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1. Uvod

Cytokininy (CK) jsou fytohormony, mezi jejichz hlavni funkce patfi kontrola
bunééného déleni, vyvoj a rast rostliny, veetné apikalni dominance, vétveni vyhonku a kofent,
expanze a senescence listd, rust postrannich pupent, kliceni semen a floralni prechod (Frebort
et al., 2011). Kratce po jejich objevu (Miller et al., 1955) bylo navrzeno, ze spolu s auxiny hraji
hlavni roli v morfogenezi rostlin (Skoog a Miller, 1957).

V roce 1955 byla izolovana nova sloufenina nazvana kinetin ze staré nebo
autoklavované (ale ne Cerstvé) DNA ze spermatu sledé a telectho brzliku
(Miller et al.,, 1955). Nazev kinetin byl zvolen proto, ze tato latka mohla podporovat bunécné
déleni — cytokinezi. Tato schopnost také dala jméno zcela nové tiidé fytohormontu -
cytokininim. CK jsou definovany jako ,latky, které podporuji bunécné déleni a vykonavaji
dalsi regulacni funkce ristu stejnym zpusobem jako kinetin“ (Skoog a Armstrong, 1970).

Mezi dalsi fytohormony se fadi, auxiny, gibereliny, brassinosteroidy, kyselina
abscisova, polyaminy, ethylen, kyselina salicylova a strigolaktony. Dnes jsou fytohormony
definované jako latky pfirozené se vyskytujici v rostliné pusobici v nizkych koncentracich,
které jsou schopny translokace vrostliné a vazani na specificky receptorovy protein
(Frebort et al., 2011).

V teoretické Casti bakalarské prace se vénuji charakteristice CK, jejich struktufe,
metabolismu a transportu v rostling, pomoci purinovych permeas (PUP) a ekvilibrativnich
nukleosidovych transportérti (ENT). Dale se zaméfuji na transportér AZG2 regulujici vyvoj
laterarnich kofent a transportér AtABCG14, ktery zajistuje dalkovy CK transport.

Cilem experimentalni ¢asti mé bakalarské prace bylo vyselektovat homozygotni rostliny
vybranych T-DNA inzer¢nich linii Arabidopsis thaliana s nefunkénimi geny kodujici CK
transportéry a jejich nasledné zkfizeni s mutantnimi liniemi pro domnély CK transportér -
ekvilibrativni nukleosidovy transportér 1 (ENT/) s cilem vytvoreni vicenasobnych , knock-

out®* (KO) linii.



2. Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Struktura cytokinint

Chemicky CK predstavuji N°® derivaty adeninu, av§ak CK aktivitu vykazuji i nékteré
derivaty fenylmocoviny. Pfirozené se vyskytujici CK jsou adeniny, které maji isoprenoidni,
nebo aromaticky postranni fetézec pravé v poloze N°. Isoprenoidni fetézec isopentyladeninu
NO- (4 ? -isopentenyl)adenin miize byt hydroxylovan bud’ cis-, nebo trans- koncové poloze za
vzniku zeatinu, ktery byl pojmenovan podle objevu v kukufici (Zea mays L.; Letham, 1963).
Dvojna vazba zeatinu je redukovana v dihydrozeatinu (dZ) N © (4-hydroxy-3-
methylbutyl)adenin redukovany ekvivalent isopentenyladeninu vSak nebyl v rostling
detekovan. Isoprenoidni CK jsou velmi rozsifené v ptirodé, zatimco aromatické CK byly
dlouhou dobu povazovany za syntetické latky (Schmitz a Skoog, 1972).

CK se mohou vyskytovat v rostlinach jako volné baze, ale i ve formé nukleosidi a
nukleotid. CK baze mohou byt dale konjugovany glukoézou na pozicich N3, N7 a N’
adeninového kruhu, dale pak mize dochazet ke konjugaci na postrannim hydroxylovém fetézci.
(Frebort, 2011). Mezi nejvyznamnéjsi isoprenoidni CK vyskytujici se v rostlinach patfi
N6- (A % -isopentenyl)adenin (iP), cis-zeatin (cZ), trans-zeatin (tZ), dihydrozeatin (dZ).
Isopenetenyladenin (iP) spole¢né s trans-zeatinem (tZ) jsou majoritné zastoupeny
v Arabidopsis thaliana, naopak vet§i mnozstvi c¢Z je zastoupeno napiiklad v kukufici, ryzi a
cizrné (Sakakibara, 2006).

Aromatické CK maji v postrannim fetézci na pozici N® adeninu umist&nou aromatickou
skupinu misto isoprenové. Prvnim nalezenym aromatickym CK byl syntetizovany 6-
benzylaminopurin. Dal§i syntézy a vyzkumy vedly k objevu dalSich aromatickych CK ortho-
topolin, meta-topolin a jejich derivat, konkrétné methoxy-derivatu ortho-topolinu a methoxy-
derivatu meta-topolinu. Aromatické CK a jejich methoxy-derivaty se nachazeji v pfirode velmi

vzacng, pouze v neékterych rostlinach (Strnad, 1997).
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Obrazek 1: Isoprenoidni CK, zleva: Isopentenyladenin, trans-zeatin, dihydrozeatin, cis-
zeatin. obrdzky byly vytvorené v aplikaci chemsketch

s 9 ? ?

Obrazek 2: aromatické CK, zleva: Benzyladenin, ortho-topolin, meta-topolin, ortho-
methoxytopolin, meta-methoxytopolin. Obrdzky vytvoreny v aplikaci chemsketch.

OH
[
o)

2.2 Biosyntéza cytokinint

CK mohou byt syntetizovany dvéma riznymi biosyntetickymi cestami. Prvni tzv. pfimou
cestou je syntéza de novo, ktera spociva v prenylaci adenosin fosfatu, za vytvoreni
NO- isopentenyladenosin fosfatu. Druha nepiiméa cesta, dochazi také k prenylaci adenosinu
v molekule RNA (tRNA), ktera je nasledné degradovana a dochazi k uvolnéni CK (Obrazek 3;
Sakakibara, 2006).
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Obrazek 3: Model klicovych krokit biosyntézy CK pomoci dvou biosynteticky cest a jejich ndslednd
aktivace. Modre zabarvené Sipky jsou reakce katalyzované jiz objevenymi enzymy, Sedé Sipky jsou
reakce s dosud nepopsanymi enzymy. Vice podrobnosti v (Sakakibara, 2006). DMAPP
dimethylallyldifosfat, ATP adenosintrifosfat, ADP adenosindisfosfat, AMP adenosinmononfosfat,
iPRTP isopentenyladenonsin ribosid 5'-trifosfat, iPRDP isopentenyladenosin ribosid 5 -difosfat,
iPRMP isopentenyladenosin ribosid 5 -monofosfdt, iPR isopentenyladenosin ribosid, iP N 6 - (4 2 -
isopentenyl)adenin, tZRTP trans-zeatin ribosid 5 -trifosfdt, tZRDP trans-zeatin ribosid 5 -difosfat,
tZRMP trans-zeatin ribosid 5 -monofosfit, tZR trans-zeatin ribosid, tZ trans-zeatin, DZRMP
dihydrozeatin ribosid 5 -monofosfdat, DZR dihydrozeatin ribosid, DZ dihydrozeatin, tRNA transferova
RNA, cZRMP cis-zeatin ribosid 5 '-monofosfat, cZR cis-zeatin ribosid, cZ cis-zeatin, IPT isopentenyl
transferdza, CYP735A cytokinin hydroxylasa, LOG lonely guy enzym, tRNA- IPT tRNA
isopentenyltransferasa; prevzato z Hirose et al., 2007.




2.2.1 Biosyntéza cytokininii de novo

Biosyntéza de novo zacina N-prenylaci adenosin 5-fosfatu (mono-, di- a tri-fosfatu) na
N°® konec za katalyzy enzymu adenosin fosfat-isopentenyltransferazou. Donory prenylace
mohou byt dimethylallyldifostat (DMAPP) nebo hydroxymehtylbutenyl difosfat (HMBDP) na
N® konec za katalyzy enzymu adenosin fosfat-isopentenyltransferasou (Sakakibara, 2006).
Vzniklym produktem je isopentenyladenin (iP) nebo frans-zeatin (tZ) (Sakakibara, 2004).

Prvni biosynteticka aktivita byla popsana u hlenky D. discoideum (Taya et al., 1978),
avSak prvni biosynteticky gen byl poprvé objeven v bakterii Agrobacterium tumefaciens. Gen
Tmr (tumour morphology root) kédujici enzym IPT, je lokalizovany v T-DNA oblasti na Ti
plazmidu (tumour induction), byl schopny zpusobit tumorigenezi nezavisle na jinych T-DNA
genech. Kromé genu Tmr, je v Agrobacterium tumefaciens ptitomen jesté gen Tzs (trans-zeatin
synthesizing), ktery je exprimovan pfimo v bakterii, nikoli v rostlin€ (Lichtenstein et al., 1984).

Pro Agrobacterium tumefaciens bylo zjis§téno, ze IPT, Tmr vyuziva AMP a DMAPP
nebo HMBDP substraty in vitro, avsak HMBDP je vyuzivan in vivo (Sakakibara, 2005),
zatimco u vysSich rostlin pro AMP byla zjis§téna velmi mala katalyticka acinnost a velmi mala
koncentrace v buiikach, tudiz AMP neni vhodnym a upfednostiiovanym substratem pro enzym
IPT, ktery radsi uptednostiiuje ADT a ATP. jako prenylovy donor je pouzit DMAPP. Vysledny
produkt je iP ribosid-5-difosfat (iPRDP) nebo iP ribosid-5-trifosfat (iPRTP) (Kakimoto, 2001).

Jsou nam znamy 2 typy enzymu IPT, adenylatovy IPT a tRNA IPT. Adenylatovy IPT
pridava isopentenylovou skupinu k atomu AMP, ADP a ATP (avsak ne adenin, ¢i adenosin) v
pozici N®. druhy typ enzymu tRNA IPT piidava isopentenylovou skupinu na adenin obsazeny
v tRNA, plisobi v neptimé CK biosyntéze (Takei et al., 2001a).

Identifikace isopentenyl transferas byla umoznéna, diky sekvenovani genomu rostliny
Arabidopsis thaliana, ktera nese celkem 9 gend kodujicich enzym IPT. 7 gent koduje
adenylatovy IPT A#PTI a AtIPT3-AtIPTS. Zbyvajici 2 geny AtIPT2 a AtIPT9 koéduji tRNA
IPT. (Kakimoto, 2001). Pro zjisténi lokalizace, byly geny A#/PT fuzovany se zelenym
fluorescen¢nim proteinem (GFP). Bylo zjisténo, ze A#IPTI, AtIPT3, AtIPT5 a AtIPTS se
nachazi v plastidech, produkuji CK tZ a iP s DMAPP pomoci methylerythritolfostatové (MEP)
drahy. Zatimco AtIPT2 AtIPT4 a AtIPT7 , které jsou lokalizovany v cytosolu, produkuji cZ a iP
pomoci mevalonatové (MVA) drahy a substratu DMAPP (Kasahara et al., 2004).

