacce (200 rpm, pies noc) nebo v termostatu.

Rostlinny material

Pro lokaliza¢ni analyzu proteinu YY1 byly pouzity ekotypy modelové rostliny Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh: Landsberg erecta (Ler) a Columbia (Col-0) (Nottingham Arabidopsis Stock
Centre). Dale byly pouzity suspenzni bunééné kultury odvozené od kalusi rostliny Arabidopsis
thaliana (Ler).

Rostliny Arabidopsis thaliana uréené k transformaci byly kultivovany pfi teploté 21 °C v rezimu
16 h svétlo, 8 h tma. Suspenzni bunécné kultury Ler byly kultivovany v AR NAA KIN médiu

(slozeni a piiprava v kapitole 4.2.3) na orbitalni tfepacce (110 rpm) pii teploté 24 °C ve tmé.
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4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie
o 6Xx DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, kat.¢. R0611)
e Acetosyringon (3,5-dimethoxy-4-hydroxyacetofenon) (Sigma-Aldrich, kat.¢. D134406)
e Agar (HiMedia, kat.c. RM201)
e (laforan (cefatoxim sodny) (Duchefa Biochemie, kat.¢. CO111)
e DL -fosfinotricin (Duchefa Biochemie, kat.¢. P0159)
e DMSO (dimethyl sulfoxid) (Serva, kat.c. 39757)
e EDTA (kyselina ehylendiamintetraoctova) (Sigma-Aldrich, kat.c. E5134)
e Ethylalkohol 96% (Lach-ner, kat.¢ 20025-A96)
e GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific, kat.C.
SM1333)
e Gentamicin sulfat (Serva, kat.¢. 22185)
e Hovézi extrakt (HiMedia, kat.c. RM002)
e Hydroxid draselny p.a. (Lach-ner, kat.¢. 10003-AP3)
e Hydroxid sodny perly p.a. (Lach-ner, kat.¢. 10006-AP2)
e Hygromycin B (PAA, kat.¢. P21-014)
e Chlorid sodny p.a. (Lach-ner, kat.¢. 30423)
e Kinetin (Duchefa Biochemie, kat.¢. K0905)
e Kvasnic¢ny autolyzat (Duchefa Biochemie, kat.¢. Y1333)
e Kyselina chlorovodikova 37% (Merck Millipore, kat. €. 113386)
o Kyselina octova 99% p.a. (Lach-ner, kat.¢. 10047-A99)
e MES monohydrat (Duchefa Biochemie, kat.c. M1503)
e  MS smés (Duchefa Biochemie, kat.c. M0231)
o NAA (kyselina a-naftalenoctova) (Sigma-Aldrich, kat.c. N0640)
e PCR agaroza (Top-Bio, kat.c. P045)
e PCR ethidium bromid (Top-Bio, kat.c. P047)
e Pepton (Duchefa Biochemie, kat.¢. P1328)
e Rifampicin (Serva, kat.¢. 34514)
e Sachardza p.a. (Lach-ner, kat.¢. 40135-AP0)
o Silwet Star (AgroBio, kat.¢. 1681-1C)
e Siran hofecnaty heptahydrat p.a. (Lach-ner, kat.c. 30807)
e Spectinomycin (dihydrochlorid pentahydrat) (Sigma-Aldrich, kat.¢. S9007)
e Tris (Sigma-Aldrich, kat.¢. T1503)
e Triton X-100 (t-oktylfenoxypolyethoxyethanol) (Sigma-Aldrich, kat.¢. X100)
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Pouzité soupravy
e Gateway BP Clonase Il Enzyme Mix (Invitrogen, kat.¢. 11789)
e Gateway LR Clonase Il Enzyme Mix (Invitrogen, kat.¢. 11791)
e PerfectTaq Plus DNA Polymerase - 1000 U (5Prime, kat.¢. 2200055)
e Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (BioLabs, kat.¢. M0491)
o  QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, kat.¢. 27104)
e QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, kat.¢. 28704)

Pouzité roztoky a jejich priprava

LB médium (pH 7): Smichat 10 g peptonu, 5 g kvasni¢ného autolyzatu a 15 g NaCl. Rozpustit
v 800 ml destilované vody a upravit pH ptidavkem KOH na pozadovanou hodnotu. Doplnit
destilovanou vodou do 1000 ml a sterilizovat autoklavovanim. Pro pfipravu tuhého média

s vyslednou koncentraci agaru 1,5% ptidat 15 g agaru na 1000 ml média.

YEB médium (pH 7,2): Smichat 0,5 g MgSO4 - 7H20, 5 g hovéziho extraktu, 5 g peptonu,
5 g sachardzy a 1 g kvasni¢ného autolyzatu. Rozpustit v 800 ml destilované vody a upravit pH
ptidavkem KOH na pozadovanou hodnotu. Doplnit destilovanou vodou do 1000 ml a sterilizovat
autokldvovanim. Pro pfipravu tuhého média s vyslednou koncentraci agaru 1,5% pfidat

15 g agaru na 1000 ml média.

% MS médium (pH 5,8): Smichat 2,2 g MS smési, 10 g sacharozy a 1 g MES monohydratu.
Rozpustit v 800 ml destilované vody a upravit pH piidavkem KOH na pozadovanou hodnotu.
Doplnit destilovanou vodou do 1000 ml a sterilizovat autoklavovanim. Pro ptipravu tuhého

média s 0,6% agarem (w/v), pfidat 6 g agaru na 1000 ml média.

AR NAA KIN médium (pH 5,7): Smichat 30 g sacharozy, 4,4 g MS smési a rozpustit v 800 ml
destilované vody. Piidat 50 ul NAA a 5 ul kinetinu. Upravit pH piidavkem KOH na pozadovanou

hodnotu, doplnit destilovanou vodou do 1000 ml a sterilizovat autoklavovanim.

50x TAE pufr: Rozpustit 242 g Tris v 800 ml destilované vody, ptidat 57,1 ml 99% kyseliny
octové a 100 ml 0,5 mol-1* EDTA (pH 8,5). Doplnit destilovanou vodou do 1000 ml.

1x TAE pufr: Smichat 20 ml 50x TAE pufru a doplnit destilovanou vodou do 1000 ml.

TE pufr (pH 8): Smichat 2 ml1 0,5 mol- 1 EDTA (pH 8) s 10 ml 1 mol-1* Tris-HCI (pH 8) a doplnit

destilovanou vodou do 1000 ml.

1 mol-I* Tris-HCI (pH 8): Rozpustit 121,1 g Tris v 800 ml destilované vody a upravit pH

koncentrovanou HCI na pozadovanou hodnotu. Doplnit destilovanou vodou do 1000 ml.

0,5 mol-l* EDTA: 186,1 g EDTA rozpustit v 800 ml destilované vody, upravit pH piidavkem

NaOH na pozadovanou hodnotu. Doplnit destilovanou vodou do 1000 ml a sterilizovat filtraci.
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4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

e Analytické vahy A 200S (Sartorius)

e Biologicky termostat BT 120

e Centrifuga 5415 D (Eppendorf)

e Centrifuga Jouan BR4i, tihlovy rotor AM 50C.13 (Thermo Fisher Scientific)

e Centrifuga MiniStar Silverline (VWR)

e Centrifuga myFuge Mini (Benchmark Scientific)

o Digitalni pfedvazky Scout SC4010 (Ohaus)

e Laboratorni digestot M 1800 (Merci)

e Laminarni box MSC 1.2 Advantage (Thermo Fisher Scientific)

e Magnetickd michacka VS-C7 (VWR)

e Mikroskop Olympus, typ IX81 invertovany, vybaveny DSU (Disc Scanning Unit)
a digitalni monochromatickou CCD kamerou (CCD-ORCA/ER)

e NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, program ND-1000 V3.8.1 (Thermo Fisher
Scientific)

e Orbitalni ttepacka VKS 75A (Biihler)

e pH metr InoLab pH 7110 (WTW)

e Sekvenator 3730x|I DNA Analyzer (Applied Biosystems)

e Souprava pro horizontalni gelovou elektroforézu (Bio-Rad)

e Spektrofotometr Ultrospec 10 (Amersham Biosciences)

e Termostatovana tfepacka MaxQ 4000 (Thermo Fisher Scientific)

e Thermocycler T-Gradient (Biometra)

e Thermoshaker, Cooling Thermal Shake Touch (VWR)

e Transiluminator InGenius LHR (Syngene), program GeneSnap (Syngene)

e Ttepacka VV3 (VWR)

e Zpracovani a analyza snimkt — program CellR software (Olympus) a Adobe Photoshop
CS5 (Adobe)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 In silico analyza transkrip¢nich variant proteinu AtY'Y1

Sekvence tii transkripénich variant proteinu YY1 byly prevzaty zdatabaze TAIR10
(The Arabidopsis Information Resource, https://www.arabidopsis.org/). Tato databaze
shromazd’uje nejnovéjsi geneticka a molekularné biologicka data pro modelovou rostlinu
Arabidopsis thaliana, ktera mimo jiné zahrnuji i kompletni genomickou sekvenci spolu

se strukturou genu (Berardini Tanya Z. et al., 2015).

Pro multiple sequence alignment tii transkrip¢nich variant byl pouzit program Clustal Omega
(Sievers et Higgins, 2018). Aminokyselinové sekvence byly ziskany s vyuzitim databaze UniProt
(Universal Protein Resource) (Bateman et al., 2017). Proteinové domény a funk¢ni mista byly
nasledné analyzovany pomoci databaze ELM (The Eukaryotic Linear Motif resource for
Functional Sites in Proteins) (Dinkel et al., 2016). Ziskana data byla graficky zpracovana
v programu DOG (Domain Graph) (Ren et al., 2009).

4.4.2 NavrZeni attB PCR primeri

Aby byl PCR produkt vhodnym substratem pro BP rekombinacni reakci S donorovym vektorem,

je zapotiebi do néj nejprve inkorporovat attB mista, a to prostiednictvim PCR primert.

Vedouci (forward) primer musi na 5' konci obsahovat ¢tyfi guaniny, po kterych nasleduje 25 bp
dlouhé attB1 misto. Primer je zakoncen 18-25 bp genové specifické sekvence. Aby byl zachovan
¢teci ramec pii N-terminalni fuzi, je nutné za attB1 misto pfidat navic dva nukleotidy tak, aby
nevznikl stop kodon (Obrazek 12).

5' - GGGG-ACA-AGT-TTG-TAC-AAA-AAA-GCA-GGC-TNN + 18-25 bp genove specifické sekvence — 3'

attB1 misto

Obrazek 12: Sekvence attB forward primeru pro Gateway zpusob klonovani (pfevzato a upraveno podle
uzivatelské priru¢ky Gateway technologie, Invitrogen).

Zpétny (reverse) primer musi rovnéz obsahovat na 5' konci ¢tyfi guaniny. Ty jsou ale v tomto
piipadé nasledovany 25 bp dlouhym attB2 mistem. Primer opét zakonCuje 18-25 bp genové
specifické sekvence. Pro zachovani ¢teciho ramce pii C-termindlni fizi je tieba za attB2 misto

pfidat navic jeste jeden nukleotid (Obrazek 13).

5' - GGGG-AC-CAC-TTT-GTA-CAA-GAA-AGC-TGG-GTN + 18-25 bp genové specifické sekvence — 3'

attB2 misto

Obrazek 13: Sekvence attB reverse primeru pro Gateway zpusob klonovani (ptevzato a upraveno podle
uzivatelské piirucky Gateway technologie, Invitrogen).
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4.4.3 Priprava attB-PCR produkti

Sekvence zajmového genu byla amplifikovana spolu s rekombina¢nimi attB misty pomoci PCR

s Q5 High-Fidelity DNA polymerazou s proofreading aktivitou.

Slozeni PCR reakéni smési (vysledna koncentrace): 1x Q5 reakéni pufr, 200 umol-1t ANTP smés,
0,5 umol-1** forward primer, 0,5 pmol-1" reverse primer, templatova DNA (<1 pg), 0,02 U-ul™ Q5
High-Fidelity DNA polymeraza, 1x Q5 High GC Enhancer, sterilni redestilovanad voda.
Podminky PCR jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Podminky PCR pro ptipravu attB-PCR produkti (Q5 High-Fidelity DNA
Polymerase).

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pocatecni denaturace 98 30s 1
98 10s
PCR amplifikace 61 30s 34
72 60 s
Zavérecna elongace 72 5 min 1

Produkty PCR byly nasledné separovany pomoci horizontalni elektroforézy v gelu pfipraveném
Z 1% (w/v) agardzy, 1x TAE pufru a 0,5 pgml? ethidium bromidu. Elektroforéza probihala
pii napéti 80 V za pokojové teploty. Pro orienta¢ni stanoveni velikosti fragmenti DNA byl pouZit
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder. Ziskané produkty PCR byly vizualizovany pomoci UV zéfeni
o vlnové délce 360 nm, poté byly vyfezany z gelu a purifikovany s pouZzitim soupravy QIAquick
Gel Extraction Kit podle instrukci vyrobce.
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4.4.4 BP reakce

BP rekombina¢ni reakce umoziituje pfenos pfipravené¢ho attB-PCR produktu do donorového
vektoru nesouciho attP mista za vzniku vstupniho klonu s attL misty. V tomto ptipadé byl jako
donorovy vektor pouzit pPDONR207 0 velikosti 5585 bp od spoleénosti Invitrogen (Obrazek 14).

