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Abstrakt

Cytokininy v rostlinach ovliviiuji celou rfadu déji od déleni bunék aZz po senescenci. K realizaci
cytokininové odpovédi dochdzi prostfednictvim cytokininové signalizani drahy. Prvnim
krokem v cytokininové signaliza¢ni kaskadé je navazani cytokininu na cytokininovy receptor,
v Arabidopsis thalina jsou znamy tfi cytokinin-sensitivni histidin kinazové receptory, a to AHK2,
AHK3 a CRE1/AHK4. Lokalizace danych receptorl na bunécné urovni neni jednoznacna. Cilem
diplomové prace bylo klonovani gen(i cytokininovych receptori AHK2 a AHK3 a charakterizace
C-terminalnich AHK2-GFP a AHK3-GFP flzi. V teoretické ¢asti jsem se zaméfila na cytokininy a
jejich metabolismus, cytokininovou fosforylaéni drdhu a na cytokininové receptory. V praktické
Casti jsem se pak vénovala ptipravé AHK2 a AHK3 konstruktd znacenych pomoci GFP proteinu
pod kontrolou silnych konstitutivnich promotord a pod kontrolou nativnich promotor(. Pro
rychlé ovéreni tvorby fuznich proteind byla transformovéana protoplastova bunécna kultura
Arabidopsis Ler pomoci A. tumefaciens nesouci konstrukt 35S::AHK2:GFP nebo
35S5::AHK3:GFP. Dale byly pfipraveny konstrukty pUBQ10::AHK2:GFB, pUBQ10::AHK3:GFP a
nasledné bylo pfistoupeno k transformaci rostlin Arabidopsis thaliana Col-0 a k odvozovani
stabilnich homozygotnich linii. V této praci se poprvé povedlo pfipravit gen AHK3 pod
kontrolou nativniho promotoru ve vektoru pMCS-GW a dany konstrukt Uspésné transformovat
do rostlin A. thaliana. Dale jsem se zabyvala klonovanim genu BCIN_05g04530 z nekrotrofniho
fungalniho patogenu Botrytis cinerea, ktery byl vybran pro svoji strukturni a funkéni podobnost

s cytokininovymi receptory v Arabidopsis thaliana.



Summary

Cytokinins affect many aspects of plant growth and development. Cytokinin response is
mediated through the cytokinin signaling pathway. The first step in the cytokinin signaling
cascade is the binding of cytokinin to the cytokinin receptor (AHK2, AHK3 and CRE1/AHK4 in
Arabidopsis thaliana). The subcellular localization of these receptors is not clear. The aim of
the thesis was the cloning of AHK2 and AHK3 genes and characterization of C-terminal AHK2-
GFP and AHK3-GFP . In the theoretical part, | focused on cytokinins and their metabolism,
cytokinin phosphorelay and cytokinin receptors. The practical part deals with preparation of
AHK2 and AHK3 constructs tagged with GFP protein under the control of a strong constitutive
promoter and under the control of native promoters. To rapidly test the production of fusion
proteins, Arabidopsis Ler protoplast cell culture was transformed with A. tumefaciens carrying
the 35S::AHK2:GFP or 355::AHK3:GFP construct. Subsequently, the pUBQ10::AHK2:GFP and
pUBQ10::AHK3:GFP constructs were prepared and transformed to Arabidopsis thaliana Col-0
plants and the selection of stable homozygous lines was started. In presented thesis, for the
first time, it was possible to prepare the AHK3 gene under the control of its native promoter
in the pMCS-GW vector and successfully transform the construct into A. thaliana plants. | also
dealt with the cloning of the BCIN_05g04530 gene from the necrotrophic fungal pathogen
Botrytis cinerea, which was chosen for its structural and functional similarity to cytokinin

receptors in Arabidopsis thaliana.
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Cile prace

1.

Vypracovani literarni reSerSe na téma cytokininy, jejich metabolismus a percepce se
zamérenim na cytokininové receptory.