Pro CK trans-zeatinového typu existuji dvé biosyntetické moznosti. Draha zavisla na

isopentenyladeninu, kde po pfipojeni DMAPP a nasledné tvorby nukleotidu



isopentenyladeninu dochézi k hydroxylaci postranniho fet€ézce monooxygenazou cytochromu
P450 a draha nezavisla na isopentenyladeninu, kde je tZ produkovan pienesenim
hydroxylovaného postranniho fetézce z prekurzoru HMBDP na molekulu adeninu (Sakakibara
et al., 2005).

MVA dréha zac¢ina kondenzaci 3 molekul acetylkoenzymu-A (Acetyl-CoA), pii které
dochazi k redukci na mevalonat. Ten je poté dvakrat fosforylovan za vzniku mevalonat-5-
disfosfatu. Mevalonat-5-difosfat je fosforylovan potieti a s naslednou dekarboxylaci fizenou
defosforylaci vznika produkt isopentenyldifosfat, ktery je izomerovan na DMAPP slouzici jako
CK prekurzor (Frebort, 2011).

MEP draha zacina kondenzaci pyruvatu a glyceraldehyd-3-fosfatu, kdy vznika 1-deoxy-
d-xyluloza-fosfat, ktery je preveden na methylerythritolfosfat (MEP) pomoci
reductoisomerasy. Poté je MEP spojen s cytidylfosfatovou skupinu. Nasleduje fosforylace a
uvolnéni cytidin-monofosfatu (CMP) a cyklizace. Naslednou redukci je ptipraven HMBDP,
ktery muze byt i nadale redukovan na isopentenylpyrofosfat nebo na DMAPP
(Sakakibara et al., 2005).

2.2.2 Nepiima biosyntéza cytokininii

Arabidopsis thaliana ma 2 geny, které koduji enzym tRNA IPT. Jsou to geny AtIPT2 a
AtIPT9. Pomoci nepiimé biosyntézy degradaci tRNA vznikaji cis- CK izomery, pifedevsim cZ
V tRNA vétsiny organismu jsou navazany vedle antikodont modifikované adeniny. CK jsou
syntetizovany pomoci pienosu isopentenylové skupiny z 2 methylallylpyrofosfatu na atom
konjugovaného adeninu v poloze NS Tato prenylace probihda pomoci enzymu tRNA
isopentenyltransferasy. Pokud je tRNA degradovana, jsou uvolnény CK do okoli (Golovko et
al., 2002).

Degradace tRNA neni jediny zpusob, jak vytvorit cis-izomery CK. Dalsi moznou
variantou zdroje cZ je aktivita zeatin cis-trans izomerasy. Tento enzym pro svoji aktivitu
vyzaduje svétlo a pfitomnost flavinu a dithiothreitolu. Zadna dalsi charakterizace enzymu vak

nebyla popsana (Bassil ez al., 1993).



2.3 Regulace cytokininové homeostazy

Mnozstvi endogennich cytokininti zavisi na rovnovaze mezi syntézou de novo, rychlosti
importu a exportu, vzajemnou pieménou ruznych forem, piechodnou inaktivaci konjugaci
(nejvice glykosylaci) a také v neposledni fade katabolickymi reakcemi vedoucimi k uplné ztraté
biologické aktivity (Sakakibara, 2006).

CK jsou schopné pusobit ve velmi malych koncentracich, pusobi napfiklad jako
parakrinni lokalni signal v meristematickych tkanich 1 jako distalni signal naptiklad pro signalni
dostupnosti vyzivy (Sakakibara, 2006). Pifi vychylené distribuci trans-zeatinovych CK
vxylému a isopentenyladeninovych CK ve floému dochazi k zapojeni selektivnich
transportnich systéma (Hirose et al., 2008).

Kyselina abscisova (ABA) a ethylen urychluji pfiznaky senescence rostlin, exogenni
aplikace CK inhibuje degradaci chlorofylu a dalsich fotosyntetickych proteint a tim dochazi ke
zpozdéni senescence. Senescence je téz zpozdeéna v transgennich rostlinach, které produkuji
cytokinin pomoci zvySené exprese bakteridlniho genu IPT, ktery koduje enzym katalyzujici
prvni krok biosyntézy cytokinini (Wingler et al., 1998).

Exprese klicovych genl pro biosyntézu cytokinint fidi homeostazu CK nukleotidi.
Exprese hlavnich gend pro biosyntézu CK a homeostazu, mezi které patii IPT, CYP735A a
cytokinin oxidasa/hydrogenasa (CKX), je regulovana fytohormony, v¢etné cytokinind, auxind
a kyseliny abscisové (ABA). U Arabidopsis je exprese genu AtIPTS5 a AtIPT7 podporovana
auxinem v kofenech. Zatimco exprese genu At/PTI, AtIPT3, AtIPTS a AtIPT7 je negativné
regulovana CK, exprese CYP735A1 a CYP735A2 je regulovana pozitivné. Naopak je jejich
exprese negativne regulovana pomoci auxinu nebo ABA (Sakakibara, 2006).

Regulace nemusi byt fizena jen fytohormony, ale muze byt fizena i pfivodem dusiku,
protoze anorganicky dusik ovliviiuje rist a vyvoj rostliny, které vzdy reaguji na stav Zivin a
prizpusobuji své metabolické drahy a vyvoj za GCelem efektivniho pfizptsobeni nutricnimu
prostredi. Mezi latky, které udavaji stav o dusikatych zivin v celé rostliné pomoci xylému patfi
i CK. Exprese AtIPT3 a AtIPTS je rozdilné regulovana v zavislosti koncentraci dusiku. AzIPT3
reaguje na koncentraci NOs, zatimco A#/IPT5 reaguje na koncentraci jak NOg3, tak i NH4. tento
systém je dulezity pro rostliny, které se musi vyporadat s ménici se dostupnosti dusiku. Jelikoz
se jedna o dulezité enzymy, je zde teorie, ze biosyntéza CK je zavisla na zdrojich dusiku

(Sakakibara, 2006).



2.3.1 Aktivace cytokininii

CK, které byly syntetizované piimou biosyntézou, jsou nizkoaktivni nukleotidové
mono-, di- a trifosfaty. CK syntetizované nepfimou biosyntézou jsou produkovany ve forme
nukleotidovych monofosfath. Aktivni formy tZ a isopentenyladeninu vznikaji
z prislusnych nukleotida pfimou cestou, nebo ve dvou krocich (Sakakibara, 2006).

Pfima draha produkuje piislusné cytokinin nukleové baze z cytokinin ribosid-5’-
monofosfatu pomoci enzymu cytokinin ribosid-5"-monofosfat fosforibohydrolasy, kterad je
nazyvana Lonely Guy (LOG). Enzym LOG byl poprvé identifikovan u rostlin ryze, ve které
byly zménéné meristémy vyhonkl, zmensenou velikosti laty a abnormalnim vzorem vétveni
(Kurakawa et al, 2007). Cilem dvou krokové cesty je pfeména cytokinin ribosid-5'-
monofosfatu na odpovidajici nukleosid a pfislu§né nukleové baze pomoci cytokinin-specifické

nukleotidasy a nukleosidasy (Chen a Kristopeit 1981).

2.3.2 Inaktivace cytokininii

CK mohou byt inaktivovany docasné nebo trvale, pomoci glykosylace cytokininu.
Glukosylace byla zpozorovana na N° N’ a N° purinové skupiny jako N-glukosidy a na
hydroxylové skupiné postrannich fetézct tZ, dZ a cZ jako O-glukosidy a O-xylosidy, kde
dochazi ke glykosylaci na pozici N° O-glukosidy ptedstavuji neaktivni a stabilni formy
cytokinini odolné vaci enzymu CKX. O-glukosylace je reverzibilni proces a muze doji
k deglukosylaci pomoci enzymu (-glukosidasou. Naopak N-glukosylace je nevratny proces pro
N7 a N” glukosidy (Sakakibara, 2006). N? glykosidy mohou byt deglykosylovany spole¢né s O-
glukosidy pomoci enzymu B-glukosidasy (Brzobohaty et al., 1993).

V Arabidopsis thaliana byly zjistény 2 geny UGT76C1 a UGT76C2, které koduji enzym
N-glukosyltranserasu katalyzujici ptenos glukosidové skupiny z uridin-5°-difosfoglukézy na
atomy jak isoprenoidnich, tak aromatickych CK v pozici N7 a N’ (Sakakibara, 2006). Enzym
CKX katalyzuje nevratnou pfeménu pomoci §t€penim postranniho fetézce cytokininu. Stabilita
cytokinini ma velky vliv na biologickou aktivitu. Pomoci stability je také urCen afinita
k metabolickym enzymim. CKX velmi snadno katalyzuje iP a tZ, avSak cZ je velmi obtizné
pristupny. Aromatické CK a dZ nejsou katalyzovany enzymem CKX (Frebort, 2011).

Pfi aplikaci inaktivovanych N°-glukosidi do urgitych rostlinnych tkani, jsou glukosidy

schopné ménit jejich vyvoj v nanomolarnich koncentracich zpisobem odpovidajicich volnych
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bazi. Nevratnost inaktivace N°- glukosidd je stale nejasna, kviili velmi malému mnozstvi studit,

které se zabyvaji aktivitou B-glukosidas s riznymi typy cytokinin- glukosidi. (Frebort, 2011).

2.3.3 Nevratna degradace cytokininii

Nevratna degradace cytokinint je zpuisobena oxidativnim §t€penim postranniho fetézce
v pozici N®. Produktem této degradace je molekula adeninu a molekula aldehydu, ktery byl
vytvoren z postranniho fetézce. CK je dehydrogenovan na iminova produkt odebranim dvou
elektront z flavinového komplexu enzymu. Enzym byla nazvan CK oxidasa, avsak kyslik nebyl
jedinym akceptorem elektrond. Hlavnim akceptorem elektronti je 2,3-dimethoxy-5-methyl-1,4-
benzochinon, ktery mnohem efektivnéji akceptuje elektrony. Proto byl enzym piefazen do
skupiny dehydrogenaz prejmenovan na cytokinindehydrogenasa (CKX) (Frebortova et al.,
2004).