Obrazek 14: Mapa donorového vektoru pPDONR207 (pfevzato a upraveno podle Invitrogen), attP1, attP2
— specifickd rekombinadni mista, ccdB — gen pro negativni selekci, CmR — gen rezistence
k chloramfenikolu, Gentamicin — gen rezistence ke Gentamicinu, T1, T2 — transkripéni termina¢ni
sekvence, pUC ori — replika¢ni pocatek.

BP reakéni smés obsahovala attB-PCR produkt (>10 ng-ul), donorovy vektor pDONR207
(150 ng-ult), TE pufr (pH 8) a 1x Gateway BP Clonase II Enzyme Mix. Smés byla inkubovana
pti pokojové teploté do nasledujictho dne. BP reakce byla poté =zastavena piidanim

proteindzy K (2 pg-ul™?) a smés byla inkubovana 10 min pii teploté 37 °C.
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4.4.5 Transformace bakterii Escherichia coli

Chemicky kompetentni buiiky Escherichia coli byly transformovany produkty BP reakce pomoci

tzv. heat shock metody pro namnoZzeni plazmidové DNA.

Ke 100 pl alikvotu chemicky kompetentnich bunék E. coli (TOP 10), které byly uchovavany pti
-80 °C, bylo pfidano 10 ul produktu BP reakce. Nasledovala inkubace 30 min na ledu. Bakterie
byly transformovany pomoci teplotniho Soku, kdy byly nejprve vystaveny teploté 42 °C po dobu
45 s a poté byly okamzité pfemistény na led na 2 min. Ke smési bylo dale pfidano 800 ul LB
média a nasledovala inkubace 1 h pii teplot¢ 37 °C. Smés byla centrifugovana 1 min
pii 6000 rpm. Vznikly pelet byl resuspendovan ve 100 pl LB média a rozetfen na Petriho misku
s LB médiem obsahujicim piislusné selekéni antibiotikum (Gentamicin 50 pg-pl?). Kultivace
bakterii probihala pfes noc Vv termostatu pfi teploté 37 °C. Narostlé bakterialni kolonie byly
preneseny do 5 ml tekutého LB média obsahujiciho selekéni antibiotikum a nasledné kultivovany

pies noc na orbitalni tfepacce pii 220 rpm a teploté 37 °C.

Uspésnost BP reakce a transformace byla ovéiena pomoci tzv. colony PCR s PerfectTaq Plus
DNA polymerazou zapouziti specifickych attL primert. Sekvence attL primerd: (F) 5'-
TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC-3', (R) 5-GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC-3.

Izolovana kolonie byla pienesena do 50 pl sterilni redestilované vody. Bakteridlni bunky byly
poté lyzovany 10 min pii teploté 100 °C. Nasledovala centrifugace pii 13 000 rpm po dobu 5 min.
Vznikly supernatant obsahujici plazmidy byl odebran a pouzit jako templat pro PCR.

SloZzeni PCR reak¢éni smési (vysledna koncentrace): 1x PerfectTaq Plus reakéni pufr,
200 pumol-1"*dNTP smés, 1x PerfectLoad Dye Concentrate, 0,2 umol-1"* attL forward (F) primer,
0,2 umol-1"* attL reverse (R) primer, templatova DNA (<1 pg), 1,25 U PerfectTaq Plus DNA

polymeraza, sterilni redestilovana voda. Podminky PCR jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Podminky PCR pro ovéfeni uspéSnosti klonovani (PerfectTag Plus DNA
Polymerase).

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pocatecni denaturace 94 3 min 1
94 30s
PCR amplifikace 54 30s 35
72 80s
Zavérecna elongace 72 10 min 1

Z bakterialnich kolonii, ve kterych byla ovéfena pfitomnost inzertu byly izolovany plazmidy
pomoci soupravy QIAprep Spin Miniprep Kit podle instrukei vyrobce. Cteci ramec BP konstruktu

byl nésledné ovéren sekvenovanim, opét za pouziti specifickych attL primert.
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4.4.6 LR reakce

Prostednictvim LR rekombinac¢ni reakce byly cilové geny pfeneseny ze vstupnich klont s attL
misty do destina¢nich vektorti nesoucich attR mista za vzniku expresnich klona s attB misty.
Piehled pouzitych destinaénich vektoru spolu s jejich stru¢nymi charakteristikami je uveden

v Tabulce 3.

Tabulka 3: Piehled destina¢nich vektor pouzitych pro LR reakci.

(\)/Zelllilgﬁtl}i Promotor Fuze Bakte:?: ZiStenCI(-?eostliny Zdroj
pH7WGF2,0 35S NétEIrDm Spectinomycin  Hygromycin  VIB-UGent
pH7FWG2,0 35S C(—Btg:m Spectinomycin  Hygromycin  VIB-UGent
pK7WGR2,0 35S N;EIr:,m Spectinomycin Fosfinotricin ~ VIB-UGent
pB7RWG2,0 35S C;ELm Spectinomycin Fosfinotricin ~ VIB-UGent

LR reakéni smés obsahovala vstupni klon (150 ng), destinaéni vektor (150 ng-ul?), TE pufr
(pH 8) a 1x Gateway LR Clonase II Enzyme Mix. Smés byla inkubovana pfi pokojové teploté
do nésledujiciho dne. LR reakce poté byla zastavena ptidanim proteindzy K (2 pg-ul?) a smés
byla inkubovana 10 min pfi teploté 37 °C.

LR konstrukt byl nasledné vnesen opét pomoci heat shock metody do chemicky kompetentnich
bunék Escherichia coli, které byly kultivovany na LB médiu obsahujicim pfislusna selekéni
antibiotika. Usp&snost LR reakce a transformace byla stejné jako v predchozim piipadé ovéiena
pomoci colony PCR =zapouziti specifickych primert bez attB mist pro zajmovy gen.
Z bakterialnich kolonii, ve kterych byla ovéfena pfitomnost inzertu byly izolovany plazmidy

pomoci soupravy QIAprep Spin Miniprep Kit podle instrukci vyrobce.
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4.4.7 Transformace bakterii Agrobacterium tumefaciens

Chemicky kompetentni buiiky Agrobacterium tumefaciens byly transformovany produkty

LR reakce pomoci tzv. freeze-thaw metody (An et al., 1988).

Ke 100 ul alikvotu chemicky kompetentnich bunék A. tumefaciens (GV3101), které byly
uchovavany pfti -80 °C, byl pfidan 1 pg plazmidové DNA (produkt LR reakce). Kultura byla
inkubovéana pii teploté 37 °C po dobu 5 min. Poté byl ptidan 1 ml YEB média a smés byla opét
inkubovana, a to 3 h pfi teploté 28 °C za mirné¢ho tiepani (300 rpm), které umozni expresi geni
rezistence k antibiotikim. Nasledné¢ byla smés centrifugovana 30 s pti 13000 rpm
a ke vzniklému peletu bylo ptidano 100 pl YEB média. Smés byla resuspendovana a rozetiena
na Petriho misku s YEB médiem, které navic obsahovalo selek¢ni antibiotika podle typu vektoru,
ktery byl pii transformaci pouzit. Bakterie byly kultivovany v termostatu tii dny pfi teploté 28 °C.
Narostlé bakterialni kolonie byly pfeneseny do 5 ml tekutého YEB média obsahujiciho ptislusna

antibiotika a kultivovany pies noc na orbitalni tfepacce pti 28 °C a 200 rpm.

Uspé&snost transformace byla ovéfena pomoci tzv. colony PCR za pouZiti piislusnych primert

bez attB mist pro zajmovy gen.

4.4.8 Transformace suspenznich bunéénych kultur

Suspenzni bunééné kultury odvozené z rostlin Arabidopsis thaliana (Ler) byly transformovany

pomoci Agrobacterium tumefaciens nesouciho dany konstrukt.

50 upl bakterialni kultury bylo pfeneseno do 5 ml YEB média s pfisluSnymi antibiotiky
a inkubovano pfes noc na orbitalni ttepacce pii 200 rpm a teploté 28 °C. 100 pl této kultury bylo
poté rozetfeno na Petriho misku s tuhym YEB médiem a antibiotiky a inkubovano opét ptes noc

Vv termostatu pii teploté 28 °C.

Do dvoudenni buné&né suspenze byl ptidan roztok acetosyringonu v DMSO tak, aby jeho
vysledna koncentrace v suspenzi byla 100 pmol-1*. Nasledn& byly do suspenze z misky pieneseny
nakultivované bakterie. Kultivace bunéénych kultur probihala ve tmé na orbitalni tfepacce

pfi 110 rpm a teploté 24 °C.

Uspénost transformace byla pravidelné kontrolovana vzdy po dvou az tiech dnech s pouzitim
fluorescencniho mikroskopu. Suspenze byla promyvana kultivacnim médiem (AR NAA KIN)
pro odstranéni mrtvych bunek. Po Sesti dnech byl do suspenze pridan Cefatoxim sodny (Claforan)
(500 mmol-1?), ktery usmrcuje butiky A. tumefaciens, a selekéni antibiotika podle typu vneseného

vektoru.
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4.4.9 Transformace a selekce rostlin

Rostliny Arabidopsis thaliana (Col-0, Ler) byly transformovany modifikovanou metodou floral
dip (Clough et Bent,1998), pomoci Agrobacterium tumefaciens nesouciho plazmid s vloZenym

genem.

100 pl bakterialni kultury bylo naockovano do5ml YEB média obsahujiciho piislusna
antibiotika. Bakterie byly kultivovany pfes noc na orbitalni tfepacce pii 200 rpm a teploté 28 °C.
Nasledujici den byl 1 ml téchto kultur pfenesen do 100 ml YEB média s antibiotiky. Inkubovany
byly opét pfes noc, a to pti 200 rpm a teploté 28 °C.

Bakterialni kultury byly nasledujici den centrifugovany 20 min pii 4500 rpm a 4 °C. Vznikly pelet
byl resuspendovan v 5% (w/v) vodném roztoku sachardzy na pozadovanou hodnotu OD, ktera
je pti vlnové délce 600 nm rovna 0,8 (tato hodnota ptedstavuje hodnotu idealni, rostliny je v8ak
mozné transformovat v rozsahu hodnot 0,6-1,2). Dale byl ptidan roztok acetosyringonu v DMSO
do vysledné koncentrace 200 umol-1" a Silwet Star do vysledné koncentrace 0,05 %. Kvétenstvi
rostlin byla ponofena do pfipravené suspenze na 2—3 s za jemného promichavani a rostliny byly
poté zakryty plastovym sackem do nasledujiciho dne. Kultivovany byly ve skleniku

za standardnich podminek.

Identifikace transformovanych rostlin byla provedena za pouziti metody dle Harrison et al., 2006.
Ziskana semena byla podrobena selekci vysetim na /2MS médium obsahujici ptislusna antibiotika
podle typu vneseného vektoru. Jako negativni kontrola byla pouzita semena Col-0 rezistentni
K ptislusnym antibiotikim (Hygromycin, Fosfinotricin). Pfed vysevem byla semena
sterilizovana. Nejprve byla ptenesena na 10 min do 1 ml 70% ethanolu s 0,05% Tritonem X-100
za stalého promichavani na tfepacce. Poté byla promyvéana 5 min v 1 ml 96% ethanolu, opét na
tiepacce. Nakonec byla za sterilnich podminek v laminarnim boxu vysus$ena a vyseta na médium

s antibiotiky.

Kultivace semen probihala za teplotni a svételné stratifikace: dva dny ve tmé pfi teploté 4 °C,
poté 6 h na svétle pfi teploté¢ 21 °C, dva dny ve tmé pfi teploté 21 °C a nakonec byla trvale
umisténa na svétlo pti teploté 21 °C. Pozitivni selekce rostlin na médiu byla dale ovéiena vizualné

s pouzitim fluorescen¢niho mikroskopu.
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5 VYSLEDKY

5.1 In silico analyza transkrip¢nich variant proteinu AtYY1

Gen pro AtYY1 (AT4G06634) je lokalizovan na chromozomu 4 a vytvaii tii transkripcni varianty
(Obrazek 15). Kodujici sekvence jednotlivych variant jsou uvedeny nize. Genomické sekvence
a jejich strukturni charakteristiky jsou uvedeny v kapitole Ptilohy (Pfiloha 1). Potfebna data byla
ziskana z databaze EnsemblPlants (Kersey et al., 2018).