Klonovani cytokininovych receptorli AHK2 a AHK3 z Arabidopsis thaliana a pfiprava
expresnich konstruktl se znadenim pomoci GFP. Dvé fady konstruktd, pod kontrolou
silnych konstitutivnich promotorud a pod nativni promotorovou oblasti obou genu.
Klonovani genu BCIN_05g04530 z nekrotrofniho fungdlniho patogenu Botrytis cinerea.
Tranzientni transformace rostlinnych protoplastl bunécéné kultury Arabidopsis Ler.
Stabilni transformace rostlin A. thaliana pomoci metody ,floral dip“ a genotypizace
transgennich rostlin. Lokalizace fazich proteind v transgennich rostlindch pomoci laserové
skenovaci konfokalni mikroskopie.

Provedeni metody Western blot pro ovéreni tvorby fuznich protein(i s GFP v bakteriich E.
coli.



1. Uvod

Cytokininy (CK) se radi do skupiny rostlinnych hormond, v rostlindch se ucastni regulace
bunécéného déleni, podporuji diferenciaci bunék a vyvoj kofene i nadzemnich ¢asti rostliny.
Dale bylo zjiSténo, Ze se zapojuji do mnohych vyvojovych procesd u rostlin, jako je tvorba
orgdn(, listova senescence ¢i kliceni semen. V zemédélstvi a bioinZenyrstvi jsou cytokininy
hojné vyuzivany pro péstovani rostlinnych bunécnych kultur, pro mikropropagaci uzitkovych
rostlin nebo pro ziskani transgennich rostlin. V neposledni fadé ovliviuji odolnost rostlin proti
neptiznivym enviromentdlnim faktoriim.

Rostliny musi byt schopné reagovat a pfizpUsobit se Siroké Skale nepfiznivych jev(, a
proto béhem evoluce doslo k vyvoji celé fady adaptivnich mechanismd, diky kterym mohou
pruzné reagovat na meénici se podminky okoli. NejdllezitéjSimi signdlnimi molekulami
v rostlinach jsou fytohormony. V rostlinach existuje pét hlavnich tfid fytohormond, z nichz
zejména tfi (auxiny, cytokininy a gibereliny) nachdazeji uplatnéni v zemédélské praxi jako
prakticky vyuZitelné reguldtory rlstu a vyvoje kulturnich rostlin. Pro rostlinné hormony (na
rozdil od hormon( zvifecich) je charakteristické zejména Siroké spektrum biologickych ucinka,
coz je dano i ¢asteCnym propojenim (tzv. crosstalk mechanismy) jejich signalizacnich drah v
burice. Pfenos cytokininového signalu je v rostlinach realizovan pomoci fosforylaéni kindzové
kaskady tzv. dvoukomponentového systému (TCS, ,two-component regulatory system®),
podobny dvouslozkovy sytém je pfitomny i u evoluéné nizsich organismu. Zakladnim prvkem
v signalizaci jsou cytokininové receptory. U Arabidopsis thaliana jsou znamy tti typy histidin
kindzovych receptoru, které jsou schopné prendset signdl po vazbé CK ligandu — AHK2, AHK3
a CRE1/AHK4.

V drivéjsich publikacich se hovofilo o tom, Ze cytokininové receptory jsou na bunécné
urovni lokalizované na cytoplazmatické membrané (PM) — naznacovaly to zejména lokalizacni
studie s AHK3-GFP fuznim proteinem transientné exprimovanym v Arabidopsis protoplastech
(Kim et al. 2006). Nejnovéjsi objevy ukazuji, Ze umisténi na PM neni jednoznacné a pfi CK
percepci se zfejmé uplatnuje vice bunéénych kompartment(l, coz mize mit vyznamny vliv pro
regulaci cytokininové signalizace v burnice. Tato prace je zamérena na klonovani a
charakterizaci dvou cytokininovych receptord, a to AHK2 a AHK3, které jsou v porovnani

s receptorem CRE1/AHK4 relativné méné prozkoumané.
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7