CKX je jediny enzym u které byla prokazana katalyzy nevratna degradace cytokininu.
Jeho aktivita byla byla stanovena u mnoha rostlinnych druhi a také u nékolika nizSich
organismu, napiiklad u hlenky D. discoideum, mechu Funaria hygrometica a u kvasinky
Saccharomyces cerevisiae. Kukuiicny enzym CKX zvany ZmCKXI1 byl nalezen v aurelové
vrstvé vjadrech a v doprovodnych floémovych bunkach v kukuficném stonku. Spolu
s enzymem byly nalezeny i laktazy, coz naznacuje, ze fenolické slouc¢eniny by mohly slouzit
jako prekurzor akceptoru elektront enzymu CKX (Galuszka et al., 2005).

Z divodu velmi nizké koncentrace enzymi CKX v rostlinach, je izolace Cistého
proteinu velmi slozita. Nicméné diky klonovani genu CKX z kukufice byla umoznéna
identifikace enzymu CKX v jinych rostlinach. U vsech rostlinnych CKX enzymt byla nalezena
kovalentné¢ vazana molekula Flavinadenindinukleotidu (FAD), ktera je pfipojena
k histidinovému zbytku konzervovaného motivu GHS v N-termélni ¢asti enzymu pies 8-

methylovou skupinu isoaloxazinového kruhu (Malito ef al. 2004).



2.4 Cytokininova signalizace

Signalizace CK ma velmi dilezitou roli pfi vyvoji rostliny. Rostlinné hormony jsou
vnimany ruznych mistech v burnce, napfiklad signalizace brassinosteroidii zacina na
plazmatické membrané (Yu et al., 2018), zatim co ethylenova signalizace na endoplazmatickém
retikulu (Yang et al., 2015).

Receptory CK jsou transmembranové proteiny, lokalizované jak na endoplazmatickém
retikulu, tak na plazmatické membrané, s histidinkinasovou aktivitou. Receptory jsou na jedné
strané membrany, histidinkinasa s pfilehlymi doménami je na opacné strané. Po aktivaci
receptoru je signal je pistovité¢ prendSen pres membranu a pomoci histidin-aspartatové
fosforylace (Romanov er al., 2018). Signal je pfenasen na histidinkinasu (HK), ktera iniciuje
prenos pomoci autofosforylace konzervovaného histidinového zbytku na HK, ktera vede prenos
signalu pomoci fosforylace aspartatového zbytku na stejné HK. Fosfatova skupina je nasledné
prenesena na histidin fosfotransferasu, ktery je transportovan do jadra, kde nasledné prenasi
fosfatovou skupinu do regulatori odpoveédi aktivujici transkripci CK odpovidajicich gent
(Obrazek 4; Thu et al., 2017).

Doposud neni uplné jednoznacné, kterd organela je dominantnim mistem pro piijem a
spousténi cytokininové signalni drahy, protoze HK Arabidopsis thaliana jsou lokalizovany jak
na cytoplazmatické membrarie, tak na membrané endoplasmatického retikula (Wulfetange et
al, 2011). Profil pH aktivity cytokininovych receptord podporuje signalizaci zlumenu
endoplasmatického retikula (Romanov er al., 2018). Nedavné studie vSak potvrdily také
dulezitost PM signalizace (Antoniadi et al., 2020; Kubiasova et al., 2020). Primarnim cilem
CK jsou geny na né citlivé, tudiz nehledé na misto lokalizace receptoru CK, by me¢la jeho

ligandem spusténa signalizace vyvolat expresi v jadie bunky.
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Obrazek 4: Model kaskadového prenosu signalu CK v rostlindch Arabidopsis. HK histidinkinasa
zahrnujici Arabidopsis histidinkinasy AHK2, AHK3 a AHK4, HP histidin fosfotransfer, RR reguldtor
odezvy typu A a typu B. ER endoplazmatické retikulum, CHASE senzitivni extracelularni asociaci s
cyklasami/histidinkinasami, TM transmembrdanové domény, prevzato z Thu et al., 2017).

2.5 Transport cytokininii

CK mohou vyvolavat ucinky na buiiku samotnou, ve které byly syntetizovany
(autokrinni signalizace), dale mohou puasobit v lokalné na okolni bunky (parakrinni signalizace)
nebo mohou pusobit na velmi vzdalené buriky formou dalkovych signala. Tyto ucinky jsou
zpusobeny ruznymi druhy CK, které jsou syntetizovany a distribuovany v raznych typech
rostlinnych tkani a organa (Sakakibara, 2000).

Pfi rastu rostliny a dormanci kveéti, hraje velmi dulezitou roli vzajemna regulace
fytohormontd auxinu, ABA a pravé cytokinind. V hrachu je exprese IPT genu, konkrétné
PsIPTI a PsIPT2, které jsou lokalizovany v uzlindch rostliny, negativné fizena auxinem. Plati
zde tedy predpoklad protichidné funkce auxini pii regulaci cytokinini. Bylo dokazano, ze
jedna z funkci apexem odvozeného auxinu v apikalni dominanci je inhibice syntézy CK
v uzlinach rostliny. Nasledn€ jsou CK syntetizovany lokaln€ ve stonku rostliny, nez aby byly

transportovany z kofent (Tanaka et al., 2006).
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Geny pro IPT3 a IPT5 jsou exprimovany v kotenech, kde nasledné dochézi k transportu
pres xylém do nadzemni Casti rostliny a nasledné floémem zpét ke kofenim. Potvrzuji tak
dohad, ze CK slouzi jako signalni molekuly na dlouhé vzdalenosti. Ve vyssich rostlinach je
xylémovy akropetalni transport CK pohéanén transpira¢nim proudem. Floémovy transport
dodava fotosyntat do celého téla rostliny. V xylémové stavé byl lokalizovan CK tZ ribosid
(tZR) (Takei et al., 2001; Hirose et al., 2008), naopak ve floému byly lokalizovany CK typu iP,
iP ribosid a iP ribotin (Corbesier et al., 2003; Hirose et al., 2008). Pfedpoklada se, ze molekuly
tZR jsou v xylému pouzivany jako akropetalni posel, zatimco iP, iP ribosid a iP ribotin funguji
jako bazopetalni poslové ve floému (Kudo ef al., 2010).

Cytokininovy transport je regulovan enviromentalnimi a endogennimi signaly.
Xylémovy tok CK je regulovan pfidanim nitratu, ktery pozitivné reguluje biosyntézu trans-
zeatin ribosidu (tZR). Dohaduje se, ze tZR funguje jako posel nitratovych signalt. Nasledné
nitratem regulované CK transportované xylémovym pletivem vyvolavaji v listech akumulaci
transkriptd gend, které reaguji na cytokininovy signal v listech (Kudo e al., 2010).

Jelikoz de novo syntéza katalyzovana IPT enzymy je specificka pro rizné tkané a buriky,
musi byt CK preneseny k cilovym buinkam pomoci difuze, nebo pomoci selektivnich
transportnich systému. Teorii selektivniho transportniho systému podporuje fakt, ze rostlinné
buiiky jsou schopné absorbovat cytokininové nukleobaze a nukleosidy, avSak CK typu iP a tZ
jsou hromadény ve xylému a ve floému. V kultivovanych buikéach Arabidopsis thaliana
prochazi adenin a nukleobaze pfes membrany pomoci protonové sprazeného transportniho

systému s vysokou afinitou (Sakakibara, 2006).

12



onse < tZ

A .‘N-aﬁkﬁﬂation
iP-CKIZR ¥

Obrazek 5: Schéma transportu cytokininu na dlouhé vzdalenosti v rostliné akropetdlné pomoci xylému
(Cervené) do nadzemnich casti rostliny a bazopetalné pomoci floému (modre) do korenu, hlavnimi
prendsSenymi CK jsou trans-zeatin ribosid, trans-zeatin, a isopentenyladenosinové CK. Nitrat pozitivné
reguluje koncentraci cytokininit v xylému pomoci exprese AtIPT3. tZR trans-zeatin ribosid, tZ trans-
zeatin, iP-CK isopentenyladenosinové cytokininy, IPT isopentenyltransferdazy, CYP735A cytokinin
hydroxylasa, H>O voda, NOs nitrat; prevzato z Kudo, et al., 2010.

2.5.1 Purinové permeasy (PUP)

V Arabidopsis thaliana se nachazi celkem 21 gen, kodujici purinové permeasy. Tyto
PUP transportéry maji 10 predikovanych transmembranovych domén a jsou lokalizovany
v cytoplazmatickych membranach (Jelesko, 2012).

Dva geny pro purinové permeasy (PUP) v kultivovanych rostlinach Arabidopsis,
AtPUPI a AtPUP2, exprimuji enzymy, které zprostfedkovavaji vstfebavani nukleobaze CK.
PUP maji Sirokou substratovou specifitu a zprostiedkovavaji ptijem derivatt adeninu, jako je
samotny adenin a kofein. Exprese genu AtPUP1 pozorovanou v epitemu hydatod a na povrchu
stigmatu naznacuje jeho roli pii ziskavani CK z xylémové mizy a tim zabranuje ztrat béhem
gutace rostlin. Exprese AtPUP2 je lokalizovana ve floému a ma funkci pfi dalkovém transportu
CK v rostlin€ (Sakakibara, 2006).

Dohaduje se, ze heterologné exprimovany AtPUP3 transportuje dosud neurceny substrat

do pylovych bunék. Pii porovnani s transportéry AtPUP1,2 vykazuje AtPUP3 neofunk¢ni
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vlastnosti v rozpoznani substratu. AtPUP1 se podili na zachytavani CK béhem gutace listl,
zatimco AtPUP2 se podili na transportu CK do floému. Tyto fyziologické funkce jsou vsak jen
predpokladané, na jejich potvrzeni ¢i vyvraceni jsou potieba studie rostlin se zménénym
AtPUP1 a AtPUP2 na arovni exprese (Burkle er al., 2003).

Transportér Purin Permease 14 (PUP14) negativné ovliviiuje odpoveédi na signalizaci
CK béhem vyvoje Arabidopsis thaliana. Exprese PUP14 byla inverzné korelovana se ¢tenim
signali CK. Pokud je funkce PUP14 ztracena, dochazi k abnormalni morfogenezi embrya,
korend a apikalniho meristému stonku. Protein PUP14 je lokalizovan na plazmatické membrané
importuje biologicky aktivni CK, ¢imz dochazi k vyCerpani jejich apoplastické zasoby.
V diasledku dochazi k inhibici percepce na plasmatické membrané (Obrazek 6). CK senzory
v plasmatické membrané€ vytvareji jimku pro aktivni ligandy. PUP14 je jedinym ¢lenem PUP,
ktery je spojen pifimo s CK signalizaci ve vSech rostlinnych organech. Po odstranéni funkce
PUP14 bylo béhem Casového okna bylo zabranéno sekundarnim efektim vcetné smrtnosti
pomoci umélé mikro RNA (amiR) cilenim na PUP14 za vzniku amiRPUP14. Pii vyvolani
exprese amirPUP14 byla zptasobena signalizace ektopického CK v embryu i v moznych
burikach déloznich list, které jinak nereaguji na lécbu exogennimi CK. N- glykosylace,
poptipadeé O- glykosylace, oxidac¢ni Stépeni CK muze pfispivat ke snizeni jejich intracelularni

(Zurcher et al., 2016).
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Obrazek 6: Popis funkce PUP14 v cytokininové signalizaci. PUP14 (oznaceno cervené) zpiisobuje

prenos apoplastickych cytokininit do bunky, kde jsou preménény na neaktivni formy (oznaceno
teckovanymi kruhy). Translokace cytokininii z apoplastu dovniti buriky vede ke snizeni cytokininové
signalizace, protoze vdzdani cytokininii na cytokininové receptory na plazmatické membrané se snizuje
a tim i prenos cytokininového signdlu (oznacen zelené). PM: plazmatickd membrdana; prevzato ze
Ziircher et al., 2016.