Chrd 13764289, . 3700573

1 1
3785k 378k

Protein Coding Gene Hodels

AT4GOEE34 .2 (T2_0d_Star))

pammm—— sl mEla  aalme I gy E
ATAGREES4 .1 (T2_(d_Starl)

AT4GO6A34 .5 (TE_(Z2_Starl)

Obrazek 15: Transkripéni varianty proteinu AtY'Y1 a piislusna ¢ast chromozomu 4 (pfevzato z databaze
TAIR10), jednotlivé obdélniky znazortiuji exony, které jsou od sebe oddé€leny jednoduchymi Carami
predstavujicimi introny. Svétle modré oblasti vyzna¢uji UTR (netranslatované oblasti).

>AT4G06634.1 Atyyl-1
ATGGATCATCAAAATTATCAATACCAAAATCCTTTCGAGAGACGACCCATCCTTAAATCCAAAGCTCCTGCTGTGAAG
TGGATCAAAGAATGGGTACCACAAGATATTGTTGCTACAGGTGGAAAGTGTCATCTACACAAATGGGTCACAGAGGAT
ACTTTTAGCAGACTTAAAGAAAAAGAGAAAGAGCCTGATGTTCCTGAGCCTGAACCTGAACCAACTACAGAGATTTTG
TTTCTCTGTAGTTATGATGGTTGCGGGAAGACTTTCTTTGATGTTAGTGCATTGAGGAAACATTCTCATATCCATGGA
GAAAGACAATATGTTTGTGATCAGGAAGGATGTGGAAAGAAATTTCTGGATAGTTCAAAGTTGAAGAGACATTATCTT
ATTCATACTGGAGAGAGAAATTATATATGTACTTATGAAGGATGTGGAAAGGCATTCTCGTTGGATTTTAACCTTAGG
TCTCACATGAAGACTCATTCACAAGAGAATTATCATATATGTCCTTACAGTGGGTGTGTGAAGAGATATGCTCATGAA
TACAAGCTAAAGAACCACGTTGCTGCCTACCATGAAAAGAATGGTGGTGGAGAGACTCCCAAATATACACCACCAGCA
GAGAAAGTATTAAGGACTGTCAAAACACCTGCAACAGTTTGTGGCCCGTCTTCGGATCGGCCATACGCATGCCCTTAC
GAAGGGTGTGAGAAAGCTTACATACATGAGTACAAGCTTAAGCTCCACTTGAAGAGAGAACATCCAGGGCATTTACAA
GAAGAGAACGCGGATACCCCCACACTGAACAAGCACAATGGCAATGACAGGAATGAGATAGATGACGGGAGTGACCAA
GATGTTTACAGGAAACACGCTAGTAATGGGAAAGGCCAGACACATAAACAACAGAGCAGAGCTAAGCCAAACATGAGG
ACACCACCAGCCAAAGTTGGAAAGAAAGGTTCTACCTCTTCGCCTGCCAAAGCAAGGATTGCAAAAAAACCATGGCAA
GCAAAAGAAACTTTTGAAGAAGTAGAAAGAGAAGAAGAAGAAGATAGCGAGGAGACAGAGGAAGATAGAGATAATGTG
GAGGATGGCTGGAGGTTTGGCGAAAACAACGAGGATGATGACGACGATGAAGAGACCGAGTATGAAGATTAG

1164 bp

>ATA4G06634.2 AtYY1-2
ATGTTAAATTGTATCATTGTGTTGTTGTTATTACCAGAGGATACTTTTAGCAGACTTAAAGAAAAAGAGAAAGAGCCT

GATGTTCCTGAGCCTGAACCTGAACCAACTACAGAGATTTTGTTTCTCTGTAGTTATGATGGTTGCGGGAAGACTTTC
TTTGATGTTAGTGCATTGAGGAAACATTCTCATATCCATGGAGAAAGACAATATGTTTGTGATCAGGAAGGATGTGGA
AAGAAATTTCTGGATAGTTCAAAGTTGAAGAGACATTATCTTATTCATACTGGAGAGAGAAATTATATATGTACTTAT
GAAGGATGTGGAAAGGCATTCTCGTTGGATTTTAACCTTAGGTCTCACATGAAGACTCATTCACAAGAGAATTATCAT
ATATGTCCTTACAGTGGGTGTGTGAAGAGATATGCTCATGAATACAAGCTAAAGAACCACGTTGCTGCCTACCATGAA
AAGAATGGTGGTGGAGAGACTCCCAAATATACACCACCAGCAGAGAAAGTATTAAGGACTGTCAAAACACCTGCAACA
GTTTGTGGCCCGTCTTCGGATCGGCCATACGCATGCCCTTACGAAGGGTGTGAGAAAGCTTACATACATGAGTACAAG
CTTAAGCTCCACTTGAAGAGAGAACATCCAGGGCATTTACAAGAAGAGAACGCGGATACCCCCACACTGAACAAGCAC
AATGGCAATGACAGGAATGAGATAGATGACGGGAGTGACCAAGATGTTTACAGGAAACACGCTAGTAATGGGAAAGGC
CAGACACATAAACAACAGAGCAGAGCTAAGCCAAACATGAGGACACCACCAGCCAAAGTTGGAAAGAAAGGTTCTACC
TCTTCGCCTGCCAAAGCAAGGATTGCAAAAAAACCATGGCAAGCAAAAGAAACTTTTGAAGAAGTAGAAAGAGAAGAA
GAAGAAGATAGCGAGGAGACAGAGGAAGATAGAGATAATGTGGAGGATGGCTGGAGGTTTGGCGAAAACAACGAGGAT
GATGACGACGATGAAGAGACCGAGTATGAAGATTAG

1050 bp



>AT4G06634.3 AtYY1-3
ATGGATCATCAAAATTATCAATACCAAAATCCTTTCGAGAGACGACCCATCCTTAAATCCAAAGCTCCTGCTGTGAAG

TGGATCAAAGAATGGGTACCACAAGATATTGTTGCTACAGAGGATACTTTTAGCAGACTTAAAGAAAAAGAGAAAGAG
CCTGATGTTCCTGAGCCTGAACCTGAACCAACTACAGAGATTTTGTTTCTCTGTAGTTATGATGGTTGCGGGAAGACT
TTCTTTGATGTTAGTGCATTGAGGAAACATTCTCATATCCATGGAGAAAGACAATATGTTTGTGATCAGGAAGGATGT
GGAAAGAAATTTCTGGATAGTTCAAAGTTGAAGAGACATTATCTTATTCATACTGGAGAGAGAAATTATATATGTACT
TATGAAGGATGTGGAAAGTTGTGGATGCAGGCATTCTCGTTGGATTTTAACCTTAGGTCTCACATGAAGACTCATTCA
CAAGAGAATTATCATATATGTCCTTACAGTGGGTGTGTGAAGAGATATGCTCATGAATACAAGCTAAAGAACCACGTT
GCTGCCTACCATGAAAAGAATGGTGGTGGAGAGACTCCCAAATATACACCACCAGCAGAGAAAGTATTAAGGACTGTC
AAAACACCTGCAACAGTTTGTGGCCCGTCTTCGGATCGGCCATACGCATGCCCTTACGAAGGGTGTGAGAAAGCTTAC
ATACATGAGTACAAGCTTAAGCTCCACTTGAAGAGAGAACATCCAGGGCATTTACAAGAAGAGAACGCGGATACCCCC
ACACTGAACAAGCACAATGGCAATGACAGGAATGAGATAGATGACGGGAGTGACCAAGATGTTTACAGGAAACACGCT
AGTAATGGGAAAGGCCAGACACATAAACAACAGAGCAGAGCTAAGCCAAACATGAGGACACCACCAGCCAAAGTTGGA
AAGAAAGGTTCTACCTCTTCGCCTGCCAAAGCAAGGATTGCAAAAAAACCATGGCAAGCAAAAGAAACTTTTGAAGAA
GTAGAAAGAGAAGAAGAAGAAGATAGCGAGGAGACAGAGGAAGATAGAGATAATGTGGAGGATGGCTGGAGGTTTGGC
GAAAACAACGAGGATGATGACGACGATGAAGAGACCGAGTATGAAGATTAG

1143 bp

Pro vySe uvedené kodujici sekvence byl proveden multiple sequence alignment S pouzitim
programu Clustal Omega k ureni miry jejich vzajemné podobnosti. Ziskana data jsou uvedena
nize. Stejnym zpusobem byly také porovnany genomické sekvence. Tato data jsou opét uvedena
v kapitole Prilohy (Ptiloha 2).

AtYY1-3 ATGGATCATCAAAATTATCAATACCAAAATCCTTTCGAGAGACGACCCATCCTTAAATCC
AtYY1-1 ATGGATCATCAAAATTATCAATACCAAAATCCTTTCGAGAGACGACCCATCCTTAAATCC
AEYY1-2 oo
AtYY1-3 AAAGCTCCTGCTGTGAAGTGGATCAAAGAATGGGTACCACAAGATATTGTTGCTAC--——
AtYY1-1 AAAGCTCCTGCTGTGAAGTGGATCAAAGAATGGGTACCACAAGATATTGTTGCTACAGGT
ALYY1-2  mmmmmm oo ATGT--——--————--——- T
*:*

ALYY1-3  mmmmmm o AGAGGATACTTTTAGCAGACTTAAAGAAAA
AtYY1-1 GGAAAGTGTCATCTA-CACAAATGGGTCACAGAGGATACTTTTAGCAGACTTAAAGAAAA
AtYY1-2 AAATTGTATCATTGTGTTGTTGTTATTACCAGAGGATACTTTTAGCAGACTTAAAGAAAA

KKk AAKAAk AR ARk A AKX AN Ak A A Ak A kA A Xk hk k%
AtYY1-3 AGAGAAAGAGCCTGATGTTCCTGAGCCTGAACCTGAACCAACTACAGAGATTTTGTTTCT
AtYY1-1 AGAGAAAGAGCCTGATGTTCCTGAGCCTGAACCTGAACCAACTACAGAGATTTTGTTTCT
AtYY1-2 AGAGAAAGAGCCTGATGTTCCTGAGCCTGAACCTGAACCAACTACAGAGATTTTGTTTCT

Ak rhhkhkhhkh kA hhkhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhkkrhkhkrkkhkkkxkxx

AtYY1-3 CTGTAGTTATGATGGTTGCGGGAAGACTTTCTTTGATGTTAGTGCATTGAGGAAACATTC
AtyYl-1 CTGTAGTTATGATGGTTGCGGGAAGACTTTCTTTGATGTTAGTGCATTGAGGAAACATTC
AtYY1-2 CTGTAGTTATGATGGTTGCGGGAAGACTTTCTTTGATGTTAGTGCAT TGAGGAAACATTC

Ak hkhkh kA hkhkkhkhhkhhkhhkhrhhkhkhhkhhkhhkhrhkhkkhkhhkhhkhhkrhhkkhkhhkhhkkhhkrhkkhkkhkhhhkhkhkxkxk*k
AtYY1-3 TCATATCCATGGAGAAAGACAATATGTTTGTGATCAGGAAGGATGTGGAAAGAAATTTCT
AtYY1-1 TCATATCCATGGAGAAAGACAATATGTTTGTGATCAGGAAGGATGTGGARAGAAATTTCT
AtYY1-2 TCATATCCATGGAGAAAGACAATATGTTTGTGATCAGGAAGGATGTGGARAGAAATTTCT

Ak hkhkh kA hkhkhkhhkhhkhkhkhrhhkhkhhkhhkhhkhrhkhkkhkhhkhhkkhhkrhkhkkhkhhkrhkkhkhkhrhkhkkhkhhhhkhkdxkxkx*k
AtYY1-3 GGATAGTTCAAAGTTGAAGAGACATTATCTTATTCATACTGGAGAGAGAAATTATATATG
AtYY1-1 GGATAGTTCAAAGTTGAAGAGACATTATCTTATTCATACTGGAGAGAGAAATTATATATG
AtYY1-2 GGATAGTTCAAAGTTGAAGAGACATTATCTTATTCATACTGGAGAGAGAAATTATATATG

hhkrhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhh bk hhkrhhkhkhhkrhkhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkrkhkhkhkxkxx
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AtYY1-3
AtYY1-1
AtYY1-2

AtYY1-3
AtYY1-1
AtYY1-2

AtYY1-3
AtYY1-1
AtYY1-2

AtYY1-3
AtYY1-1
AtYY1-2

AtYY1-3
AtYY1-1
AtYY1-2

AtYY1-3
AtYY1-1
AtYY1-2

AtYY1-3
AtYY1-1
AtYY1-2

AtYY1-3
AtYY1-1
AtYY1-2

AtYY1-3
AtYY1-1
AtYY1-2

AtYY1-3
AtYY1-1
AtYY1-2

AtYY1-3
AtYY1-1
AtYY1-2

AtYY1-3
AtYY1-1
AtYY1-2

AtYY1-3
AtYY1-1
AtYY1-2

TACTTATGAAGGATGTGGAAAGTTGTGGATGCAGGCATTCTCGTTGGATTTTAACCTTAG

TACTTATGAAGGATGTGGAA-——-————————— AGGCATTCTCGTTGGATTTTAACCTTAG
TACTTATGAAGGATGTGGAA-——————————— AGGCATTCTCGTTGGATTTTAACCTTAG
Kk Kk k kK kK Kk ok ok ok ok ok kK ok Kk Kk Kk kK kK Kk ok ok ok ok kK ok Kk ok ok ok ok ok kK ok Kk