2. Teoreticka c¢ast

2.1 Objev a klasifikace cytokinin(

Cytokininy jsou nizkomolekularni latky, které se fadi do skupiny rostlinnych hormonl a
vyznamné zasahuji do fady regulacnich proces(. Rozdil mezi Zivoc¢iSnymi a rostlinnymi
hormony je vyrazny. Hlavni rozdil je v rozsahu plsobeni, kdy u ZivocisSnych hormon( je velmi
Uzké spektrum ucink(; za syntézu Zivocisnych hormon( jsou zodpovédné specializované Zlazy
s vnitfni sekreci. Naopak rostlinné hormony maiji pleiotropii U¢inek a mohou byt vytvareny
vétsinou typl bunék, zvlasté pro CK (a pro auxiny) je velmi charakteristické, Ze ovliviuji celou
fadu fyziologickych a vyvojovych déji (Werner & Schmidilling, 2009; Zalabak et al., 2013). Jejich
primarni plsobeni spociva v stimulaci bunécného déleni (cytokinezi), odtud je také odvozen
jejich nazev (Skoog et al., 1965).

V roce 1955 popsali Skoog a Miller prvni chemicky definovanou latku s CK aktivitou,
kinetin. Systematicky nazev je 6-furfurylaminopurin, jednd se o synteticky CK izolovany z
autoklavované DNA spermatu sledé. Oznaceni kinetin bylo vybrano z toho divodu, Ze tato
latka podporuje bunécéné déleni za podminky soucasného plsobeni auxinu v rlstovém médiu
(Miller et al., 1955).

Dlouho dobu se prepokladalo, Ze kinetin se pfirozené nevyskytuje a jedna se pouze o
DNA degradacni produkt, pozdéji vsak byla navrZzena cesta pro in planta syntézu kinetinu
v bunécném jadre (Barciszewski et al., 1996).

Jako pfirozené cytokininy jsou oznacovany latky, které obsahuji substituci na N® pozici
adeninu. Vyskytuji se ve formé biologicky aktivnich volnych bazich; molekula cytokininu maze
byt ddle modifikovdna a vyskytovat se v podobé nukleosidu, nukleotidu, ¢i mulze byt
konjugovdna s D-glukosou v nékolika pozicich. Prvnim popsanym pfirozené se vyskytujicim CK
byl trans-zeatin ((E)-2-methyl-4-(7H-purin-6-ylamino)but-2-en-1-ol) izolovany z nezralého

endospermu kukutice (Zea mays, odtud i nazev latky) (Letham & Miller, 1965).

2.1.1 Pfirozené se vyskytujici CK

Po chemické strance mulZeme pfirozené se vyskytujici cytokininy charakterizovat jako
Nb-substituované derivaty adeninu; podle typu postranniho fetézce Ize CK déle délit na
isoprenoidni a aromatické (Werner & Schmdiilling, 2009).

Mezi isoprenoidni CK patfi Né-isopentenyladenin a jeho hydroxylovana forma zeatin,
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ktery se vyskytuje ve dvou isomernich podobach (trans-zeatin a cis-zeatin) liSicich se vyskytem
v rostlinach i odliSnou Skdlou biologickych Gc¢inkl. Naopak z aromatickych lze kromé jiz drive
uvedeného kinetinu zminit rovnéz benzyladenin a jeho hydroxylovany derivat topolin (Strnad,
1997). Isoprenoidni CK jsou v pfirodé hojné zastoupené, na rozdil od aromatickych CK, které
dlouhou dobu byly zndmy prevazné jako uméle pripravené slouceniny (Frébort et al., 2011).