2.5.2 Ekvilibrativni nukleosidové transportéry (ENT)

Ackoli jsou nukleobaze cytokinini pfitomny jak v xylému, tak i ve floému, jsou CK
mnohem vice zastoupeny ve formé nukleosidi napf. tZR. Navic maji CK nukleosidy veétsi
mobilitu nez nukleobaze, proto je povazujeme za hlavni formy transportu CK. Dohaduje se, ze
u vyssich rostlin je pomoci ekvilibrativnich nukleosidovych transportéra (ENT) zprostfedkovan
selektivni transport cytokininovych nukleosidi. (Sakakibara, 2006).

Transportéry nukleosidt pracuji na principu protonového symportu. Jsou déleny do dvou
skupin. Prvni skupinou jsou Ekvilibrativni nukleosidové transportéry (ENT), které transportu;i
CK po sméru koncentracniho gradientu. Druhou skupinou jsou koncentracni nukleosidové
transportéry (CNT) schopné transportovat nukleosidy CK proti koncentracnimu gradientu.
V genomu ryze jsou lokalizovany 4 geny pro ENT, zatimco v Arabidopsis thaliana se nachazi
8 Clent skupiny ENT, pficemz ENT1, 3, 4, 6 a 7 jsou popsany na biochemické trovni pomoci
heterologni exprese v Saccharomyces cerevisiae (Mohlmann et al., 2001). Jeden z produktt
ryzového genomu OsENT?2 je zodpovédny za piijem nukleosidi CK stejné jako adenosinu, dale

selektivné upfednostiiuje isopentenyladenosin ribosid pied tZR. Je zodpovédny za transport
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vybranych cytokininii v xylému a ve floému (Hirose ef al., 2005). VSechny tyto transportéry
maji Sirokou substratovou specifitu, kdy jsou schopny transportovat pyrimidinové a purinové
nukleosidy s velkou afinitou v rozmezi 3 uM do 90 uM (Bernard et al., 2011).

ENT1 byl prvnim detekovanym nukleosidovym transportérem v Arabidopsis thaliana
(Mohlmann et al. 2001). Na zakladé proteomickych studii byl lokalizovan v membrané
tonoplastu mezofylovych bunék Arabidopsis thaliana (Jaquinod et al., 2007; Bernard et al.,
2011). Jeho exprese byla nejvice lokalizovana v pylu, dale v hydatodach pravych listq,
kofenové Spicce, elongacni a diferenciacni zoné korene (Bernard e al., 2011). ENTI1 je
povazovan za exportér adenosinu z vakuoly do cytosolu a hraje dilezitou roli pfi kliceni pylu
(Bernard et al., 2011). Na rozdil od ostatnich zastupci ENT rodiny, nebyla schopnost transportu
cytokininovych ribosidl v ptipadé transportéru ENT1 doposud prokazana (Wormit et al., 2004;
Sun et al., 2005; Bernard et al., 2011).

Transportér ENT3 byl lokalizovany na plazmatické membrané (Li et al., 2003). Pouziti 3-
glukuronidazového reportérového systému (GUS) pro analyzu exprese ENT3 promotoru v
semenaccich odhalilo pletivové specifickou expresi v kofenové Spicce a v kofenovém krcku
(Obrazek 7, Cornelius et al., 2012). V 16ti dennich semenaccich byla exprese lokalizovana
v celé délce kofenu, avSak jen vjeho vaskularni oblasti. Dalsi exprese byla lokalizovana
v listové vaskulatufe a meristému listovych primordii (Obrazek 7; Cornelius et al., 2012).

V cytokininovém transportu na dlouhou vzdalenost by ENT3 mohl hrat dalezitou roli v
dalkovém transportu CK pomoci jejich nakladani do a/nebo vykladani z floému (Cornelius et
al., 2012). Rezistence mutantni linie ent3-1 vaci toxickému flurouridinu (Traub er al., 2007)
naznacCuje, ze ENT3 by mohl predstavovat vstupni branu CK ribosida do symplastu, mozna i
do endodermis (Cornelius et al., 2012).

Kontrola akumulace CK v kofenech zptisobena transportéry ENT se pravdépodobné podili
na regulaci rustu kofent. ENT3 se také muze podilet na modulaci rovnovahy distribuce CK
mezi vyhonky a kofeny. Tato modulace je kliCova pro spravny vyvoj obou casti rostliny.
(Korobova et al., 2021).

Vyrazna exprese gent ENT1 a ENT3 v kotenech Arabidopsis thaliana predikuje, ze
transport nukleosidi v kofenech neni tak vyrazny jako v listech, kvétech ¢i v Sesuli. ENTI, 3,
6 a 8 byly také exprimovany v Sesuli rostliny ¢imz poukazuji na dulezitost transportu
nukleosidii v embryonalni tkani. Transportéry ENT1, 4 a 8 byly exprimovany ve stonku, mohou
se podilet na importu a vychytavani CK nukleosida v cévnich svazcich. Transportér ENT7 byl

nejvice exprimovan spolecné s ostatnimi transportéry v listech a kvétech (Li ez al., 2003).
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Obrazek 7: Pletivove specificka exprese ENT3 zobrazend pomoci f-glukuronidasového reportérového
systemu (GUS). A: Dvoudenni semenccek, B-F: 16-denni semenacky, A: cely semendcek, B: korenova
Spicka, C: podélny rez diferenciacni zony s korenovymi vidsky, D: prirez elongacni zony korene, E: list,
F: listova primordia reprezentativnich linii pro cinnost GUS; prevzato z Cornelius et al., 2012.

2.5.3 AZA-GUANINE RESISTANT (AZG) 2

Mezi cCleny rodiny purinovych transportéra AZA-GUANINE RESISTANT (AZG) byl
nedavno objeven novy cytokininovy transportér v Arabidopsis thaliana: AZG2. Na
subcellularni rovni vykazuje tenhle cytokininovy transportér dualni lokalizaci — je lokalizovan
na cytoplazmatické membrané, a predevsSim na membrané endoplazmatického retikula. Tento
transportér je nezavisly na pH a je exprimovan v malém poc¢tu bunék obklopujicich primordium
lateralnich kotenta (Obrazek 8; Tessi ef al., 2021).

Bylo zjisténo, ze AZG?2 transportuje s vysokou ucinnosti nejen puriny, ale také tZ a dalsi
CK. To naznacuje, ze tento transportér je nejspisSe zapojen do regulace ristu postrannich kofent
pomoci CK. Exogenni oSetfeni auxinem kyselinou 1-naftyloctovou (NAA) indukovalo expresi
AZG2 (Obrazek 8), co naznacuje regulacni roli AZG2 v hormonalni interakci mezi CK a auxiny

béhem riastu postrannich kofend. (Tessi ef al., 2021).
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Obrazek 8: Pletivove specificka exprese AZG2 zobrazend pomoci [-glukuronidasového
reportérového systéemu (GUS). Exprese AZG2 je indukovana auxinem: 1 uM oSetreni korenii transgenni
Arabidopsis s AZG2pro:GUS konstruktem kyselinou I-naftyloctovou (NAA) po dobu 0, 3, 6, 12 a 24

hodin ukazuje silnou indukci exprese po 12 hodindch oSetreni; upraveno podle Tessi et al., 2021.

2.5.4 ABCG14 transportér

ATP bindig cassete (ABC) transportéry jsou jedna znejvétSich rodin, které katalyzuji
export a import mnoha metaboliti v organismech. Genom Arabidopsis obsahuje pies 120
transportnich gend, které jsou z vétSiny membranové vazanych proteint. Jeho podrodina G
(ABCG) ma celkem 28 komplexnich polovi¢nich transportéri a 15 plnohodnotnych
transportért, které jsou rezistentni na pleiotropni léky (Kudo et al., 2010). Nékteré ABCG
transportéry jsou odpoveédné za export auxinovych sloucenin, kutinu a vosku, dale za transport
ABA (Kuromori et al., 2010). 1 ptes charakterizovani mnoha druht transportéri ABCG
zustavaji nékteré biologické a biochemické funkce neznamé.

Pti vytazeni transportéru AtABCG14, ktery je vysoce exprimovany ve vaskularnich tkanich
kofend, dochazi k naruseni transportu a distribuce cytokinini typu tZ syntetizovanych
v kotenech Arabidopsis thaliana. Toto naruSeni nasledné zplUsobuje morfologické zmény
v rustu kofend a vyhonki a naruseni akropetalni distribuce CK v rostliné (Zhang et al., 2014).
Na zaklade vysledki roubovacich experimentii s mutantnimi liniemi abcgl4 byl predstaven
model transportu CK, pfedevsim tZ a tZR na dlouhou vzdalenost, z kofene do nadzemni ¢asti

(Obrazek 9; Zhao et al., 2021).
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Nedavni publikace odhaluje roli transportéru ABCG14 v transportu iP a iPR na dlouhou
vzdalenost - z kofene do nadzemni Casti, ale také znadzemni casti zpatky do kofene

(Zhao et al., 2023).
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7

I .
L

l 7 e -

Phloem

S

PC

Iy

|
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Obrazek 9: Schéma zndzornujici funkci ABCGI14 pri nakladdni cytokininii produkovanych koreny a
Jejich distribuci v Arabidopsis. tZR/tZ vznikaji v burikdch pericyklu (PCs) nebo jsou ziskdny z apoplastu
a nakladany do xylému korenit pomoci AtABCG14 (G14) nebo dosud neznamou cestou. CK jsou
transportovany do xylému prostrednictvim transpiracniho proudu v listech a nakldddany do nadzemni
casti nebo do hlavnich cév floému neznamym transportérem (?). CK jsou ze zdroje transportovany do
malych cév floému a uvoliovany do apoplastu pomoci AtABCG 14 v burikdch pritvodniho pletiva floému
(PCCs). Malé mnozstvi cytokininii ve floému se miiZe recyklovat zpét do korene. tZ - trans-zeatin; tZR -
tZ-ribosid; Gl14 - AtABCGI4; PCC - bunky privodniho pletiva floému;, PC - bunky pericyklu; ?-

neznamy mechanismus, upraveno podle Zhao et al., 2021.
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2.6 Genotypizace T-DNA inzer¢nich linii

T-DNA inzer¢ni linie jsou rostliny Arabidopsis, které byly transformovany pomoci bakterie
Agrobacterium tumefaciens, ktera obsahuje plasmid s transferovou DNA (T-DNA). Tyto
bakterie jsou v prirodé schopné prenaset T-DNA do genomu rostlin (Zambryski et al., 1982).
Nahodné vlozeni T-DNA do genomu Arabidopsis mize zpusobit preruseni ¢teciho ramce
daného genu. T-DNA inzer¢ni linie jsou vyznamné pro vyzkum a funk¢ni analyzu gent, protoze
umoziuji vytvoreni mutaci v konkrétnich genech, cozumoziuje testovat jejich funkci a vyznam
v raznych procesech rostlinné biologie. Tyto linie jsou také vyuzivany pro srovnavaci
genomiku a identifikaci novych gent, coz ma potencial pro vyvoj novych rostlinnych odrid s
vylepSenymi vlastnostmi, jako jsou napfiklad vétsi vynosy nebo lepsi odolnost vi¢i skidcim
nebo podnebi.