GTCTCACATGAAGACTCATTCACAAGAGAATTATCATATATGTCCTTACAGTGGGTGTGT
GTCTCACATGAAGACTCATTCACAAGAGAATTATCATATATGTCCTTACAGTGGGTGTGT

GTCTCACATGAAGACTCATTCACAAGAGAATTATCATATATGTCCTTACAGTGGGTGTGT
Kk K ok ok Kk k kK ok kK ok ok ok k kK ok kK ok ok ko k ok ok kK ok ok ok ok ok ok k kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok k kK

GAAGAGATATGCTCATGAATACAAGCTAAAGAACCACGTTGCTGCCTACCATGAAAAGAA
GAAGAGATATGCTCATGAATACAAGCTAAAGAACCACGTTGCTGCCTACCATGAAAAGAA
GAAGAGATATGCTCATGAATACAAGCTAAAGAACCACGTTGCTGCCTACCATGAAAAGAA

KK AR A AR A A A AR A AR A A A AR A A A A A A AR A AR A A A AR AR A IR A A A AR A A A A A A A A A A A kA kK

TGGTGGTGGAGAGACTCCCAAATATACACCACCAGCAGAGAAAGTATTAAGGACTGTCAA
TGGTGGTGGAGAGACTCCCAAATATACACCACCAGCAGAGAAAGTATTAAGGACTGTCAA
TGGTGGTGGAGAGACTCCCAAATATACACCACCAGCAGAGAAAGTATTAAGGACTGTCAA

kA Ak khkhhkhhk Ak hhkhhk A hhkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkkrhkkkhkxkxx*x

AACACCTGCAACAGTTTGTGGCCCGTCTTCGGATCGGCCATACGCATGCCCTTACGAAGG
AACACCTGCAACAGTTTGTGGCCCGTCTTCGGATCGGCCATACGCATGCCCTTACGAAGG
AACACCTGCAACAGTTTGTGGCCCGTCTTCGGATCGGCCATACGCATGCCCTTACGAAGG

KK AR R AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A Ak h Kk

GTGTGAGAAAGCTTACATACATGAGTACAAGCTTAAGCTCCACTTGAAGAGAGAACATCC
GTGTGAGAAAGCTTACATACATGAGTACAAGCTTAAGCTCCACTTGAAGAGAGAACATCC
GTGTGAGAAAGCTTACATACATGAGTACAAGCTTAAGCTCCACTTGAAGAGAGAACATCC

Ak Ak hkhkhhkh kA hhkhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkkhkrhkkhkhkxkxx

AGGGCATTTACAAGAAGAGAACGCGGATACCCCCACACTGAACAAGCACAATGGCAATGA
AGGGCATTTACAAGAAGAGAACGCGGATACCCCCACACTGAACAAGCACAATGGCAATGA
AGGGCATTTACAAGAAGAGAACGCGGATACCCCCACACTGAACAAGCACAATGGCAATGA

KK AR R AR A AR AR A AR A AR AR A AR A KRR AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A ARk A Ak h kK

CAGGAATGAGATAGATGACGGGAGTGACCAAGATGTTTACAGGAAACACGCTAGTAATGG
CAGGAATGAGATAGATGACGGGAGTGACCAAGATGTTTACAGGAAACACGCTAGTAATGG
CAGGAATGAGATAGATGACGGGAGTGACCAAGATGTTTACAGGAAACACGCTAGTAATGG

KA AR K AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A Ak kA k) K

GAAAGGCCAGACACATAAACAACAGAGCAGAGCTAAGCCAAACATGAGGACACCACCAGC
GAAAGGCCAGACACATAAACAACAGAGCAGAGCTAAGCCAAACATGAGGACACCACCAGC
GAAAGGCCAGACACATAAACAACAGAGCAGAGCTAAGCCAAACATGAGGACACCACCAGC

hhkrhkkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhkhkrkhkhkhkxkxx

CAAAGTTGGAAAGAAAGGTTCTACCTCTTCGCCTGCCAAAGCAAGGATTGCAAAAAAACC
CAAAGTTGGAAAGAAAGGTTCTACCTCTTCGCCTGCCAAAGCAAGGATTGCAAAAAAACC
CAAAGTTGGAAAGAAAGGTTCTACCTCTTCGCCTGCCAAAGCAAGGATTGCAAAAAAACC

KA AR K AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A A A AR A AR AR A AR AR A AR A A A A A A AR Ak kA kKK

ATGGCAAGCAAAAGAAACTTTTGAAGAAGTAGAAAGAGAAGAAGAAGAAGATAGCGAGGA
ATGGCAAGCAAAAGAAACTTTTGAAGAAGTAGAAAGAGAAGAAGAAGAAGATAGCGAGGA
ATGGCAAGCAAAAGAAACTTTTGAAGAAGTAGAAAGAGAAGAAGAAGAAGATAGCGAGGA

kA hkkhkhhkhkhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhkhkrkkhkkkxkxx

GACAGAGGAAGATAGAGATAATGTGGAGGATGGCTGGAGGTTTGGCGAAAACAACGAGGA
GACAGAGGAAGATAGAGATAATGTGGAGGATGGCTGGAGGTTTGGCGAAAACAACGAGGA
GACAGAGGAAGATAGAGATAATGTGGAGGATGGCTGGAGGTTTGGCGAAAACAACGAGGA

KA KR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A A A AR A AR A A Ak Ak Ak Ak kA kA kA kh k)%

TGATGACGACGATGAAGAGACCGAGTATGAAGATTAG
TGATGACGACGATGAAGAGACCGAGTATGAAGATTAG
TGATGACGACGATGAAGAGACCGAGTATGAAGATTAG

R R R S b I b b I b S b I S S IR I Sh S S b Sb b b Sh S db I Sb b S b
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Z databaze UniProt byly ziskany aminokyselinové sekvence jednotlivych transkripcnich variant,
pro které byl v ramci této databaze proveden multiple sequence alignment uvedeny nize (AtYY1-
1: Q2V3L3, AtYY1-2: Q2V3L3-2, AtYY1-3: F4JGT7). C2H2 zinc finger domény jsou v textu
zvyraznény fialovou barvou a coiled-coil domény zelenou barvou. Sekvence byly dale
analyzovany pomoci databaze ELM pro identifikaci proteinovych domén a funk¢nich oblasti.

Vystupni hodnoty byly nasledn¢ graficky zpracovany v programu DOG (Obrazek 16).

Q2V3L3  YY1_ARATH 1 MDHQNYQYQNPFERRPTLKSKAPAVKWIK EWVPQDIVATGGKCHLHKWYTEDTFSRLKEK )

Q2V3L3-2 YY1_ARATH T MLMCTIVLLLLPEDTFSRLKEK 22

F41GT7  F4IGT7_ARATH 1 MDHONYQYQNPFERRPTLKSKAPAVKWIK EWVPQDIVAT -- - - - - - EDTFSRLKEK 49

E kR R R R R

Q2V3IL3 YY1 _ARATH 61  EKEPDVPEPEPEPTTEILFLCSVDGCGKTEFOVSALRKHSHINGEROVICOOEGCGREFL 120

Q2V3L3-2 YY1 _ARATH 23 EKEPDVPEPEPEPTTEILFLCSYDGCGKTFFOVSALRKHSHIHGERQYVCDQEGCGKKFL 82

F4IGT7  F4IGT7_ARATH 56 EKEPDVPEPEPEPTTEILFLCSYDGCGKTFFDVSALRKHSHIHGERQYVCDQEGCGKKFL 189
e e e L L T R T e

Q2VEL3  YY1_ARATH 121 DSSKLKRHYLIHTGERMYICTYEGCGK- - --AFSLDFNLRSHYKTHSQENYHICPYSGCY 176

Q2V3L3-2 YY1_ARATH 83 DSSKLKRHYLIHTGERNYICTYEGCGK- - --AFSLDFNLRSHYKTHSOENYHICPYSGCY 138

F4IGT7  F4IGT7_ARATH 118  DSSKLKRHYLIHTGERNYICTYEGCGKLWMQAFSLDFNLRSHMKTHSQENYHICPYSGCY 182
FEREREERERR LR ERR IR R R R e S

Q2V3L3  YY1_ARATH 177  KRYAHEVRKLRNEVARTHEK NGGGE TPKYTPPAEKVLRTVKTPATVCGPSSORP MECEYEG 236

Q2V3L3-2 YY1_ARATH 139 KRYAHEYKLKNHVAAYHEKNGGGETPKYTPPAEKVLRTVKTPATVCGPSSDRPYACPYEG 198

F4IGT7  FA4IGT7_ARATH 17@  KRYAHEYKLKNHVAAYHEKNGGGETPKYTPPAEKVLRTVKTPATVCGPSSDRPYACPYEG 229
EEE s s R s s T ==

02V3L3  YY1_ARATH 237 [CERAVTHEVELKLHLERERPGHLOEENAD TPTLNKHNGNDRNE IDDGSDODVYRKHASNG 296

Q2V3L3-2 YY1_ARATH 199  CEKAYIHEYKLKLHLKREHPGHLQEENADTATLNKHNGNDRNE IDDGSDODVYRKHASNG 258

F41GT7  F4IGT7_ARATH 238 CEKAYTHEYKLKLHLKREHPGHLQEENADTATLNKHNGNDRNE IDDGSDODVYRKHASNG 289
AEBEZXRXEEZEX KRB X ZZZ R AR EZEZ R R EZZEXA KRBT EZR R AR R EZZ AR EXEEZZT R A EESZER

Q2V3L3  YY1_ARATH 297  KGQTHKQQSRAKPNMRTPPAKVGKKGSTSSPAKARIAKK PWQAKETFEEVEREEEEDSEE ELT

Q2V3L3-2 YY1 _ARATH 250 KGQTHKQQSRAKPNMRTPPAKVGKKGSTSSPAKARTAKK PHQAKETFEEVEREEEEDSEE 318

F41GT7  F4I1GT7_ARATH 298 KGQTHKQQSRAKPNMRTPPAKVGKKGSTSSPAKARTAKK PWQAKETFEEVEREEEEDSEE 349
B e T

Q2V3L3  YY1_ARATH 357  TEEDRDNVEDGWRFGENNEDDDDDEETEYED 387

Q2V3L3-2 YY1_ARATH 319 TEEDRDNVEDGWRFGENNEDDDDDEETEYED 243

F41GT7  F4I1GT7_ARATH 35@  TEEDRDNVEDGWRFGENNEDDDDDEETEYED EET)
FRmERRERERRepEhRee bRk e kR

AtYY1-1 108 132 168 193 326

1 79 103 138 162 230 255 319 338 367 387

AtYY1-2 70 94 130 155

1 17 41 65 100 124 192 217 300 329 349

AtYY1-3 97 121 161 186

1 68 92 127 155 223 248 331 360 380

Obrazek 16: Grafické znazornéni proteinovych domén a funkénich oblasti U tii transkripénich variant
AtYY1 (zpracovano v programu DOG), fialovou barvou jsou oznac¢eny C2H2 zinc finger domény, zelenou
barvou coiled-coil domény a oranzovou barvou signalni peptidy.
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5.2 Navrzeni attB PCR primert

Pro Gateway zpisob klonovani byly navrzeny attB PCR primery na zakladé znalosti sekvenci

jednotlivych transkripénich variant, a to tak, aby spliiovaly standardni pozadavky pro primery
(délka 20-25 bp, baze G nebo C na 3' konci, pomér bazi GC: 40-60 %, melting/hybridiza¢ni

teplota: 50-65 °C) a také pozadavky Gateway technologie. Primery byly navrzeny s pouzitim

programu OligoAnalyzer 3.1 a dodany firmou Eurofins Genomics (Némecko).

Pro vizualizaci proteinu v rostlinnych bunkach byly piipraveny GFP a RFP flzni varianty,

pficemz fize byla provedena na N-konci i C-konci pro kazdou transkrip¢ni variantu. Souhrn

sekvenci attB primeri pouzitych pro Gateway zpusob klonovani je uveden v Tabulce 4.

Tabulka 4: Sekvence attB primert pouzitych pro Gateway zptsob klonovani.