Nejhojnéji zastoupenou skupinou CK jsou ty s nenasycenym isoprenoidnim postrannim
fetézcem, ve vyssich rostlinach jsou biologicky nejvyznamnéjsi formou Né-isopentenyladenin
(iP) a trans-zeatin (tZ) (Obr. 1) (Mok et al., 1990). Isopreonoidni cytokininy se dale nalézaji u
mechd, fas a rovnéz jsou produkovany nékterymi druhy hub (Frébortova & Frébort, 2021).
Izomerie hraje vyznamnou roli v aktivité daného CK. tZ je aktivni CK u vSech rostlinnych druhd,
naproti tomu cis-zeatin (cZ) (Obr. 1) je vyznamné aktivni u nékterych druhd jednodéloznych
rostlin a jeho fyziologické funkce nejsou do dneSniho dne stale dobre objasnény. Napriklad u
ryze je cZ aktivni cytokininovou formou, jehoz aktivita je srovnatelna s tZ a vyznamné ovliviiuje
CK signalni drdhu i metabolismus tohoto fytohormonu (Kudo et al., 2012). Naopak v
dormantnich semenech a v apikalnich pupenech prevazuje dalsi CK typ, dihydrozeatin (DHZ)

(Obrazek 1) (Mok et al., 1990).

trans-zeatin cis-zeatin
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Obrazek 1: Strukturni vzorce bézné se vyskytujicich pfirozenych cytokinini: trans-zeatinu, cis-zeatinu,
dihydrozeatinu a N°-isopentenyladeninu.
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2.1.2 Syntetické CK

Krom prirozené se vyskytujicich CK byla popsdna fada syntetickych latek, které v rostlinném
organismu mimikuji cytokininové plsobeni. Patfi mezi né latky zcela syntetické povahy, kam
fadime zejména slouceniny odvozené od mocoviny nebo thiomocoviny — jako zastupce této
skupiny lze uvést thidiazuron (1-fenyl-3-(1,2,3-thiadiazol-5-yl)urea (Obr. 2) (Erland et al.,
2020).

Do druhé skupiny bychom mohli zafadit cytokininové derivaty, které byly vytvoreny
jako analoga jiz znamych pfirodnich cytokininG. Presto, Ze se jednd o syntetické latky, CK
derivaty ¢asto vykazuji zvySenou schopnost interakce s cytokininovymi receptory, a nasledna
transkripce genu cytokininové drahy se promita do vysoké biologické aktivity (Strnad, 1997,
Frébort et al., 2011,Dolezal et al., 2006, Honig et al., 2018).

Nejcastéji pouzivanym syntetickym cytokininem je 6-benzylaminopurin (Obrazek 2),
jedna se o synteticky derivat prvni generace, ktery byl testovan jiz v laboratofich rostlinného

fyziologa F. K. Skooga (Skoog et al., 1967).

Né-benzylaminopurin thidiazuron

Obrazek 2: Strukturni vzorce synteticky pFipravenych cytokininG: N®-benzylaminopurinu a
thidiazuronu.
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2.2 Metabolismus cytokinin(

Pro rostlinu je zasadni udrZovat homeostazu organismu, k tomu slouzi fada kontrolnich
mechanisml vcéetné regulace CK metabolickych a signaliza¢nich drah. Hormonalni
homeostdza je duleZita pro normalni rdst a vyvoj rostliny. Mnozstvi cytokininl je v rostlinach
udrZovano fadou mechanismu, jako je regulace syntézy, rychlost transportu, mirou degradace

nebo pomoci pfemény CK na jejich aktivni/neaktivni formu (Werner & Schmiilling, 2009).

2.2.1 Biosyntéza cytokininQ

Metabolické a biosyntetické drahy u cytokininl jsou zatim prevainé popsany pro isoprenoidni
CK (Obrazek 3), u aromatickych CK nejsou metabolické déje pfiliS pochopeny. Isoprenoidni
cytokininy mohou byt v rostlinach syntetizovany dvéma zpusoby, jednd se bud o pfimou nebo
nepfimou cestu. Zakladem biosyntézy je pripojeni isoprenoidniho retézce na adeninovy
nukleosid fosfat (AMP, ADP nebo ATP) pomoci enzymu adenyldt isopentenyl transferasy (IPT;
EC 2.5.1.27) (Kakimoto, 2003b).