Genotypizace je metoda, pfi které jsou urCeny rozdily v genetické vybavé jedince pomoci
biologickych testi a zkoumani nukleovych kyselin. Genotypizace u rostlin je provadéna
pomoci polymerazové fetézove reakce (PCR) s naslednou elektroforetickou vizualizaci.

Pti genotypizaci T-DNA inzercnich linii se obvykle pouzivaji kombinace primert, které
umoziuji detekci pritomnosti T-DNA v genomu rostliny. Nejcastéji se pouzivaji dva druhy

primerd:

1. Levy hrani¢ni (LB) primer - tento primer amplifikuje sekvenci na levé hrané T-DNA
2. Genové-specificky levy a pravy primer (LP a RP) - tyto primery nasedaji na
sekvenci genu, do kterého byla T-DNA vlozena.

Princip genotypizace T-DNA inzercnich linii spociva v pouziti specifickych primerd, které
se vazou na sekvence v oblasti, kde byla T-DNA vlozena do genomu rostliny. Pokud je rostlina
heterozygotni, tedy ma T-DNA vlozenou pouze do jedné alely, amplifikace produktu by méla
probéhnout u obou kombinaci primert LP+RP a LB+RP. Pokud je rostlina homozygotni, tedy
ma T-DNA vlozeno do obou alel, amplifikace produktu se ocekéava pouze z kombinace LB+RP
primert, protoze T-DNA inzerce pierusujici gen je piilis velka (az 8000bp) na to, aby DNA-
polymerasa stihla produkt nasyntetizovat. Rostlina divého typu by méla vytvaret specificky

produkt vyhradné z kombinace genove specifickych primerd LP+RP (Obrazek 10).
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Obrdzek 10: Schéma ukazujici kombinace primerii pro screening T-DNA inzercnich mutantii.
Amplifikacni produkt z heterozygotniho jedince by mél byt vytvoren z kombinace LP+RP a LB+RP,
protoze obsahuje inzerci T-DNA v jedné alele. Amplifikace z homozygotniho jedince se ocekdva pouze
z kombinace LB+RP primeri, protoze ma T-DNA inzerci v obou aleldch genu, a WT rostliny by mély
vytvaret produkt s kombinaci LP+RP. LP - levy primer; RP - pravy primer; LB - levy hranicni primer,
HZ — heterozygotni; HM — homozygotni; upraveno podle Batth et al., 2020.

2.7 Ktizeni linii Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana se stala vyznamnym modelovym organismem v oblasti rostlinné
biologie diky své rychlé reprodukci, jednoduchému péstovani, ¢i malému genomu, jehoz
kompletni sekvence je znama uz pres 20 let (Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Diky
jednoduché manipulaci, rychlému reprodukénimu cyklu a tvorbé velkého poctu semen je
Arabidopsis vhodnou rostlinou také pro kfizeni a naslednou pfipravu vicenasobnych
mutantnich linii. Princip kiizeni spoc¢iva v odstranéni vsech plodi a otevienych kvétd. Ze
zbylych neotevienych kvéti mizou byt opatrné€ odstranény také kali$ni listky a korunni listky.
Nasledn€ musi byt kvéty emaskulovany — tzn. jsou velmi opatrné odebrany nezralé tycCinky,
aby pozdé&ji nebyly schopny samoopyleni. B€hem odstrariovani kvétnich obala a ty¢inek nesmi
byt manipulovano s bliznou pestiku, ktera je velmi nachylna k poskozeni. Nasledné jsou z kvétu
druhé rostliny urcené ke kiizeni vybrany vhodné tycinky, které jsou opatrné tieny o bliznu
obnazeného pestiku. Po provedeni opyleni, jsou nezkfizené kvéty vystipnuty, aby nedoslo
k vyvoji nezktizenych linii. Pokud je kfizeni uspé$né, plody jsou po dozrani sklizeny a semena

z takovych plodi jsou genotypove vSechny uniformni - heterozygoti.
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Obrazek 11: Model krizeni Arabidopsis thaliana, A odstranéni kvétnich obalii a tycinek, ponechani
pestiku, B vybér tycinky s pylem, C samotné krizeni v podobé treni tycinky s pylem o bliznu pestiku
(oplozeni), D po oplozeni zacina rust SeSule, ve které zraji semena. Schéma prevzato

z hitps://www.k8baldwin.com/wp-conten/uploads/2020/03/crossing-arabiO3.pdf; 10.05.2023
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3. Experimentalni ¢ast
3.1 Material
3.1.1 Chemikalie

1 kb Plus DNA Ladder — Thermo Fisher Scientific (USA)
2-(N-morfolin)ethansulfonova kyselina (MES) — Duchefa Biochemie (Nizozemsko)
2-amino-2-hydroxymetylpropan-1,3-diol (Tris) — Duchefa Biochemie (Nizozemsko)
5X Green GoTaq® Flexi Buffer — Promega (USA)

Agarosa — Carl Roth (Némecko)

Alfa Aesar Gellan Gum — Thermo Fisher Scientific (USA)

dNTPs — Thermo Fisher Scientific (USA)

Ethanol — Lachner (Ceska republika)

Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) — Penta (Ceské republika)

GelRed — Sigma-Aldrich (USA)

GoTaq® Flexi DNA Polymerase — Promega (USA)

Hydroxid draselny — Lachner (Ceska republika)

Chlorid hote¢naty - Promega (USA)

Chlorid sodny — Lachner (Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova — Penta (Ceska republika)

Murashige & Skoog including vitamins — Duchefa Biochemie (Nizozemsko)
Nuclease-free voda — Sigma-Aldrich (USA)

Sacharosa — Lachner (Ceska republika)

SYBR Safe DNA Gel Stain — Thermo Fisher Scientific (USA)

3.1.2 Roztoky a média

1% Agarosovy gel

5¢g Agarosa
500 ml I1x TAE pufr
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Extrakéni pufr pro izolaci DNA (50 ml)

2,5 ml IM Tris-HCI, pH 7,2 ¢ 50 mM
3 ml 5M NacCl
5g Sacharosa

MS médium (1 litr)

8¢g Alfa Aesar Gellan Gum

22¢g Murashige & Skoog including vitamins

10 ml 2-(N-morfolin)ethansulfonova kyselina (MES)

10g Sacharosa

pH 5,7 (upraveno pomoci hydroxidu draselného a kyseliny chlorovodikove)

50x TAE pufr

2M Tris-base

0,5M Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA)
1M Kyselina octova

pH 8,2-8,3

3.1.3 Biologicky material

V experimentalni ¢asti byla pouzita semena inzer¢nich T-DNA linii z rostliny
Arabidopsis thaliana, ktera byla objednana z databaze The Nottingham Arabidopsis Stock
center.
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Tabulka 1: pouzité linie Arabidopsis thaliana

Transportér Gen Linie
ABCG14 At1g31770 SK_15917
ENT1 At1g70330 SALK_025174
ENT2 At1g78240 SAIL_862_B04
ENT3 At1g05120 SALK_131585
ENT8 At1g02630 SAIL_290_HO08
3.1.4 Pristroje

Autoklav 3870 EL-D — Tuttnauer (Nizozemsko)

Centrifuga Micro Star 17R — VWR (USA)

Digitalni vahy — Mettler toledo (USA)

Elektroforeticka souprava Mini Gel II - VWR (USA)

Fytokomora — Sanyo (Japonsko)

Inkubator - Memmert (Némecko)

Kombinovan4 lednice — Liebherr (Svycarsko)

Laminarni box Biohazard box SafeFAST Premium — Faster (Italie)
Magneticka michacka — IKA (Némecko)

Mikrovlnna trouba — Sencor (Ceské republika)

Milli-Q Reference Water Purification System — Merck Life Science (Némecko)
Minitfepacka Thermomixer C — Eppendorf (Némecko)

pH metr - Denver Instrument (USA)

Pipety Research plus 1000; 200; 20; 10ul; 2,5 ul — Eppendorf (Némecko)
Stolni pikofuga Combi-spin PCV-2400 - VWR (USA)

Termocykler Biometra TAdvanced 96 SG - Analytik Jena (Némecko)
Transiluminator ChemiDoc EZ Imager — Bio-rad (USA)

Vortex — IKA (Némecko)
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Vyrobnik ledu GB 903 HC — Brema (Ceska republika)

3.1.5 Softwarové programy

Image Lab™ Software — Bio-Rad (USA)
SnapGene - GSL Biotech LLC (USA)

3.2 Metody

3.2.1 Priprava MS média pro kliceni semen

Pro pfipravu 1 litru polovicniho Murashige-Skoog (MS) média bylo navazeno na
analytickych vahach 2,2 gramt MS, 10 g sacharozy a 8g Gelan gum. Do kadinky bylo nalito
800 ml destilované vody, 10 ml MES pufru a vSechny navazené slozky, krom¢ 8 gramt Gelan
gum. Kadinka byla postavena na magnetickou michacku, kde za stalého michani doslo
k rozpusténi pevnych slozek. Nasledné byla do kadinky vlozena elektroda pH metru. pH bylo
upraveno pomoci 1M KOH na hodnotu 5,7. Destilovanou vodou byla kadinka doplnéna na
objem 1 litru. Nasledné byl do roztoku pfidan navazeny Gelan gum. Vysledné médium bylo
sterilizovano v autoklavu. Po autoklavovani bylo médium ve flowboxu rozlito do kultiva¢nich

Petriho misek.