Transkripcni Fuze attB primery (forward + reverse)
varianta
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAT
N-term CATCAAAATTATCAATACC +
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC ATCT
ALYY1-1 TCATACTCGGTCTCTTC
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAT
C-term CATCAAAATTATCAATACC +
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATCTTCA
TACTCGGTCTCTTC
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTTA
N-term AATTGTATCATTGTGTTGTTG +
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC ATCT
ALYY1-2 TCATACTCGGTCTCTTC
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTTA
C-term AATTGTATCATTGTGTTGTTG +
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATCTTCA
TACTCGGTCTCTTC
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAT
N-term CATCAAAATTATCAATACC +
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC ATCT
AfYY1-3 TCATACTCGGTCTCTTC
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAT
C-term CATCAAAATTATCAATACC +

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATCTTCA
TACTCGGTCTCTTC

Vsechny sekvence jsou uvedeny ve sméru 5'—3'. 5' konec primeru vzdy za¢ina sekvenci GGGG, kterou
nasleduje sekvence attB mist (zvyraznéna podtrzenim) a genové specificka sekvence (vyznacena tu¢nym
pismem). Pro dodrzeni ¢teciho ramce byly k attB1 mistu navrzeny dva nukleotidy (C a T, vyznaceny
modre) tak, aby nevznikl stop kodon. K attB2 mistu byl navic syntetizovan jeden nukleotid (C, vyznacen
rovnéz modre). Start kodon je oznacen Cervenou barvou a stop kodon zelenou barvou.
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5.3 Priprava attB-PCR produkti

Sekvence c¢DNA tfi transkripnich variant proteinu YY1 byly amplifikovany spolu
s rekombina¢nimi attB misty pomoci PCR metody s pfislusnymi attB vedoucimi (forward)
a zpétnymi (revers) primery za pouziti Q5 High-Fidelity DNA polymerazy. Produkty PCR byly
nasledné separovany pomoci agardézové gelové elektroforézy a vizualizovany (Obrazek 17).

Ziskané produkty byly z gelu vyfezany a purifikovany pomoci QIAprep Spin Miniprep Kitu.

M | NK 2 NK 3 NK 4 NK 5 NK M M 6
| SE—— L
1500bp  Se— — .
1000 bp L — —— -— - —
- > o o = _—

Obrazek 17: Detekce attB-PCR produkti transkripénich variant AtY'Y1. M — marker relativni molekulové
hmotnosti (GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use), NK — negativni kontrola, 1 — AtYY1-1 N-
term (1164 bp + attB mista), 2 — AtYY1-1 C-term (1164 bp + attB mista), 3 — AtY'Y1-2 C-term (1050 bp
+ attB mista), 4 — AtYY1-3 N-term (1143 bp + attB mista), 5 — AtYY1-3 C-term (1143 bp + attB mista),
6 — AtYY1-2 N-term (1050 bp + attB mista).

5.4 BP reakce a transformace bakterii Escherichia coli

Dale byla provedena BP rekombinaéni reakce, pii které byly purifikované attB-PCR produkty
vlozeny do donorového vektoru pPDONR207 za vzniku vstupnich klonu s attL. rekombina¢nimi
misty. Nasledovala transformace chemicky kompetentnich bunék Escherichia coli (TOP 10)
produkty BP reakce, ato prostiednictvim heat shock metody. Usp&$nost BP reakce
a transformace E. coli byla ovétena pomoci colony PCR s PerfectTag Plus DNA polymerazou
za pouziti specifickych attL primert. Produkty PCR byly separovany pomoci agarézové gelové

elektroforézy a vizualizovany (Obrazek 18).
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0o
o
E N
N

6 PK NK M

BE

Obriazek 18: Detekce attL-PCR produkti transkripénich variant AtY'Y1 pro ovéfeni GispéSnosti BP reakce
a transformace E. coli. M — marker relativni molekulové hmotnosti (GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use), NK — negativni kontrola, PK — pozitivni kontrola: pDONR207::8TPX (2277 bp),
1 - pDONR207::AtYY1-1 N-term (1164 bp + 100 bp attL mista), 2 — pDONR207::AtYY1-1 C-term
(1164 bp + 100 bp attL mista), 3 — pDONR207::AtYY1-2 N-term (1050 bp + 100 bp attL mista),
4 — pDONR207::AtYY1-2 C-term (1050 bp + 100 bp attL mista), 5 — pPDONR207::AtYY1-3 N-term
(1143 bp + 100 bp attL mista), 6 — pDONR207::AtYY1-3 C-term (1143 bp + 100 bp attL mista).
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Z bakterialnich kolonii, ve kterych byla ovéfena pfitomnost inzertu byly konstrukty izolovany
a purifikovany pomoci QIAprep Spin Miniprep Kitu. Koncentrace DNA u vSech purifikovanych
attL-PCR produktii byla zméfena pomoci spektrofotometru NanoDrop ND-1000. Cteci ramec BP

konstruktu byl nasledné ovéfen sekvenovanim, opét za pouziti specifickych attL primert.

Sekvenace byla provedena technickou pracovnici na pracovisti Ustavu experimentalni botaniky
AV CR v Olomouci. Ziskané sekvence byly dale analyzovany pomoci programu Clustal Omega.
Pfi srovnani vysledkt sekvenace produktt BP reakce s daty uvedenymi v databazi TAIR10 byla
zjisténa shoda sekvence pouze pro transkripéni varianty AT4G06634.1 a AT4G06634.2.
Transkripéni variantu AT4G06634.3 se naklonovat nepodafilo.

5.5 LR reakce a transformace bakterii Escherichia coli

Pro transkrip¢ni varianty 1 a 2 byla provedena LR rekombinaéni reakce, pfi které byly cilové
geny preneseny ze vstupnich kloni sattL misty (BP konstrukty) do destinacnich vektord
nesoucich attR mista za vzniku expresnich klond s attB misty. Jednotlivé varianty konstruktd jsou

uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5: Varianty produktti LR rekombinaéni reakce.

Transkrip¢ni varianta Fuze Destina¢ni vektor
N-term GFP pH7WGF2,0
N-term RFP pK7WGR2,0
AtYY1-1
C-term GFP pH7FWG2,0
C-term RFP pB7TRWG2,0
N-term GFP pH7WGF2,0
N-term RFP pK7WGR2,0
AtYY1-2
C-term GFP pH7FWG2,0
C-term RFP pB7TRWG2,0

LR konstrukt byl nasledné€ vnesen op€t pomoci heat shock metody do chemicky kompetentnich
bungk Escherichia coli (TOP 10). Uspésnost LR reakce a transformace byla stejné jako
v pfedchozim piipadé ovéfena pomoci colony PCR za pouZiti specifickych primert bez attB mist
pro zajmovy gen. Sekvence primerQ bez attB mist jsou uvedeny v kapitole Ptilohy (Ptiloha 3).
Produkty PCR byly separovany pomoci agarézové gelové elektroforézy a vizualizovany

(Obrazek 19).
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Obrazek 19: Detekce PCR produktl transkripénich variant AtYY1 pro ovéfeni uspéSnosti LR reakce
a transformace E. coli. M — marker relativni molekulové hmotnosti (GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use), NK — negativni kontrola, PK — pozitivni kontrola: pDONR207::8TPX (2277 bp), 1-3
pH7WGF2,0::AtYY1-1 N-term GFP (1164 bp), 4 — pK7WGR2,0::AtYY1-1 N-term RFP (1164 bp), 5-7
pH7FWG2,0::AtYY1-1 C-term GFP (1164 bp), 8-12 pB7RWG2,0::AtYY1-1 C-term RFP (1164 bp), 13—
17 pH7TWGF2,0::AtY'Y1-2 N-term GFP (1050 bp), 18-19 pK7WGR2,0::AtY'Y1-2 N-term RFP (1050 bp),
20-22 pH7FWG2,0::AtYY1-2 C-term GFP (1050 bp), 23-25 pB7RWG2,0::AtYY1-2 C-term RFP
(1050 bp).

Z bakterialnich kolonii, ve kterych byla ovéfena pfitomnost a spravna velikost inzertu byly

izolovany plazmidy pomoci QIAprep Spin Miniprep Kitu.

5.6 Transformace bakterii Agrobacterium tumefaciens

Izolovanymi plazmidy (LR konstrukty) byly transformovany chemicky kompetentni bunky
Agrobacterium tumefaciens (GV3101) pomoci freeze-thaw metody. Usp&snost transformace byla
ovétena prostiednictvim colony PCR za pouziti piislusnych primert bez attB mist pro zajmovy
gen. Produkty PCR byly opét separovany pomoci agardézové gelové elektroforézy a vizualizovany
(Obrazek 20). Jedinym konstruktem, kterym se nepodafilo transformovat A. tumefaciens
byl pK7NGR2,0::AtYY1-1 N-term RFP.
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Obrazek 20: Detekce PCR produktl transkripénich variant AtYY1 pro ovéfeni GspéSnosti transformace
A. tumefaciens. M — marker relativni molekulové hmotnosti (GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-
use), 1-3 pH7WGF2,0::AtYY1-1 N-term GFP (1164 bp), 4 — pH7FWG2,0::AtYY1-1 C-term GFP
(1164 bp), 5-7 pB7TRWG2,0::AtYY1-1 C-term RFP (1164 bp), 8-10 pH7WGF2,0::AtYY1-2 N-term GFP
(1050 bp), 11-12 pK7WGR2,0::AtYY1-2 N-term RFP (1050 bp), 13-15 pH7FWG2,0::AtYY1-2 C-term
GFP (1050 bp), 16-19 pB7RWG2,0::AtYY1-2 C-term RFP (1050 bp).

5.7 Transformace suspenznich bunéénych kultur

Exprese ziskanych konstruktii (viz Obrazek 18, produkty oznacené Cisly 3, 4, 6, 9, 11, 14 a 18)
byla ovéfena pomoci transformace suspenzni bunééné kultury Arabidopsis thaliana (Ler) pomoci
Agrobacterium tumefaciens nesoucim pfislusny konstrukt. Po sedmi dnech kokultivace
A. tumefaciens a bun€k Ler byla pozorovana exprese GFP/RFP fuznich proteinii u variant
AtYY1-1 N-term GFP, AtYY1-1 C-term RFP a AtYY1-2 N-term GFP (Obrazek 21). Bunééné
kultury s pozorovatelnou expresi konstruktt, a tedy pozitivnim vysledkem transformace, byly
nadale kultivovany s pfislusnymi antibiotiky (viz Tabulka 3), které ptisobi jako selekéni faktor
a antibiotikem pro odbourani A. tumefaciens (Claforan). Podatilo se tak odvodit stabilni

suspenzni kulturu, ktera bude slouzit k dal$im experimenttim.
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Obrazek 21: Lokalizace konstruktti AtY'Y1-1 N-term GFP, AtYY1-1 C-term RFP a AtY'Y1-2 N-term GFP
Vv interfaznich jadrech buné€k suspenzni kultury odvozené od rostliny Arabidopsis thaliana ekotyp
Landsberg erecta (Ler). Pro kazdy z konstruktii je uvedena fotografie v DIC a po excitaci fizovaného
fluorescen¢niho proteinu zafenim pfislusné vinové délky. Pouzité zvétseni 40x, métitko =20 pum.

5.8 Transformace a selekce rostlin

Pro ovéfeni exprese konstruktii (viz Obrazek 18, produkty oznacené Cisly 3, 4, 6,9, 11, 14 a 18)
v rostlinach byly pomoci Agrobacterium tumefaciens nesouciho dany LR konstrukt
transformovany rostliny Arabidopsis thaliana (Col-0, Ler) modifikovanou metodou floral dip.
V ptipadé rostlin byla semena transformovanych rostlin podrobena selekci vysetim
na AMS médium obsahujici ptislu$na antibiotika podle typu vneseného vektoru (viz Tabulka 3).
Pozitivni selekce rostlin na médiu byla dale ovéfena vizualné s pouzitim fluorescenéniho
mikroskopu. Transformace rostlin se zdatila pouze pro varianty AtYY1-1 C-term RFP a AtYY1-
1 N-term GFP u ekotypu Columbia (Obrazek 22). Pro transkrip¢ni varianty 1 a 2 u AtYY1

tak byla potvrzena lokalizace v interfaznim jadre.
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Obrazek 22: Lokalizace konstrukti AtYY1-1 N-term GFP a AtYY1-1 C-term RFP v interfaznich jadrech
bunék rostliny Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia (Col-0). Pro oba konstrukty je uvedena fotografie
kotenové $picky a elongacni zony kotene, a to v DIC a po excitaci fuzovaného fluorescenéniho proteinu
zatenim piislusné vinové délky. Pouzité zvétseni 20x (s vyjimkou snimku elongaéni zony kofene u varianty
AtYY1-1 N-term GFP, kde bylo pouZito zvétseni 40x), métitko = 50 um.
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6 DISKUZE

V pracovni skupiné, které jsem byla pfi zpracovavani své bakaldiské prace soucasti, je cilem
charakterizace jadernych proteint rostlin a jednou ze zajmovych skupin proteini jsou také
architekturalni proteiny, které se podili na organizaci chromatinu v jadte. Ke studiu byl protein
YY1 vybran pravé pro jeho funkce spojené s utvaienim DNA smycek a interakci s CTCF
proteinem, ktery se spolu s SMC proteiny (napf. kohezinem) podili na regulaci genové exprese
stabilizaci chromatinovych smycek (Vietri Rudan et al., 2015). Tyto funkce vsak byly doposud
experimentalné ovéteny pouze u zivocichl. U rostlin je protein YY1 zminovan piedevsim
v souvislosti s regulaci genové exprese za pritomnosti stresovych faktort a s jeho roli v signalni
draze kyseliny abscisové. Pro charakterizaci transkrip¢nich variant AtY'Y 1v ramci této prace byla
nejprve provedena analyza in silico a nasledné byly vytvoteny vhodné konstrukty pro ovéfeni

lokalizace proteinu v rostlinnych bunkach.