Dand IPT byla kromé rostlin nalezena také v nékterych fytopatogennich
mikroorganismech jako je Agrobacterium tumefaciens nebo Rhodococcus fascians (Kamada-
Nobusada & Sakakibara, 2009). Studie, ktera se zabyvala biochemickou charakterizaci IPT
nachdzejici se jak ve vyssich rostlinach, tak v Agrobacterium tumefaciens, ukazala odliSnou
substratovou specifitu pro enzym IPT. Konkrétné u vysSich rostlin dochazi k pfednostnimu
vyuziti ADP nebo ATP pred AMP jako akceptorem prenylové skupiny (Kakimoto, 2001).

V Arabidopsis thaliana existuje celkem 7 IPT gen( (AtIPT1, AtIPT3-AtIPT8) (Kakimoto
2001), které zajistuji biosyntézu CK vySe popsanym zplsobem (,pfima biosyntéza“). Krom
toho existuji v Arabidopsis dalsi dva IPT geny (AtIPT2 a AtIPT9) (Miyawaki a kol., 2006), tzv. t-
RNA IPT, které dokaZzi pfipojit isoprenoidni fetézec na adenin v molekule tRNA (,nepfima

biosyntéza“) (Sakakibara, 2006).

2.2.2 Pfima draha biosyntézy CK
Prvni krokem pfimé cesty biosyntézy CK je adice prenylové skupiny dimethylallyldifosfatu

(DMAPP) nebo 1-hydroxy-2-methyl-2-butenyl-4-difosfatu (HMBDP) na N° pozici adeninu k

17



molekule adenosin mono-, di- nebo trifosfatu (AMP, ADP, ATP) (Kakimoto, 2001).

K pfenosu prenylové skupiny z DMAPP nebo HMBDP na AMP, ADP nebo ATP dochazi
zejména v plastidech (nékteré izoformy mohou byt lokalizovany rovnéz v mitochondriich i
v cytosolu). Zde rovnéz dochdzi také k syntéze DMAPP, ten je vytvaren methylerythritol 4-
fosfatovou (MEP) drahou v plastidech, nebo mlzZe vznikat v mevalonatové (MVA) draze
v cytosolu (Kakimoto, 2003b).

Rostlinné IPT prendsi prenylovou skupinu prednostné na ADP ¢i ATP akceptory,
produktem reakce je pak isopentenyladenin ribosid 5'-difosfat (iPRDP) nebo
isopentenyladenin ribosid 5'-trifosfat (iPRTP). Za ucasti cytochromu P450 monooxygenazy
(resp. specializovanych izoforem CYP735A1 a CYP735A2 (Takei et al., 2004)) mUzZe dochazet ke
katalytické hydroxylaci isopentenylového postranniho fetézce za vzniku cytokininu trans-
zeatinového typu (Sugawara et al., 2008). Dale musi byt neaktivni formy CK prevedeny na
aktivni formy, coZz jsou volné bdaze (Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001). To je umoZnéno
prostiednictvim dvoustupriové aktivacni cesty nebo prostrednictvim primé aktivacni cesty. Ve
dvoustupriové aktivacni cesté dochazi k hydrolytickému Stépeni fosfatu z ribotidu za
pritomnosti fosfohydroldzy. Ze vzniklé ribosidové formy, je poté odstépen ribosid pomoci
prislusné nukleosiddzy. V prfimé aktivacni cesté je klicovy enzym fosforibohydrolasa LONELY
GUY (LOG). LOG enzym dokaze diky své fosforibohydrolazové aktivité specificky Stépit CK

nukleosid monofosfat pfimo na volné baze (Kurakawa et al., 2007).