3.2.2 Sterilizace a vysev semen Arabidopsis thaliana na MS
médium

Semena rostliny musela byt sterilizovana. Sterilizace probihala ve flowboxu, kde byly
nejdiive pripraveny kulaté filtracni papiry, které byly smoceny ethanolem. Semena byla
z pytliku presypana do mikrozkumavek, nasledné k nim bylo napipetovano 1000 ul 70%
ethanolu, ve kterém byla semena ponechana po dobu tfi minut. 70% ethanol byl po uplynulé
dobé odpipetovan a nasledné byl k sementim pridan 96% ethanol, ve kterém byla semena po
dobu 1 minuty. Semena byla s ethanolem nabrana do Spicky pipety a pfenesena na filtracni
papir, kde probéhlo odpareni ethanolu. Sucha sterilizovana semena byla vyseta na kultivacni

misku s MS médiem.
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Kultivacni Petriho misky byly s vysetymi semeny byly zalepeny porézni lepici paskou
a umistény na 2 dny do tmy do lednicky pfti teploté¢ 4 °C, kde doslo ke sjednoceni kliceni.
Nasledné byly misky umistény do fytotronu, kde byly vertikaln€ kultivovany in vitro po dobu
14 dni. Denni rezim byl nastaven na tzv. dlouhy den, kdy 16 hodin svitilo svétlo a 8 hodin byla
tma. Po vykliCeni byly vybrané semenacky presazeny do kvétinaci. Nasledne byly rostliny
pestovany v rezimu dlouhy den, pfi 43% vlhkosti a teploté 21 °C.

3.2.3 Genotypizace
3.2.3.1 1zolace genomové DNA Arabidopsis thaliana

Pro extrakci DNA byl z rostliny odstfizen pravy list, ktery byl nasledné vlozen do
mikrozkumavky. Do mikrozkumavky byla piidana ocelova kulicka, a 500 pl extrakéniho pufru
obsahujicitho 10% sacharozy, 1M Tris-HCI pufr o pH 7,2 a koncentraci 50 mM a 5SM NaCl o
koncentraci 300mM. Mikrozkumavka byla umisténa do kulového mlynku a zhomogenizovana
pii frekvenci 25 Hz. Zhomogenizovany vzorek byl umistén na 1 minutu do termobloku za
ucelem inhibice nukleaz. Po inhibici nukleaz byl vzorek zcentrifugovan pifi 3000g po dobu 3

minut. Po centrifugaci byl odebran supernatant, ze kterého byly 2 ul pouzity pro PCR.

3.2.3.2 Polymerazova retézova reakce

Pro polymerazovou fetezovou reakci (PCR) bylo nutné izolovat genomovou DNA a
nasledné pfipravit reakéni smés, ve které byly vybrané vhodné primery navrzené pomoci
http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html.

PCR analyza byla provedena se specifickymi primery pro detekci WT alely (wild type
neboli bez inzerce) a se specifickymi primery pro detekci inzeréni T-DNA knockoutové kazety
na alele. Pro detekci WT alely byl pouzit LP primer a RP primer, které komplementarné
nasedaji na genomovou DNA. Pokud neni pfitomna inzeréni T-DNA je amplifikovan PCR
produkt v rozmezi primert LP a RP, ktery ma velikost cca 1000 bp (kromé& PCR produktu WT
alely ABCG14 transportéru, ktery mél velikost produktu cca 2400 bp).

PCR produkt WT alely je ziskan pouze u WT rostliny a u heterozygotni rostliny. Pokud
je ptitomna inzeréni T-DNA, nestihne se PCR produkt amplifikovat.
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Pti detekci inzeréni T-DNA alely je pouzit specificky LB primer a stejny RP primer,

pouzivany pro detekci dané WT alely. V pfipadé pfitomnosti inzerce se amplifikuje PCR

produkt o velikosti cca 500 bp, zalezi na typu linie. Pokud vSak neni inzerce pfitomna, produkt

nevznika. PCR produkt je amplifikovan pouze u heterozygotni a homozygotni linie.

Tabulka 2: SlozZeni reakcni PCR smési

slozka PCR smési ‘;Z’:kr:i r('sl)l
DNA Polymeraza Go Taq 0.1
Green Buffer Go Taq
MgCl,
DNTPs 0.4
Levy primer
Pravy primer
izolovana DNA z rotsliny
Voda 7.5
celkovy objem (ul) 20

Tabulka 3: Nastaveni pritbéhu PCR reakce

Teplota (°C) Cas (s)

Pocet cykll

Uvodni denaturace 95 180
Denaturace 95 30
Nasednuti primer( 55 30
Elongace 72 60
Konecna elongace 72 180

1

35
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Tabulka 4: prehled pouzitych primerii pro jednotlivé linie Arabidopsis thaliana

primery pro detekci WT

Gen Linie sekvence primer( 5°-3°
alely
ABCG14 SK_15917 ABCG14-P1 ATGCCTCAGAACTGCATAGC
ABCG14-P2 TTACCGCAACTTCACCCGAT
ENT1 SALK 025174 ENT1_LP CCATTGATGCTCTCCTGGAACTC
ENT1_RP CGACGGCCGTGGAAGGATAGA
ENT2 SAIL_862 B04 ENT2_LPO1 TAGCTACTTCGGGGAGAGGAG
ENT2_RPO1 GATGAGACAATCCGGTTTACG
ENT3 SALK 131585 ENT3_LO2 CTCGTTTCTTGGAACAGTATGC
ENT3_R0O2 CAGCAGAAACAGTTTTGGATCC
ENTS SAIL 290 HO08 ENT8_LO2 CTGAAAAGAAGAGTCCCGACC
ENT8_R02 GCAATCCTAAGGAGGGAGATG
Gen Linie Primery pro’deteku sekvence primer( 5°-3°
knockoutové kazety
ABCG14-P1 ATGCCTCAGAACTGCATAGC
ABCG14 SK_15917 pSKTAIL-L1 TTCTCATCTAAGCCCCCATTTGG
ENT1_RP CGACGGCCGTGGAAGGATAGA
ENT1 SALK_025174 Lbal TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
ENT2_RPO1 GATGAGACAATCCGGTTTACG
ENT2 SAIL_862_B04 SAIL_LB3 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC
ENT3_R0O2 CAGCAGAAACAGTTTTGGATCC
ENT3 SALK_131585 LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
ENT8_R02 GCAATCCTAAGGAGGGAGATG
ENT8 SAIL_290_H08 SAIL_LB3 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC

3.2.3.3 Gelova elektroforéza

Pro elektroforézu byl pfipraven 1% agarosovy gel pfipraveny navazenim 5 gramil agarosy na
analytickych vahach, nasledné byla agarosa presypana ve sklenéné lahvi spolecné s 500 ml 1x
TAE pufru, ktery byl piipraven z 20 ml 50x TAE pufru a 980 ml destilované vody. Lahev byla
dana do mikrovlnné trouby, dokud nebyla agarosa rozpusténa. Nasledné byl tento roztok vlozen
do elektroforetické vanicky, do které byl pfidano barvivo Gel red, pomoci kterého byly
vizualizovany bandy DNA. Do elektroforetické vanicky s roztokem agarosy a barviva byl
vlozen hiebinek kvuli vzniku jamek. Nasledné byl gel ponechan ke ztuhnuti. Po ztuhnuti byl
gel vlozen do elektroforetické vany, kde byl prevrstven roztokem 1x TAE pufru. Do krajni
jamky byl vlozen marker molekulové hmotnosti Gene Ruler 1kb plus DNA Ladder. Do
zbyvajicich jamek byly vlozeny reakcni smési, které byly jiz po PCR. Elektroforéza byla
probihala v gelu a 1x TAE pufru pfi 100 V po dobu 30 minut. Po uplynulé dob¢ byl gel vyjmut
a vlozen do piistroje Bio-Rad Gel Doc™ EZ Systém a vizualizovan v softwarovém programu

Image Lab Software.
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4. Vysledky

V ramci experimentalni Casti bakalaiské prace bylo analyzovano celkem 6 T-DNA
inzer¢nich linii Arabidopsis thaliana s inzerci v genech ENT1, ENT2, ENT3, ENTS a ABCG14.
Semena linii byla wvyseta, nasledné¢ byly rostliny podrobeny genotypovani a vybrané
homozygotni line byly urCeny ke kfizeni za uCelem tvorby vicenasobné homozygotni linie,

ktera méla homozygotni inzeréni alely ve vice genech.

Vizualizace probéhla pomoci gelové elektroforézy, kde byly v gelu zobrazeny PCR
produkty o rizné molekulové hmotnosti. Porovnanim reakce pro WT alelu a pro inzer¢ni alelu
bylo zji§téno, zda se jednalo o WT, heterozygota, ¢i homozygota. Rostlina WT méla pouze PCR
produkt pii detekci WT alely, Heterozygotni rostlina méla pfitomné PCR produkty jak v reakci
pro detekci WT alely, tak v reakci pro detekci inzer¢ni alely. Homozygotni rostlina méla pouze
ptitomny produkt v reakci pro detekci inzer¢ni alely. Produkt inzercni alely byl mensi nez

produkt WT alely.

4.1 Selekce homozygotni T-DNA inzercnich linii
4.1.1 Transportér ABCG14

Pro genotypovou analyzu byla pouzita T-DNA inzerc¢ni linie SK_15917 s inzerci na

zacatku druhého exonu genu ABCG14 (Obrazek 12).

SK_15917
AB[ZGI4—P1I ABCG14-pP2

o - ‘N -

Obrazek 12: Schéma umisténi T-DNA inzerce v druhém exonu genu ABCGI4 inzercni linie SK_15917.
ABCGI14-Pl a ABCG14-P2: primery pro detekci WT alely. Schéma vytvoreno v programu SnapGene.
Pro selekci inzerce v genu ABCGI4 bylo vybrano 9 rostlin linie SK_15917 ke
genotypizaci. Pro detekci WT alely a KO alely byly v PCR reakci pouzity kompatibilni primery
uvedené v Tab. 4. PCR produkt WT alely mél velikost 2400 bp, PCR produkt inzer¢ni alely
mél velikost 800 bp. Z deviti kandidatnich rostlin byly pouze 2 rostliny oznacené 4 a7
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homozygotni (obsahovaly ob¢ inzercni alely). Rostliny oznacené 3, 6 a 8 obsahovaly pouze WT

alely. Zbylé rostliny 1, 2, 5 a 9 byly analyzovany jako heterozygoti (Obrazek 13).
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Obrazek 13: Vyhodnoceni PCR reakce pro linii abegl4 (SK_15917), vlevo 1. PCR reakce s WT primery
(ABCGI14-P1 + ABCGI14-P2), vpravo 2. PCR reakce s primery pro inzercni T-DNA (ABCGI14-P1 +
PSKTAIL-LI). Ml-marker molekulové hmotnostni Gene ruler 1kb plus DNA, WT- pozitivni kontrola wild

type, CT- negativni kontrola H>O.