V ramci in silico analyzy byla prokazana vysoka podobnost vSech tii transkripénich variant
AtYY1l. Aminokyselinové sekvence jsou témeér totozné, pficemz jeden z rozdild piedstavuje
zkraceny N-konec u transkripéni varianty 2, kde je navic pfitomen i signalni peptid. Signalni
peptid byl rovnéz identifikovan u transkripéni varianty 1 pobliz C-konce. V oblasti domén
zustavaji sekvence také témét zcela zachovany pro vSechny varianty. Vyjimkou je pouze
transkripéni varianta 3, ktera se nepatrné lisi po¢tem aminokyselin v rdmci jedné zinc finger
domény. Kazda z transkripCnich variant AtY'Y1 nese Ctyfi po Sobé nasledujici zinc finger domény
a jednu samostatnou zinc finger doménu. Dale je také pro vSechny varianty spole¢na pfitomnost

C-terminalni coiled-coil domény, ktera je u proteinti obecné vyznamna z hlediska dimerizace.

Nejvyssi podobnost byla prokazana u transkripcnich variant 1 a 3. Tato podobnost mize byt také
duvodem, pro¢ se variantu 3 nepodafilo naklonovat. Podobnost v ramci zinc finger domén
u rostlinného a lidského YY1 (UniProt: P25490) je rovnéz vysoka. Jejich srovnani bylo
provedeno pomoci programu Clustal Omega. V piipadé transkripénich variant 1 a 2 jsou sekvence
Ctyt po sob& nasledujicich zinc finger domén z 53,5 % identické se sekvencemi zinc finger
domén lidského YY1. U varianty 3 je identita zinc finger domén rovna 51,4 %. Tyto hodnoty
tak potvrzuji, Ze se jedna o evolu¢né vysoce konzervovany protein, a to piedevs§im v oblasti

domén.

Pro ovéreni lokalizace jednotlivych transkripénich variant AtYY1 v rostlinnych buikach byly
nejprve vytvofeny vhodné konstrukty pomoci Gateway technologie. Binarni T-DNA vektory,
které se mohou replikovat v E. coli i A. tumefaciens byvaji obecné velké a klonovani tak mtize
byt Casove naro¢né a obtizné. Tato metoda predstavuje pomérné rychlou a spolehlivou alternativu

pro klonovani sekvenci do velkych plazmidu.
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V ramci experimentalni analyzy bylo cilem navrzeni ptisluSnych attB PCR primert pro jednotlivé
transkripéni varianty nasledované samotnym klonovanim a pfenosem vytvofenych konstrukti
pomoci A. tumefaciens dorostlin a suspenznich bunéénych kultur A. thaliana za ucelem
lokalizace proteinu v burice s vyuzitim fluorescenéni mikroskopie. Tyto cile byly naplnény pouze
¢aste¢né. Naklonovat sekvence se podatilo pro transkripéni varianty 1 a 2, v ptipadé posledni
varianty se klonovani nezdafilo. Diivodem pro to mohla byt, jak jiz bylo zminéno vyse, vysoka
podobnost s transkripéni variantou 1. U transkripénich variant 1 a 2 byla potvrzena lokalizace
V interfaznim jadre.

Lokaliza¢ni analyzy souvisejici s YY1 jiz byly provedeny diive. V ramci téchto studii bylo
zjisténo, ze YY1 méni subcelularni lokalizaci v prubehu bunééného cyklu, pficemz primarné
je lokalizovan v cytoplazmé a do jadra se pfemistuje na pocatku S faze (Palko et al., 2004).
V pozdni S fazi se vraci zpét do cytoplazmy a do jadra se dostava opét az v pozdni telofazi, kdy
asociuje s dekondenzovanymi chromozomy a pravdépodobné se tak podili na oznafovani
aktivovanych a potlacovanych gent (Rizkallah et Hurt, 2009). Tento stav byl ale zji$tén pouze
u zivoc¢isného proteinu YY1. V ramci dalSich studii by tak mohly byt provedeny lokaliza¢ni

analyzy transkripénich variant AtY'Y1 spojené s jejich distribuci v bufice v prab&éhu mitozy.
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7 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo charakterizovat tii transkripéni varianty AtYY1 (AT4G06634).
Nejprve byly pfislusné sekvence porovnany v ramci in silico analyzy. Nasledné byly pomoci
Gateway® technologie vytvofeny vhodné konstrukty, které byly pomoci Agrobacterium

tumefaciens pieneseny do rostlin a suspenznich bunéénych kultur Arabidopsis thaliana

pro ovéfeni lokalizace proteinu v rostlinnych bunkach.

Porovnanim sekvenci jednotlivych transkripénich variant AtYY1 bylo zjiSténo, Ze vSechny
tii sekvence vykazuji vysokou miru podobnosti, a to predevsim v oblastech zinc finger domén.
V ramci experimentalni analyzy byly cile naplnény pouze ¢astecné. Byla prokazana lokalizace
Vv interfaznim jadie pro transkripcni varianty 1 a 2. Transkripcni variantu 3 se ale naklonovat
nepodaftilo. Diivodem muze byt také specificnost exprese jednotlivych transkripénich variant
pro urcity typ rostlinnych pletiv a organti, pro ovéfeni této hypotézy budou proto provedeny dalsi
experimenty. Material ziskany v prub&éhu experimentu bude v budoucnu slouzit k dal$imu

vyzkumu jadernych proteina u rostlin.
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9 PRILOHY

Piiloha 1: Genomické sekvence transkripénich variant AtYY1 (kodujici sekvence jsou
vyznaceny ¢ervenou barvou).

AT4G06634.1 AtYY1-1
Exony: 6, kodujici exony: 6, délka transkriptu: 1654 bp, délka proteinu: 387 aa.

AT4G06634.2 AtYY1-2
Exony: 5, kodujici exony: 4, délka transkriptu: 1731 bp, délka proteinu: 349 aa.

AT4G06634.3 AtYY1-3
Exony: 6, kodujici exony: 6, délka transkriptu: 1367 bp, délka proteinu: 380 aa.

>AT4G06634.1 AtYY1-1 genomicka DNA
AACCGGGACTCCATTATCAAAGTATTGCTTAAGGTCTCTCTTCTCTATCGTTCTTTTCCCCAGAACCCTAATCTCCCC

CAAATCCTGATTCAATCGTACTCAAAACTCACAAAGGAACCACCTTTACCCAAATAAATCAATGGATCATCAAAATTA
TCAATACCAAAATCCTTTCGAGAGACGACCCATCCTTAAATCCAAAGCTCCTGCTGTGAAGTGGATCAAAGAATGGTA
CTTTTCTGATTCCATCACTTATACGTCTTTTAGATTACAGATTCTTAAAAGTTTCTCCTTTGTTTTAGGGTACCACAA
GATATTGTTGCTACAGGTGGAAAGTGTCATCTACACAAATGGGTCACAGGTGAAATTGTGATGTTTTAATCTAATTTT
CATGTTTGTGAATGTTAAATTGTATCATTGTGTTGTTGTTATTACCAGAGGATACTTTTAGCAGACTTAAAGAAAAAG
AGAAAGAGCCTGATGTTCCTGAGCCTGAACCTGAACCAACTACAGAGATTTTGTTTCTCTGTAGTTATGATGGTTGCG
GGAAGACTTTCTTTGATGTTAGTGCATTGAGGAAACATTCTCATATCCATGGAGAAAGACAATATGTTTGTGATCAGG
AAGGATGTGGAAAGGTTTAATAATATCCTCTCTTTGGTTTGGCTTACACACTCACTTTCATGATATATTGAAGCCATC
TTGTTTTTGTTTTTTGTAACAGAAATTTCTGGATAGTTCAAAGTTGAAGAGACATTATCTTATTCATACTGGAGAGAG
AAATTATATATGTACTTATGAAGGATGTGGAAAGGTGATTGATTTTGATCACTCTCACTAGCTTAGTTTATTTGGTGT
ATAATTAGGCAATTAGGCAAAGGGATTGTGTTGCGTGTTTTAGTAACTTTCTGTAGTTGTGGATGCAGGCATTCTCGT
TGGATTTTAACCTTAGGTCTCACATGAAGACTCATTCACAAGAGAATTATCATATATGTCCTTACAGTGGGTGTGTGA
AGAGATATGCTCATGAATACAAGCTAAAGAACCACGTTGCTGCCTACCATGAAAAGGTATCATTACTCATTTGATTAC
TCATTCGATAGAGTGTCATGAAAATATGTTTTTTTTCTTGTGCTAAGACAGAGCAGCTCCTTAGTCAGAGTCTAGCTC
CACGTTGCTTTTGTGACTTCACTTTGTGTGGTTAGTTTTTACGCTTGGGTGTAGTTTTTCGTAGCTAGAAGTAGGCGT
AAATACTATCGTTGAGGTTTTAGTAATCTCATTCGATGCTAACTTTCTTTCTGGAGTAGAGAAGTCTAATTGATTAAA
AGTCGCATTTTCTACTACCTTCTTACTGTATCTACACTGTATTAGTAGGTTGAAAGTTGTAGATGACGCATAGACAGA
ACTTTGCATCGGTTCTATCATGTTTACACCCTTATATTATCCATATTTGTAAGAATCTTAGAACTTATCTCTCTCAAT
TTCACAACTTGTTTAACAGAATGGTGGTGGAGAGACTCCCAAATATACACCACCAGCAGAGAAAGTATTAAGGACTGT
CAAAACACCTGCAACAGTTTGTGGCCCGTCTTCGGATCGGCCATACGCATGCCCTTACGAAGGGTGTGAGAAAGCTTA
CATACATGAGTACAAGCTTAAGCTCCACTTGAAGAGAGAACATCCAGGGCATTTACAAGAAGAGAACGCGGATACCCC
CACACTGAACAAGCACAATGGCAATGACAGGAATGAGATAGATGACGGGAGTGACCAAGATGTTTACAGGAAACACGC
TAGTAATGGGAAAGGCCAGACACATAAACAACAGAGCAGAGCTAAGCCAAACATGAGGACACCACCAGCCAAAGTTGG
AAAGAAAGGTTCTACCTCTTCGCCTGCCAAAGCAAGGATTGCAAAAAAACCATGGCAAGCAAAAGAAACTTTTGAAGA
AGTAGAAAGAGAAGAAGAAGAAGATAGCGAGGAGACAGAGGAAGATAGAGATAATGTGGAGGATGGCTGGAGGTTTGG
CGAAAACAACGAGGATGATGACGACGATGAAGAGACCGAGTATGAAGATTAGTTTGAGCTTCGTCTAAGCCATAGGAG
ACCTTTTTGGTTACGTCCCTTCTCTTTATGCGAAGGTGGCTTTTTAGTAGCTTTGTTTCTTGACTCTTCTTCTTTTCG
TTTGCCTTGACACTCTTCTTCATTTAAAGCTTTGTACAGTATTCCGTTAACATTTTTGAAAACCTTTTCTTTTAGTTT
TGGTCAACTTTTTGA

2277 bp
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>AT4G06634.2 AtYY1-2 genomicka DNA
TCAAAGTATTGCTTAAGGTCTCTCTTCTCTATCGTTCTTTTCCCCAGAACCCTAATCTCCCCCAAATCCTGATTCAAT