2.2.3 Nepfima draha biosyntézy CK

Druhd, nepfimad, cesta biosyntézy CK je zprostfedkovana degradaci transferové RNA (tRNA)
(Obrazek 3) a byla potvrzena jak u rostlin, tak u bakterii a hub (Golovko et al., 2002). Tato
alternativni cesta je katalyzovana enzymem dimethylallyl-diphosphate: tRNA dimethylallyl
transferasou (A2-isopentenyl pyrofosfat: tRNA isopentenyl transferazou; tRNA-IPT; EC
2.5.1.75) (Miyawaki et al., 2004). V ramci této drahy dochazi k prenylaci adeninu v pozici 37
na antikodonové smycce molekuly tRNA — dochazi k pfenosu isopentylové skupiny (DMAPP)
na adenin 37 a ndasledné cis-hydroxylaci za vzniku cis-zeatin ribosid 5-monofosfatu (cZRMP)
(Sakakibara 2006). Hlavnim produktem nepfimé drahy je tedy cZ (vznik tZ touto drahou nebyl

potvrzen), ktery je ve vétSiné rostlinnych druh( malo aktivni CK formou, spekuluje se o
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existenci cis-trans izomerazové aktivity, ktera by mohla pfispivat ke konverzi na vysoce aktivni

CK formu, tZ (Murai, 2020).
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Obrazek 3: Model metabolismu cytokinind spojeny s cytokininovou signalni drahou.
Zacatek biosyntézy iP-cytokinind a tZ-cytokininl je realizovdn pomoci adenylat-isopentenyl
transferdzami (IPT) a vznikaji iP-nukleotidy, ty ddle mohou byt preménény na tZ-nukleotidy
monooxygendzami cytochromu P450 (CYP735As).iPRTP, iPRDP a dané tZ-nukleotidy jsou
defosforylovany fosfatdzami a mohou byt dale pfevedeny na aktivni volné baze cytokinin nukleosid 5'-
monofosfat fosforibohydrolazami (LOG). Cis-zeatin (cZ) je syntetizovan pomoci tRNA-IPT, ta vyuZiva
tRNA jako prenylové akceptory. Modie zvyraznéné aktivni formy CK mohou byt inaktivovany cytokinin
oxidazami/dehydrogendzami (CKX) a konjugovany scukry prostfednictvim glykosyl transferaz
(UGT). Nasledné dochazi k pfenosu signalu prostfednictvim dvoukomponentniho (His-Asp) systému,
na ¢emz se podileji proteiny AHP a reguldtory ARR (typ B a typ A). ARR typu B, které obsahuji C-
terminalni DNA-vazebnou doménu, umozZnuji vazbu s DNA. ARR typu A jsou schopné potlacit
signalizaci kompetici s regulatory typu B. Pfevzato a upraveno (Werner & Schmiilling, 2009).
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2.3 Degradace a inaktivace cytokinin(
Hladinu aktivnich CK Ize ovlivnit také prostfednictvim konjugace s cukry, nejbéznéji s glukézou
nebo prostrednictvim ireverzibilniho Stépeni cytokinin oxidazami/dehydrogenazami (CKX)

(Werner et al., 2006).

2.3.1 CKX

Oxidativni Stépeni bylo poprvé dokazano v tabakové kultufe a nasledné byl dany enzym
pojmenovan jako cytokinin oxidaza (Paces et al., 1971). Pti reakci dochazi k oxidativnimu
$tépeni N® nebo N? postranniho Fetézce daného CK a dochazi tak k tvorbé adeninu a aldehydu,
ktery je odvozen od pfrislusného postranniho retézce. Dalsim krokem daného déje je
dehydrogenace CK na iminovy meziprodukt, kdy elektronovy akceptor odebere dva elektrony
z flavinového kofaktoru enzymu. Dtive byl pfedpoklad, Ze hlavnim akceptorem elektronu je
molekularni kyslik, coz se nasledné ukazalo jako milné a tento enzym byl pfeklasifikovan na
CKX dehydrogendzu, vliterature se rovnéz setkavame s oznaCenim cytokinin
oxidaza/dehydrogendza (CKX; EC 1.5.99.12) (Galuszka et al., 2001).