4.1.2 Transportér ENT2

Pro genotypovou analyzu byla pouzita T-DNA inzerc¢ni linie SAIL_862_B04 s inzerci
uprostied Sestého exonu genu ENT2 (Obrazek 14).

ENT2_LPDH ENT2_RPO1

R N

Obrazek 14: Schéma umisténi T-DNA inzerce v Sestém exonu genu ENT2 inzercni linie SAIL_862_B0A4.
ENT2_LPOI1 a ENT2_RPOI: primery pro detekci WT alely. Schéma vytvoreno v programu SnapGene.

Pro selekci inzerce v genu ENT2 bylo vybrano 10 rostlin linie SAIL_862_B04 ke
genotypizaci. Pro PCR detekci WT alely a KO alely byly pouzity specifické primery uvedené
v Tabulce 4. PCR produkt WT alely mél velikost cca 1000 bp, PCR produkt inzercni alely mél

velikost cca 800 bp. Z deseti rostlin byly pouze rostliny oznacené 5 a 7 homozygotni. Rostlina
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oznaCena Cislem 1 obsahovala pouze WT alely. Zbylé rostliny tj. 2, 3, 4, 6, 8, 9, 10 byly
analyzovany jako heterozygotni (Obrazek 15).
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Obrazek 15: Vyhodnoceni PCR reakce pro linii ENT2(SAIL_862_B04), vievo 1. PCR reakce s WT
primery (ENT2_LPO1 + ENT2_RP01), vpravo 2. PCR reakce s primery pro inzercni T-DNA (SAIL_LB3 +
ENT2_RP01). Mil-marker molekulové hmotnostni Gene ruler 1kb plus DNA, WT- pozitivni kontrola
wild type, CT- negativni kontrola HO.

4.1.3 Transportér ENT3

Pro genotypovou analyzu byla pouzita T-DNA inzer¢ni linie SALK_131585 s inzerci
uprostied ctvrtého exonu genu ENT3 (Obrazek 16).

ENT3_L02 ENT3_R02

1- - - BN - - - D

Obrazek 16: Schéma umisténi T-DNA inzerce ve ctvrtém exonu genu ENT3 inzercni linie SALK_131585.
ENT3_L02 a ENT3_RO02: primery pro detekci WT alely. Schéma vytvoreno v programu SnapGene.

Pro selekci inzerce v genu ENT3 bylo vybrano 11 rostlin linie SALK_131585 ke
genotypizaci. Pro PCR detekci WT alely a KO alely byly pouzity specifické primery uvedené
v Tabulce 4. PCR produkt WT alely mél velikost cca 1000 bp, PCR produkt inzercni alely mél
velikost cca 800 bp. Z 11 genotypovanych rostlin byly rostliny oznacené 6 a 8 homozygotni,
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rostliny 2, 3 a 11 obsahovaly pouze WT alely. Zbylé rostliny 1,4, 5,7, 9 a 10 byly heterozygotni
(Obrazek 17).
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Obrazek 17: Vyhodnoceni PCR reakce pro linii ent3 (SALK 131585), vlevo 1. PCR reakce s WT primery
(ENT3 102+ ENT3 R02), vpravo 2. PCR reakce s primery pro inzercni T-DNA (ENT3_R02 + LBb1.3).

MI-marker molekulové hmotnostni Gene ruler 1kb plus DNA, WT- pozitivni kontrola wild type, CT-
negativni kontrola H>O.

4.1.4 Transportér ENT 8

Pro genotypovou analyzu byla pouzita T-DNA inzerc¢ni linie SAIL_290_HOS s inzerci
na zaCatku prvniho exonu genu ENTS (Obrazek 18).

ENT8_LD2I ENT8_RO2

Obrazek 18: Schéma umisténi T-DNA inzerce v prvnim exonu genu ENTS inzercni linie SAIL_290_HOS.
ENTS8_L02 a ENTS RO2: primery pro detekci WT alely. Schéma vytvoreno v programu SnapGene.

Pro selekci inzerce v genu ENTS bylo vybrano 24 rostlin linie SAIL_290_HO08 ke
genotypizaci. Pro PCR detekci WT alely a KO alely byly pouzity specifické primery uvedené
v Tabulce 4. PCR produkt WT alely mél velikost cca 1000 bp, PCR produkt inzeréni alely by
mél velikost cca 600 bp. Z 24 genotypovanych rostlin obsahovaly vSechny rostliny WT alely,
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pro detekci inzercni alely nebyla selektovana zadna rostlina. Nebylo tak mozné selektovat

homozygotni rostliny s inzer¢nimi alelami (Obrazek 19, 20).

Obrazek 19: Vyhodnoceni 1. PCR reakce pro linii ENTS (SAIL_290_HOS). Reakce pro s WT primery
(ENTS_L0O2 + ENTS_RO02), MI-marker molekulové hmotnosini Gene ruler 1kb plus DNA, WT- pozitivni
kontrola wild type, CT- negativni kontrola HO.

Obrazek 20: Vyhodnoceni 2. PCR reakce pro linii ENTS (SAIL_290_HOS). Reakce pro s primery pro
inzercni T-DNA (SAIL_LB3 + ENTS_RO02), Ml-marker molekulové hmotnostni Gene ruler 1kb plus
DNA, WT- pozitivni kontrola wild type, CT- negativni kontrola H>O.
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4.2 Priprava vicenasobnych homozygotnich T-DNA
inzercnich linii kFizenim s linii entl

Vyselektované homozygotni KO linie v genech ABCGI4 a ENT3 byly kiizeny
s homozygotnimi rostlinami s T-DNA inzer¢ni linii SALK_025174 pro gen ENTI, za ucelem
ziskani vicenasobné homozygotni linie rostlin Arabidopsis thaliana. Jiz dfive selektovana
homozygotni T-DNA inzer¢ni linie SALK_025174 byla poskytnuta vedoucim prace, proto ji
nebylo potieba selektovat znovu. Tato linie obsahuje inzerci na zac¢atku prvniho exonu genu

ENTI (Obrazek 21).

ENT1_RP
IENT‘l_LI:’ SALK_025174

Obrazek 21: Schéma umisténi T-DNA inzerce v prvinim exonu genu ENT1 inzercni linie SALK_025174.
ENTI_LP a ENTI_RP: primery pro detekci WT alely. Schéma vytvoreno v programu SnapGene.

4.2.1 Linie abcgl4entl

Pro tvorbu vicenasobného homozygota byly zkiizeny homozygotni linie SK_15917
s inzerci v genu ABCG14 s homozygotni linii SALK_025174 s inzerci v genu ENTI. Pfi prvni
generaci kiizeni vznikly heterozygotni rostliny s WT alelami pro geny ABCGI4 a ENTI a
s alelami s inzerci pro geny ABCGI4 a ENTI. VSechny rostliny 1. generace kiizeni byly
testovany pro piitomnost alely WT a alely s inzerci pro gen ABCG14 a pro gen ENTI. VSechny
genotypované rostliny byly analyzované jako heterozygotni. Pfi druhém kiizeni jiz vznikly
vicenasobné homozygotni linie sinzer¢nimi alelami pro geny ABCGI4 a ENTI. Z 25
genotypovanych rostlin bylo nalezeno 7 homozygott pro gen ABCG 14 a 6 homozygotu pro gen
ENTI. Z nich byly pouze 2 rostliny ¢. 4 a 19 double mutantnimi v genech ABCG14 a ENTI
(Obrazek 22, 23, 24, 25).
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Obrazek 22: Vyhodnoceni PCR reakce pro linii ABCGI4xENTI (SK15917xSALK_025174), 1. PCR
reakce s WT primery (ABCG14-P1 + ABCGI14-P2) pro ABCG14. MI-marker molekulové hmotnostni
Gene ruler 1kb plus DNA, WT- pozitivni kontrola wild type, CT- negativni kontrola H>O.

FrYT~T wwww w wwww iiti?

Obrazek 23: Vyhodnoceni PCR reakce pro linii ABCGI4xENTI (SK15917xSALK_025174), 2. PCR
reakce s primery pro inzercni T-DNA (ABCGI4-P1 + pSKTAIL-LI) pro ABCGIl4. Ml-marker
molekulové hmotnostni Gene ruler 1kb plus DNA, WT- pozitivni kontrola wild type, CT- negativni
kontrola H>O.
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Obrazek 24: Vyhodnoceni PCR reakce pro linii ABCGI4xENTI (SK15917xSALK_025174), 1. PCR
reakce s WT primery (ENTI_LP + ENTI_RP) pro ENTI. Ml-marker molekulové hmotnosini Gene ruler
1kb plus DNA, WT- pozitivni kontrola wild type, CT- negativni kontrola H:O.
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Obrazek 25: Vyhodnoceni PCR reakce pro linii ABCG14xENT1 (SK_15917xSALK_025174), 2. PCR
reakce s primery inzercni T-DNA (ENT1_RP + Lbal) pro ENT1. Ml-marker molekulové hmotnosni
Gene ruler 1kb plus DNA, WT- pozitivni kontrola wild type, CT- negativni kontrola H>O.
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4.2.2 Linie entlent3

Pro tvorbu vicenasobného homozygota byly zkfizeny homozygotni linie SALK_025174
SALK_131585 sinzerci v genu ENTI s homozygotni linii SALK_131585 s inzerci v genu
ENT3. Pti prvni generaci kiizeni vznikly heterozygotni rostliny s WT alelami pro geny ENTI a
ENT3 a s alelami s inzerci pro geny ENTI a ENT3. Vsechny genotypované rostliny prvni
generace byly analyzované jako heterozygotni. Pfi druhém kiizeni jiz vznikly vicenasobné
homozygotni linie s inzer¢nimi alelami pro geny ENTI a ENT3. Z 25 genotypovanych rostlin
bylo nalezeno 8 homozygoti pro gen ENTI (rostliny ¢. 4, 5, 8, 11, 15, 18, 19, 22) a 7
homozygott pro gen ENT3 (5, 8, 11, 12, 15, 18, 22) . Z nich bylo 6 rostlin, konkrétné rostliny
¢. 5,8, 11, 15, 18, 22 double mutantnimi v genech ENTI a ENT3 (Obrazek 26, 27, 28, 29).

1000 bp

Obrazek 26: Vyhodnoceni PCR reakce pro linii ENTIXENT3 (SALK_025174xSALK_131585), 1. PCR
reakce s WT primery (ENTI_LP + ENTI_RP) pro ENTI, Ml-marker molekulové hmotnosini Gene ruler
1kb plus DNA, WT- pozitivni kontrola wild type, CT- negativni kontrola H:O.
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Obrazek 27: Vyhodnoceni PCR reakce pro linii ENTIXENT3 (SALK_025174xSALK_131585), 2. PCR
reakce s primery pro inzercni T-DNA (ENTI_RP + Lbal) pro ENT1. Ml-marker molekulové hmotnostni
Gene ruler 1kb plus DNA, WT- pozitivni kontrola wild type, CT- negativni kontrola H>O.