CGTACTCAAAACTCACAAAGGAACCACCTTTACCCAAATAAATCAATGGATCATCAAAATTATCAATACCAAAATCCT
TTCGAGAGACGACCCATCCTTAAATCCAAAGCTCCTGCTGTGAAGTGGATCAAAGAATGGGTACCACAAGATATTGTT
GCTACAGGTGGAAAGTGTCATCTACACAAATGGGTCACAGGTGAAATTGTGATGTTTTAATCTAATTTTCATGTTTGT
GAATGTTAAATTGTATCATTGTGTTGTTGTTATTACCAGAGGATACTTTTAGCAGACTTAAAGAAAAAGAGAAAGAGC
CTGATGTTCCTGAGCCTGAACCTGAACCAACTACAGAGATTTTGTTTCTCTGTAGTTATGATGGTTGCGGGAAGACTT
TCTTTGATGTTAGTGCATTGAGGAAACATTCTCATATCCATGGAGAAAGACAATATGTTTGTGATCAGGAAGGATGTG
GAAAGAAATTTCTGGATAGTTCAAAGTTGAAGAGACATTATCTTATTCATACTGGAGAGAGAAATTATATATGTACTT
ATGAAGGATGTGGAAAGGCATTCTCGTTGGATTTTAACCTTAGGTCTCACATGAAGACTCATTCACAAGAGAATTATC
ATATATGTCCTTACAGTGGGTGTGTGAAGAGATATGCTCATGAATACAAGCTAAAGAACCACGTTGCTGCCTACCATG
AAAAGAATGGTGGTGGAGAGACTCCCAAATATACACCACCAGCAGAGAAAGTATTAAGGACTGTCAAAACACCTGCAA
CAGTTTGTGGCCCGTCTTCGGATCGGCCATACGCATGCCCTTACGAAGGGTGTGAGAAAGCTTACATACATGAGTACA
AGCTTAAGCTCCACTTGAAGAGAGAACATCCAGGGCATTTACAAGAAGAGAACGCGGATACCCCCACACTGAACAAGC
ACAATGGCAATGACAGGAATGAGATAGATGACGGGAGTGACCAAGATGTTTACAGGAAACACGCTAGTAATGGGAAAG
GCCAGACACATAAACAACAGAGCAGAGCTAAGCCAAACATGAGGACACCACCAGCCAAAGTTGGAAAGAAAGGTTCTA
CCTCTTCGCCTGCCAAAGCAAGGATTGCAAAAAAACCATGGCAAGCAAAAGAAACTTTTGAAGAAGTAGAAAGAGAAG
AAGAAGAAGATAGCGAGGAGACAGAGGAAGATAGAGATAATGTGGAGGATGGCTGGAGGTTTGGCGAAAACAACGAGG
ATGATGACGACGATGAAGAGACCGAGTATGAAGATTAGTTTGAGCTTCGTCTAAGCCATAGGAGACCTTTTTGGTTAC
GTCCCTTCTCTTTATGCGAAGGTGGCTTTTTAGTAGCTTTGTTTCTTGACTCTTCTTCTTTTCGTTTGCCTTGACACT
CTTCTTCATTTAAAGCTTTGTACAGTATTCCGTTAACATTTTTGAAAACCTTTTCTTTTAGTTTTGGTCAACTTTTTG
AAAGATTTTTTTTT

1574 bp

>AT4G06634.3 AtYY1-3 genomickad DNA
AACCGGGACTCCATTATCAAAGTATTGCTTAAGGTCTCTCTTCTCTATCGTTCTTTTCCCCAGAACCCTAATCTCCCC

CAAATCCTGATTCAATCGTACTCAAAACTCACAAAGGAACCACCTTTACCCAAATAAATCAATGGATCATCAAAATTA
TCAATACCAAAATCCTTTCGAGAGACGACCCATCCTTAAATCCAAAGCTCCTGCTGTGAAGTGGATCAAAGAATGGTA
CTTTTCTGATTCCATCACTTATACGTCTTTTAGATTACAGATTCTTAAAAGTTTCTCCTTTGTTTTAGGGTACCACAA
GATATTGTTGCTACAGGTGGAAAGTGTCATCTACACAAATGGGTCACAGGTGAAATTGTGATGTTTTAATCTAATTTT
CATGTTTGTGAATGTTAAATTGTATCATTGTGTTGTTGTTATTACCAGAGGATACTTTTAGCAGACTTAAAGAAAAAG
AGAAAGAGCCTGATGTTCCTGAGCCTGAACCTGAACCAACTACAGAGATTTTGTTTCTCTGTAGTTATGATGGTTGCG
GGAAGACTTTCTTTGATGTTAGTGCATTGAGGAAACATTCTCATATCCATGGAGAAAGACAATATGTTTGTGATCAGG
AAGGATGTGGAAAGGTTTAATAATATCCTCTCTTTGGTTTGGCTTACACACTCACTTTCATGATATATTGAAGCCATC
TTGTTTTTGTTTTTTGTAACAGAAATTTCTGGATAGTTCAAAGTTGAAGAGACATTATCTTATTCATACTGGAGAGAG
AAATTATATATGTACTTATGAAGGATGTGGAAAGGTGATTGATTTTGATCACTCTCACTAGCTTAGTTTATTTGGTGT
ATAATTAGGCAATTAGGCAAAGGGATTGTGTTGCGTGTTTTAGTAACTTTCTGTAGTTGTGGATGCAGGCATTCTCGT
TGGATTTTAACCTTAGGTCTCACATGAAGACTCATTCACAAGAGAATTATCATATATGTCCTTACAGTGGGTGTGTGA
AGAGATATGCTCATGAATACAAGCTAAAGAACCACGTTGCTGCCTACCATGAAAAGGTATCATTACTCATTTGATTAC
TCATTCGATAGAGTGTCATGAAAATATGTTTTTTTTCTTGTGCTAAGACAGAGCAGCTCCTTAGTCAGAGTCTAGCTC
CACGTTGCTTTTGTGACTTCACTTTGTGTGGTTAGTTTTTACGCTTGGGTGTAGTTTTTCGTAGCTAGAAGTAGGCGT
AAATACTATCGTTGAGGTTTTAGTAATCTCATTCGATGCTAACTTTCTTTCTGGAGTAGAGAAGTCTAATTGATTAAA
AGTCGCATTTTCTACTACCTTCTTACTGTATCTACACTGTATTAGTAGGTTGAAAGTTGTAGATGACGCATAGACAGA
ACTTTGCATCGGTTCTATCATGTTTACACCCTTATATTATCCATATTTGTAAGAATCTTAGAACTTATCTCTCTCAAT
TTCACAACTTGTTTAACAGAATGGTGGTGGAGAGACTCCCAAATATACACCACCAGCAGAGAAAGTATTAAGGACTGT
CAAAACACCTGCAACAGTTTGTGGCCCGTCTTCGGATCGGCCATACGCATGCCCTTACGAAGGGTGTGAGAAAGCTTA
CATACATGAGTACAAGCTTAAGCTCCACTTGAAGAGAGAACATCCAGGGCATTTACAAGAAGAGAACGCGGATACCCC
CACACTGAACAAGCACAATGGCAATGACAGGAATGAGATAGATGACGGGAGTGACCAAGATGTTTACAGGAAACACGC
TAGTAATGGGAAAGGCCAGACACATAAACAACAGAGCAGAGCTAAGCCAAACATGAGGACACCACCAGCCAAAGTTGG
AAAGAAAGGTTCTACCTCTTCGCCTGCCAAAGCAAGGATTGCAAAAAAACCATGGCAAGCAAAAGAAACTTTTGAAGA
AGTAGAAAGAGAAGAAGAAGAAGATAGCGAGGAGACAGAGGAAGATAGAGATAATGTGGAGGATGGCTGGAGGTTTGG
CGAAAACAACGAGGATGATGACGACGATGAAGAGACCGAGTATGAAGATTAGTTTGAGCTTCGTCTAAGCCATAGGAG
ACCTTTTTGGTTACGTCCCTTCTCTTTATGCGAAGGTGGCTTTTTAGTAGCTTTGTTTC

2165 bp



Ptiloha 2: Multiple sequence alignment pro genomické sekvence transkripénich variant AtYY1
(zpracovano v programu Clustal Omega).

AtYY1-2 = —mmmmmmmmmm— - TCAAAGTATTGCTTAAGGTCTCTCTTCTCTATCGTTCTTTTCCC
AtYY1-1 AACCGGGACTCCATTATCAAAGTATTGCTTAAGGTCTCTCTTCTCTATCGTTCTTTTCCC
AtYY1-3 AACCGGGACTCCATTATCAAAGTATTGCTTAAGGTCTCTCTTCTCTATCGTTCTTTTCCC
khkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhhkhrhkkhkhkhkhkhkhkhhkhrhkkhkhkhrhkhkkhkkhhkrhkkhkkhkhrhhkhkx*x
AtYY1-2 CAGAACCCTAATCTCCCCCAAATCCTGATTCAATCGTACTCAAAACTCACAAAGGAACCA
AtYY1-1 CAGAACCCTAATCTCCCCCAAATCCTGATTCAATCGTACTCAAAACTCACAAAGGAACCA
AtYY1-3 CAGAACCCTAATCTCCCCCAAATCCTGATTCAATCGTACTCAAAACTCACAAAGGAACCA
KKK KA R AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A KRR R A KR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR KR KK
AtYY1-2 CCTTTACCCAAATAAATCAATGGATCATCAAAATTATCAATACCAAAATCCTTTCGAGAG
AtYY1-1 CCTTTACCCAAATAAATCAATGGATCATCAAAATTATCAATACCAAAATCCTTTCGAGAG
AtYY1-3 CCTTTACCCAAATAAATCAATGGATCATCAAAATTATCAATACCARAATCCTTTCGAGAG
khkkhkkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkhhkhrhkhkhkhkhkhhkhhkhrhhkhhhkhhkhhkhrhkhkhdhhkhrhkhkhkhkhkhkkhkdhhkrhkkhkkhkhrhhkhkx*x
AtYY1-2 ACGACCCATCCTTAAATCCAAAGCTCCTGCTGTGAAGTGGATCAAAGAATG-—————-—=
AtYY1-1 ACGACCCATCCTTAAATCCAAAGCTCCTGCTGTGAAGTGGATCAAAGAATGGTACTTTTC
AtYY1-3 ACGACCCATCCTTAAATCCAAAGCTCCTGCTGTGAAGTGGATCAAAGAATGGTACTTTTC
KA A KA R AR AR AR AR AR AR A KR A KA A KA AR A A AR A KA A KA A AR A AR A AR AR AR KKK
AEYY1-2 oo
AtYY1-1 TGATTCCATCACTTATACGTCTTTTAGATTACAGATTCTTAAAAGTTTCTCCTTTGTTTT
AtYY1-3 TGATTCCATCACTTATACGTCTTTTAGATTACAGATTCTTAAAAGTTTCTCCTTTGTTTT
AtYY1-2 --GGTACCACAAGATATTGTTGCTACAGGTGGAAAGTGTCATCTACACAAATGGGTCACA
AtYY1-1 AGGGTACCACAAGATATTGTTGCTACAGGTGGAAAGTGTCATCTACACAAATGGGTCACA
AtYY1-3 AGGGTACCACAAGATATTGTTGCTACAGGTGGAAAGTGTCATCTACACAAATGGGTCACA
hkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhkhhkhrhkkhkhkhhkhhkkhhkhrhkhkhkhkhkhhkhhkhrhkhkkhkhhkhhkkhhkrhkhkkhkhkhrhkkhkhkhxhkh*k
AtYY1-2 GGTGAAATTGTGATGTTTTAATCTAATTTTCATGTTTGTGAATGTTAAATTGTATCATTG
AtYY1-1 GGTGAAATTGTGATGTTTTAATCTAATTTTCATGTTTGTGAATGTTAAATTGTATCATTG
AtYY1-3 GGTGAAATTGTGATGTTTTAATCTAATTTTCATGTTTGTGAATGTTAAATTGTATCATTG
hkhkkhkkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkhhkhrhkhkhkhhkhhkhhkhrhkhkhhkhkhhkhhkhrhkhkhhkhkrhkhkhkhrhkhkkhkhhkrhkkhkkhkhhhkhk*x
AtYY1-2 TGTTGTTGTTATTACCAGAGGATACTTTTAGCAGACT TAAAGAAAAAGAGAAAGAGCCTG
AtYY1-1 TGTTGTTGTTATTACCAGAGGATACTTTTAGCAGACTTAAAGAAAAAGAGAAAGAGCCTG
AtYY1-3 TGTTGTTGTTATTACCAGAGGATACTTTTAGCAGACT TAAAGAAAAAGAGAAAGAGCCTG
KR KK AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A KR A AR A R A R A R A R A R AR AR AR AR AR AR Ak kK
AtYY1-2 ATGTTCCTGAGCCTGAACCTGAACCAACTACAGAGATTTTGTTTCTCTGTAGTTATGATG
AtYY1-1 ATGTTCCTGAGCCTGAACCTGAACCAACTACAGAGATTTTGTTTCTCTGTAGTTATGATG
AtYY1-3 ATGTTCCTGAGCCTGAACCTGAACCAACTACAGAGATTTTGTTTCTCTGTAGTTATGATG
hAhkhkhkkhkhkhkhkkhkkhkhhkhhkhhkhhhkhkhhkhhkhhkhrhhkkhkhhkhhkhhkhrhhkkhkhhrrhkkhkhkhrhkkhkkhkhhrhkhkhhxhxkx*k
AtYY1-2 GTTGCGGGAAGACTTTCTTTGATGTTAGTGCATTGAGGAAACATTCTCATATCCATGGAG
AtYY1-1 GTTGCGGGAAGACTTTCTTTGATGTTAGTGCATTGAGGAAACATTCTCATATCCATGGAG
AtYY1-3 GTTGCGGGAAGACTTTCTTTGATGTTAGTGCATTGAGGAAACATTCTCATATCCATGGAG
KR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A R A A A KA A KR A KRR KR A KR A R AAR AR AR AR AR AR KK
AtYY1-2 AAAGACAATATGTTTGTGATCAGGAAGGATGTGGARAGAA-———————————————————
AtYY1-1 AAAGACAATATGTTTGTGATCAGGAAGGATGTGGAAAGGTTTAATAATATCCTCTCTTTG
AtYY1-3 AAAGACAATATGTTTGTGATCAGGAAGGATGTGGAAAGGTTTAATAATATCCTCTCTTTG
hAhkhkhkhhkhkhkkhkkhkhkhkhhkkhkhkrhkkhkkhkhhrhhkkhhkrhkkhkhhhhkhkkkxx
AEYY1-2 oo
AtYY1-1 GTTTGGCTTACACACTCACTTTCATGATATATTGAAGCCATCTTGTTTTTGTTTTTTGTA
AtYY1-3 GTTTGGCTTACACACTCACTTTCATGATATATTGAAGCCATCTTGTTTTTGTTTTTTGTA
AtYY1-2  --——-- ATTTCTGGATAGTTCAAAGTTGAAGAGACATTATCTTATTCATACTGGAGAGAG
AtYY1-1 ACAGAAATTTCTGGATAGTTCAAAGTTGAAGAGACATTATCTTATTCATACTGGAGAGAG