U Arabidopsis thaliana je zndamo celkem sedm genu kédujicich enzymy CKX, které jsou
oznacovany jako AtCKX1 az AtCKX7 a které mohou byt exprimovany uvnitf buriky nebo v
apoplastickém prostoru (Werner et al., 2003). Aktivita CKX izoenzym se u rlznych rostlinnych
druh(i pomérné vyrazné lisi, a lisi se rovnéz preference pro rlizné CK substraty (Zalabak et al.
2016). Z hlediska CK homeostadze je velmi dulezitda rovnéz subceluldrni lokalizace CKX
izoenzymQ; v Arabidopsis je pouze jedna forma lokalizovadna v cytosolu, dllezZitd je lokalizace
v ER a ndsledné v apoplastickém prostoru bunky, kde je pfitomna vétSina CKX isoforem
(AtCKX2, AtCKX4, AtCKX5 a AtCKX6), u dvou forem se predpoklada vakuolarni lokalizace
(AtCKX1 a AtCKX3) (Werner et al., 2003; Kollmer et al., 2014). Naproti tomu v kukufici se ER
lokalizace zda byt pouze docasnd a jednotlivé ZmCKX isoformy jsou ndsledné vnitfni sekreéni
drahou dopravovany do vakuoly (Zalabak et al. 2016).

Dulezitou strukturou pfi odbouravani CK je dvojnd vazba v postrannim fetézci CK, ty
jsou obsaZzeny napfiklad v N°-isopentenyladeninu nebo zeatinu a jejich ribosylovanych
derivatech, z toho dlvodu jsou tyto CK pfirozenymi substraty pro CKX. Naopak mechanismus

Stépeni aromatickych CK zUstava do soucasné stale neobjasnén (Galuszka et al., 2000).
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2.3.2 Konjugace CK s cukry

Dalsim mechanismem regulace hladiny aktivnich CK v rostliné je jejich konjugace s cukry, kdy
dochazi k vratné nebo nevrtané modifikaci CK. Pfi reverzibilni inaktivaci se tvofi O-
glykosylované cytokininy, ty v rostliné mohou dale plnit zasobni funkci. Dané konjugaty se
prevdzné nachazi v rostlinnych vakuoldch. Nasledné mohou byt nékteré O-glukosidy
reverzibilné hydrolyzovany zpét na volné baze pomoci enzymu B-glukosiddzy a tim zpétné
aktivovany (Brzobohaty et al., 1993). Bylo zjisténo, Ze pod vlivem stresovych podminek, jako
je napriklad vysoka koncentrace tézkych kovl, dochazi k zvySené konjugaci CK s glukdzou
(Atanasova et al., 2004).

Ptitrvalé inaktivaci dochazi prevainé k tvorbé CK N-glukosidu, pricemz se predpoklada,
Ze zejména N’- a N°-glukosidy jsou terminalni inaktivni CK formy vykazujici jen zanedbatelnou
aktivitu v CK biotestech (Sakakibara 2006). Pfi tvorbé CK N- i O-glukosidu se uplatfiuje enzym
UDP-glykosyltransferaza (UGT; EC 2.4.1.X), donorem cukru je uridindifosfat (UDP) (Bowles et
al., 2006). V rostlinné Fisi patfi CK UGT do velké genové rodiny glykosyltransferaz (Family 1),
které jsou schopny konjugovat Sirokou skdlu akceptorovych molekul, fada znich byla
analyzovana v rekombinantni formé (Hou et al., 2004). U Arabidopsis thaliana bylo objeveno
pét UGT, z toho tfi (UGT85A1, UGT73C5 a UGT73C1) jsou zodpovédné za O-glykosylaci tZ, cZ
a DHZ. U dalSich dvou (UGT76C1, UGT76C2) dochdzi k N-glykosylaci vSech cytokinini na
pozicich N” a N? (Blagoeva et al., 2004).
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2.4 Transport cytokinint
Dfive se predpokladalo, Ze se CK tvofi hlavné v kofenech, a Ze z kofen( jsou nasledné
transportovany do zbytku rostliny (Letham & Palni, 1983).