Obrazek 28: Vyhodnoceni PCR reakce pro linii ENTIXENT3 (SALK_025174xSALK_131585), 1. PCR
reakce s WT primery (ENT3_L0O2 + ENT3_RO02) pro ENT3, Ml-marker molekulové hmotnostni Gene
ruler 1kb plus DNA, WT- pozitivni kontrola wild type, CT- negativni kontrola H>O.

39



Obrazek 29: Vyhodnoceni PCR reakce pro linii ENTIXENT3 (SALK_025174xSALK_131585), 2. PCR
reakce s primery inzercni T-DNA (ENT3_R02 + LBb1.3) pro ENT3. MI-marker molekulové hmotnostni
Gene ruler 1kb plus DNA, WT- pozitivni kontrola wild type, CT- negativni kontrola H>O.
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5. Diskuse

Cilem predkladané bakalarské prace bylo selektovani homozygotnich rostlin
Arabidopsis thaliana vybranych T-DNA inzer¢nich linii s inzerci v genech ENT2 (Atlg78240),
ENT3 (At4g05120), ENTS (At1g02630) z rodiny ekvilibrativnich nukleosidovych transportéra
av genu ABCGI14 (Atlg31770) z rodiny ATP-binding cassette transporter.

Vybrané T-DNA inzercni linie obsahuji inzerci z bakterie Agrobacterium tumefaciens
v exonech gentl zajmu. Tim dochazi k pousnu ¢teciho ramce, vzniku predCasného terminacniho
kodonu a nedochézi tak ke translaci kompletniho funk¢niho transportéru. Semena T-DNA
inzer¢nich linii Arabidopsis thaliana byla objednana z databaze Nottingham Arabidopsis Stock
Center. Jednotlivé mutantni linie byly vybrany vedoucim prace na zakladé pozice inzerce,
preferencné v exonech, pokud mozno co nejblize start kodonu. Inzeréni linie entl
(SALK_025174) aent8 (SAIL 290 HOS8) maji inzerci na zac¢atku prvniho exonu, oba tyto geny
maji dva exony. Gen ENT2 ma celkové devét exond, piicemz jeho T-DNA inzercni linie ent2
(SAIL_862_B04) obsahuje inzerci v Sestém exonu. T-DNA inzer¢ni linie ent3 (SALK_131585)
ma inzerci ve ¢tvrtém z celkoveé osmi exonu genu ENT3. U mutantni linie abcg14 (SK15917)
pro gen ABCG 14, inzerce zasahuje do druhého z péti exont tohoto genu.

Selekce homozygotnich T-DNA inzer¢nich linii patii mezi standardni nastroje reverzni
genetiky. Pro pouziti T-DNA inzer¢nich linii v dalSich experimentech bylo nejdiive nutné
rostliny genotypovat a zjistit tak pfitomnost inzer¢ni KO T-DNA. Toho bylo dosazeno pomoci
PCR a pouzitim specifickych primert pro ptitomnost WT alely a specifickych primert pro
pritomnost inzerce. Vysledné selektované line jsou homozygotni, maji fixovanou KO kazetu.

V ramci predkladané bakalarské prace byly uspésné vyselektovany homozygotni T-
DNA inzer¢ni linie abcgl4 (SK15917), ent2 (SAIL_862_B04) a ent3 (SALK_131585).
Opakované se nepodafilo selektovat homozygotni linii ent§ (SAIL_290_HO08) pro transportér
ENTS8. Davodem nezdafeni selekce homozygotni linie mohlo byt Spatné navrzeni primert,
§patna kombinace primert, nebo prosté zaslani jiné linie z databaze Nottingham Arabidopsis
Stock Center. Re§enim by mohlo byt objednani nové linie, navrzeni novych primert, popiipadé
upraveni teploty nasedani primert. Velky rozdil ve velikosti primerd SAIL_LB3 a ENT8 R02
mohl mit za nasledek nerovnomérné vazani primerd na DNA templat a mohl tak ohrozit
specificnost PCR reakce a tim padem zamezit amplifikaci.

Existuje také moznost, ze zaslana semena linie entS8 neobsahuji o¢ekavanou vlozenou

sekvenci T-DNA, protoze se vlozena sekvence ztratila v procesu slouceni (bulking) kvuli
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snizené prenosnosti nebo zvySené imrtnosti rostlin s mutantni alelou. Inzerce T-DNA navic
mohou byt komplexni s mnoha kopiemi a fragmenty T-DNA rtzné orientace. To muze
zkomplikovat PCR analyzu. V takovém pfipad€ je nutno spolehnout se jenom na absenci
produktu specifického pro dany genovy par primera (LP + RP). Mozna je taky Spatna anotace
pozice T-DNA inzerce v genomu Arabidopsis, ktera realné muaze byt posunuta v genomu o
stovky para bazi.

Jelikoz ma ENT rodina 8 ¢leni v genomu Arabidopsis, vyfazeni pouze jednoho z nich
nemusi byt pro studium jeho fyziologické funkce dostatecné, protoze ostatni transportéry ENT
mohou snadno a efektivné nahradit funkci vyfazeného transportéru. Dobrym prikladem mtzou
byt geny pro Arabidopsis CK receptory AHK2, AHK3 a CREI/AHK4, kdy jejich mutantni linie
s vyfazenim jediného nebo dokonce dvou ze tfi CK receptori nevykazuji téméi zadny
fenotypovy projev (Inoue et al., 2001; Franco-Zorilla et al., 2002). Z tohoto diivodu bylo dal§im
cilem predkladané bakalarské prace generovani vicenasobnych mutantnich linii. Vhodnym
kandidatem pro kfizeni ziskanych homozygotnich T-DNA inzer¢nich linii byla jiz kolegy
selektovand homozygotni mutantni linie entl (SALK 025174) s inzerci v genu ENTI
(At1g70330), ktery koduje domnély transportér CK ribosidi. Ackoliv transport CK
transportérem ENT1 nebyl doposud prokazan, predbézna data kolegti z Laboratofe Rustovych
Regulatorti jeho roli v CK transportu potvrzuji.

V ramci predkladané bakalaiské prace se podatilo ziskat Sest homozygotnich rostlin
entlent3. Tato linie bude v budoucnu slouzit studium cytokininového transportu v kofeni,
nakolik oba transportéry vykazuji expresi v apikalnim meristému kofene (Bernard ef al., 2011;
Cornelius et al., 2012).

Pti selekci homozygotni linie transportéru ABCG14 (SK_15917), ktery hraje dulezitou
roli v transportu na dlouhé vzdalenosti, byly uspésné vyselektovany celkem 2 homozygotni
rostliny. Tyto rostliny nasledné poslouzily ke kfizeni a tvorbé vicenasobné mutantni linie
spolecné s homozygotni KO linii transportéru entl. Ziskana homozygotni linie abcgl4entl
muize v budoucnu pomoct potvrdit roli ENT1 v CK transportu a byt tak vhodnym nastrojem pro
studium transportu CK na dlouhou vzdalenost.

Ziskané homozygotni KO linie a dvojnasobné homozygotni KO linie budou pouzity
k dalSimu kfizeni a vzniku dalSich vicenasobnych homozygotnich KO linii. Jelikoz velmi
pravdépodobné dochazi k funkéni redundanci mezi jednotlivymi €leny ENT rodiny, je pfiprava
vicenasobnych homozygotnich linii nevyhnutelnd a klicova ke studiu jejich fyziologické

funkce in planta.
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6. Zavér

V teoretické ¢asti mé bakalarské prace byla vypracovana literarni reSerSe, ve které se
vénuji cytokininim, jejich struktufe, biosyntéze, aktivaci, degradaci, signalizaci a transportu.
Dale se vénuji vybranym metodam genotypizace a kiizeni Arabidopsis thaliana. V
kapitole transportu CK jsem se zaméfil na transportéry PUP, nedavno objeveny transportér
AZG?2 ajeho funkci v rostling, transportér ABCG14, ktery se podili na transportu CK na dlouhé
vzdalenosti, ale predevsim na transportéry rodiny ENT. Prakticka ¢ast mé prace méla za cil
vyselektovat homozygotni rostliny Arabidopsis thaliana pozadovanych T-DNA inzer¢nich linii
v genech ENT2, ENT3, ENT8 a ABCGI4, a nasledné kiizenim wvytvofit vicenasobné
homozygotni rostliny vybranych T-DNA inzer¢nich linii v genech ENT1 a ABCGI14, ENTI a
ENT3. V praktické casti se povedlo vyselektovat homozygotni rostliny s T-DNA inzerci
v genech ENT2, ENT3 a ABCG14. Bohuzel selekce homozygotni linie s inzerci v genu ENTS
nebyla uspésna. Nasledné kiizeni a tvorba vicendsobnych linii jiz uspésna byla, povedlo se
ziskat vicenasobné linie abcgl4entla vicenasobna linie entlent3. Homozygotni linie ziskané
v praktické €asti poslouzi v dal§imu vyzkumu ke tvorbé dalSich vicenasobnych (trojnasobnych,
Ctyfnasobnych) linii za ucelem studia transportu CK a popsani fenotypu rostliny Arabidopsis

thaliana s inhibovanymi transportéry cytokining.
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8. Pouzité zkratky

ABA
ABC
ADP
AMP
ATP
AZG
CK
CKX
CMP
cZ
DMAPP
DNTPs
DZ
ENT
FAD
GFP
GUS
HK
HMBDP
iP

iPR
iPRDP
iPRTP
KO

LB
LOG
LP
MEP
MES

Kyselina abcisova

ATP binding casette

Adenosindifosfat

Adenosinmonofosfat
Adenosintrifosfat

AZA guanine resistant

Cytokinin

cytokinin oxidasa/hydrogenasa

cytidin monofosfat

cis-zeatin

dimethylallyldifosfat
deoxynukleotidtrifosfaty
dihydro-zeatin

ekvilibrativni nukleosidovy transportér
flavinadenindinukleotid

zeleny fluorescencni protein
B-glukuronidazovy reportérovy systém
histidinkinasa

hydroxymehtylbutenyl difosfat
isopentenyladenosin
isopentenyladenosin ribosid
isopentenyladenosin difosfat
isopentenyladenosin trifosfat
knockout

primer odpovidajici Knockoutové inzerci
enzym lonely guy

levy primer

methylerythritolfosfatova draha

Morfolinethansulfonova kyselina
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MS
MVE
NAA
PCR
pPUP
RP
T-DNA
tRNA
tZ
tZR
WT

Murashige a Skoog medium
mevalonatova draha

kyselina 1-naftyloctova
polymerazova fetézova reakce
purinové permeasy

pravy primer

transferova DNA

transferova RNA

trans-zeatin

trans-zeatin ribosid

wild type, divoky typ
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