AtYY1-3 ACAGAAATTTCTGGATAGTTCAAAGTTGAAGAGACATTATCTTATTCATACTGGAGAGAG

hhkrxhkkhkhhkhkhkhkhhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkdrhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkrhkhkrhkhkkhkhkkxkxx



AtYY1-2
AtYY1-1
AtYY1-3

AtYY1-2
AtYY1-1
AtYY1-3

AtYY1-2
AtYY1-1
AtYY1-3

AtYY1-2
AtYY1-1
AtYY1-3

AtYY1-2
AtYY1-1
AtYY1-3

AtYY1-2
AtYY1-1
AtYY1-3

AtYY1-2
AtYY1-1
AtYY1-3

AtYY1-2
AtYY1-1
AtYY1-3

AtYY1-2
AtYY1-1
AtYY1-3

AtYY1-2
AtYY1-1
AtYY1-3

AtYY1-2
AtYY1-1
AtYY1-3

AtYY1-2
AtYY1-1
AtYY1-3

AtYY1-2
AtYY1-1
AtYY1-3

AAATTATATATGTACTTATGAAGGATGTGGAA-———————————————————————————
AAATTATATATGTACTTATGAAGGATGTGGAAAGGTGATTGATTTTGATCACTCTCACTA
AAATTATATATGTACTTATGAAGGATGTGGAAAGGTGATTGATTTTGATCACTCTCACTA

kA hkkhkhkkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkhkhkrkhkkkkhkxkxkxx*

GCTTAGTTTATTTGGTGTATAATTAGGCAATTAGGCAAAGGGATTGTGTTGCGTGTTTTA
GCTTAGTTTATTTGGTGTATAATTAGGCAATTAGGCAAAGGGATTGTGTTGCGTGTTTTA

———————————————————————— AGGCATTCTCGTTGGATTTTAACCTTAGGTCTCACA
GTAACTTTCTGTAGTTGTGGATGCAGGCATTCTCGTTGGATTTTAACCTTAGGTCTCACA
GTAACTTTCTGTAGTTGTGGATGCAGGCATTCTCGTTGGATTTTAACCTTAGGTCTCACA

KR AKRKAAKARA KA A A A AR AR A A A AR A AR AR A A A ARk, Kk

TGAAGACTCATTCACAAGAGAATTATCATATATGTCCTTACAGTGGGTGTGTGAAGAGAT
TGAAGACTCATTCACAAGAGAATTATCATATATGTCCTTACAGTGGGTGTGTGAAGAGAT
TGAAGACTCATTCACAAGAGAATTATCATATATGTCCTTACAGTGGGTGTGTGAAGAGAT

kA A hkhkhkhhkhhk Ak kA h kA hhkhkhhkrhhkhkhkhhkhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkkkhkxkxx

ATGCTCATGAATACAAGCTAAAGAACCACGTTGCTGCCTACC-==——=====——=——————
ATGCTCATGAATACAAGCTAAAGAACCACGTTGCTGCCTACCATGAAAAGGTATCATTAC
ATGCTCATGAATACAAGCTAAAGAACCACGTTGCTGCCTACCATGAAAAGGTATCATTAC

KK A KRR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A Ak A Ak kA kK

TCATTTGATTACTCATTCGATAGAGTGTCATGAAAATATGTTTTTTTTCTTGTGCTAAGA
TCATTTGATTACTCATTCGATAGAGTGTCATGAAAATATGTTTTTTTTCTTGTGCTAAGA

CAGAGCAGCTCCTTAGTCAGAGTCTAGCTCCACGTTGCTTTTGTGACTTCACTTTGTGTG
CAGAGCAGCTCCTTAGTCAGAGTCTAGCTCCACGTTGCTTTTGTGACTTCACTTTGTGTG

GTTAGTTTTTACGCTTGGGTGTAGTTTTTCGTAGCTAGAAGTAGGCGTAAATACTATCGT
GTTAGTTTTTACGCTTGGGTGTAGTTTTTCGTAGCTAGAAGTAGGCGTAAATACTATCGT

TGAGGTTTTAGTAATCTCATTCGATGCTAACTTTCTTTCTGGAGTAGAGAAGTCTAATTG
TGAGGTTTTAGTAATCTCATTCGATGCTAACTTTCTTTCTGGAGTAGAGAAGTCTAATTG

ATTAAAAGTCGCATTTTCTACTACCTTCTTACTGTATCTACACTGTATTAGTAGGTTGAA
ATTAAAAGTCGCATTTTCTACTACCTTCTTACTGTATCTACACTGTATTAGTAGGTTGAA

AGTTGTAGATGACGCATAGACAGAACTTTGCATCGGTTCTATCATGTTTACACCCTTATA
AGTTGTAGATGACGCATAGACAGAACTTTGCATCGGTTCTATCATGTTTACACCCTTATA

TTATCCATATTTGTAAGAATCTTAGAACTTATCTCTCTCAATTTCACAACTTGTTTAACA
TTATCCATATTTGTAAGAATCTTAGAACTTATCTCTCTCAATTTCACAACTTGTTTAACA

* kkx  x

GAATGGTGGTGGAGAGACTCCCAAATATACACCACCAGCAGAGAAAGTATTAAGGACTGT
GAATGGTGGTGGAGAGACTCCCAAATATACACCACCAGCAGAGAAAGTATTAAGGACTGT
GAATGGTGGTGGAGAGACTCCCAAATATACACCACCAGCAGAGAAAGTATTAAGGACTGT

KA KR KA AR A AR AR A AR A A A AR A AR AR A AR A A A AR A A A AR A Ak hA Ak kA kA kA Ak hkhkrk kA kh k)%
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CAAAACACCTGCAACAGTTTGTGGCCCGTCTTCGGATCGGCCATACGCATGCCCTTACGA
CAAAACACCTGCAACAGTTTGTGGCCCGTCTTCGGATCGGCCATACGCATGCCCTTACGA
CAAAACACCTGCAACAGTTTGTGGCCCGTCTTCGGATCGGCCATACGCATGCCCTTACGA

Ak Ak khkh kA kA hkh Ak kA hhkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkkkhkxkxx

AGGGTGTGAGAAAGCTTACATACATGAGTACAAGCTTAAGCTCCACTTGAAGAGAGAACA
AGGGTGTGAGAAAGCTTACATACATGAGTACAAGCTTAAGCTCCACTTGAAGAGAGAACA

AGGGTGTGAGAAAGCTTACATACATGAGTACAAGCTTAAGCTCCACTTGAAGAGAGAACA
Kk K ok ok Kk k kK ok kK ok ok ok k kK ok kK ok ok ko k ok ok kK ok ok ok ok ok ok k kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok k kK

TCCAGGGCATTTACAAGAAGAGAACGCGGATACCCCCACACTGAACAAGCACAATGGCAA
TCCAGGGCATTTACAAGAAGAGAACGCGGATACCCCCACACTGAACAAGCACAATGGCAA
TCCAGGGCATTTACAAGAAGAGAACGCGGATACCCCCACACTGAACAAGCACAATGGCAA

KK AR A AR A A A AR A AR A A A AR A A A A AR AR A A A AR AR A AN A I A AR A A A A A A A A A A A A Ak Kk

TGACAGGAATGAGATAGATGACGGGAGTGACCAAGATGTTTACAGGAAACACGCTAGTAA
TGACAGGAATGAGATAGATGACGGGAGTGACCAAGATGTTTACAGGAAACACGCTAGTAA
TGACAGGAATGAGATAGATGACGGGAGTGACCAAGATGTTTACAGGAAACACGCTAGTAA

kA A hkhkhkhhkhhk Ak kA h kA hhkhkhhkrhhkhkhkhhkhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkkkhkxkxx

TGGGAAAGGCCAGACACATAAACAACAGAGCAGAGCTAAGCCAAACATGAGGACACCACC
TGGGAAAGGCCAGACACATAAACAACAGAGCAGAGCTAAGCCAAACATGAGGACACCACC
TGGGAAAGGCCAGACACATAAACAACAGAGCAGAGCTAAGCCAAACATGAGGACACCACC

KK AR R AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR A Ak h Kk

AGCCAAAGTTGGAAAGAAAGGTTCTACCTCTTCGCCTGCCAAAGCAAGGATTGCAAAAAA
AGCCAAAGTTGGAAAGAAAGGTTCTACCTCTTCGCCTGCCAAAGCAAGGATTGCAAAAAA
AGCCAAAGTTGGAAAGAAAGGTTCTACCTCTTCGCCTGCCAAAGCAAGGATTGCAAAAAA

Ak Ak hkhkhhkh kA hhkhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkkhkrhkkhkhkxkxx

ACCATGGCAAGCAAAAGAAACTTTTGAAGAAGTAGAAAGAGAAGAAGAAGAAGATAGCGA
ACCATGGCAAGCAAAAGAAACTTTTGAAGAAGTAGAAAGAGAAGAAGAAGAAGATAGCGA
ACCATGGCAAGCAAAAGAAACTTTTGAAGAAGTAGAAAGAGAAGAAGAAGAAGATAGCGA

KK AR R AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR KA AR A AR AR A AR AR A AR AR AR A AR AR A AR A Ak Kk

GGAGACAGAGGAAGATAGAGATAATGTGGAGGATGGCTGGAGGTTTGGCGAAAACAACGA
GGAGACAGAGGAAGATAGAGATAATGTGGAGGATGGCTGGAGGTTTGGCGAAAACAACGA
GGAGACAGAGGAAGATAGAGATAATGTGGAGGATGGCTGGAGGTTTGGCGAAAACAACGA

KA AR K AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A Ak kA k) K

GGATGATGACGACGATGAAGAGACCGAGTATGAAGATTAGTTTGAGCTTCGTCTAAGCCA
GGATGATGACGACGATGAAGAGACCGAGTATGAAGATTAGTTTGAGCTTCGTCTAAGCCA
GGATGATGACGACGATGAAGAGACCGAGTATGAAGATTAGTTTGAGCTTCGTCTAAGCCA

hhkrhkkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhkkhkrhkhkrkhkhkhkxkxx

TAGGAGACCTTTTTGGTTACGTCCCTTCTCTTTATGCGAAGGTGGCTTTTTAGTAGCTTT
TAGGAGACCTTTTTGGTTACGTCCCTTCTCTTTATGCGAAGGTGGCTTTTTAGTAGCTTT
TAGGAGACCTTTTTGGTTACGTCCCTTCTCTTTATGCGAAGGTGGCTTTTTAGTAGCTTT

KA AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR A Ak kA kK

GTTTCTTGACTCTTCTTCTTTTCGTTTGCCTTGACACTCTTCTTCATTTAAAGCTTTGTA
GTTTCTTGACTCTTCTTCTTTTCGTTTGCCTTGACACTCTTCTTCATTTAAAGCTTTGTA

CAGTATTCCGTTAACATTTTTGAAAACCTTTTCTTTTAGTTTTGGTCAACTTTTTGAAAG
CAGTATTCCGTTAACATTTTTGAAAACCTTTTCTTTTAGTTTTGGTCAACTTTTTGA- -~



Piiloha 3: Primery bez attB mist pro transkripéni varianty AtY'Y1.

Transkripcni Primer (forward + reverse)
varianta
AtYY1-1 ATGGATCATCAAAATTATCAATACC +
ATCTTCATACTCGGTCTCTTC
AYY1-2 ATGTTAAATTGTATCATTGTGTTGTTG +

ATCTTCATACTCGGTCTCTTC

Vsechny sekvence jsou uvedeny ve sméru 5'—3'.