Soucasny model cytokininového transportu na dlouhou vzdalenost je sloZitéjsi a
predpoklada transport iP v obou smérech (tedy z korfene do listd a naopak), u tZ/tZR se
predpoklada sprazeni s transportem NO3~ (Kudo et al., 2010). V kofenech dochazi k syntéze
CK tZ typu a poté dochazi k transportu pomoci xylému do rostlinnych vyhonk(. Naopak
primarné v listech dochazi k syntéze CK iP typu a pomoci floému jsou dané CK transportovany
do korene (Hirose et al., 2008).

V neddvnych studiich byla diskutovana role ABCG transportérl na dalkovy transportu
CK (Ko et al., 2014; Zhang et al., 2014).

Transport mezi burikami je predmétem mnoha vyzkumU. Pfenasece se déli do dvou
skupin, podle toho, jestli zprostredkovavaji pritok CK do buriky (influx) nebo odtok (eflux) CK
z buky (Kudo et al.,, 2010). Mezi objevené influx pfenaSece se radi ENT proteiny
(EQUILIBRATIVE NUCLEOSIDE TRANSPORTER), jejich funkci je transportovat nukleosidy pres
membranu (Wormit et al., 2004). Druhou skupinou influx pfenasec(i jsou purinové permedzy

(PUP), strukturné to jsou malé integralni membranové proteiny (Birkle et al., 2003).

2.4.1 Transportéry ABCG
Transportéry ABCG se tadi do podrodiny , ATP-binding cassette” (ABC) transportér(, dané
transportéry se vyskytuji ve vSech ZivociSnych fiSich a maji velmi Sirokou substratovou
specifitu. U¢astni se transportu substrat(l pfes membranu prostiednictvim hydrolyzy ATP,
které slouzi jako zdroj energie. ABCG transportéry jsou sloZzené z dvou nukleotidovych
vazebnych domén (NBD) a dvou transmembranovych domén (TMD). NBD domény maji
sekvenéni motivy pro hydrolyzu ATP, zatimco TMD obsahuji 4-10 a-helix(i, ty zakotvuji
transportér do membrany a vytvari translokaliza¢ni drahu pro pifenos pfes membranu (Verrier
et al., 2008). V Arabidopis thaliana bylo nalezeno pfiblizné 130 ¢lent AtABC proteinovych
rodin, které se dale déli 8 podrodin (AtABCA-AtABCG, AtABCI), kdy nejvice zastoupenou
podrodinu tvofi ,,G subfamily ATP-binding cassette” (AtABCG) (Zhao et al., 2021).

Role ABCG transportéru vzhledem k transportu CK na dlouhou vzdalenost (z kofene do

nadzemni ¢asti) byla v Arabidopsis thaliana objasnéna v rdmci dvou nezdvislych studii (Ko et

22



al., 2014; Zhang et al., 2014). Ve studii Ko et al., 2014 bylo zjisténo, Ze zmény v expresi genu
AtABCG14 ovliviuji cytokininovou homeostdazu na urovni celé rostliny. Loss-of-function
abcg14 mutantni rostliny vykazovaly zpomaleny vyvoj nadzemni ¢asti — mutantni rostliny mély
signifikantné mensi listovou rizici a tenci kvétni stopky nez divoky typ. Dale byla u mutantnich
rostlin silné sniZzena velikost a pocet xylémovych a floémovych bunék. Poté, co byla u
mutantnich rostlin exogenné aplikovana aktivni CK baze (tZ), doslo k ¢aste€nému obnoveni
normalniho vyvoje. Stanoveni CK hladin v kofeni a listech mutantnich rostlin a translokacni
experimenty s radioaktivné znacenym tZ nasledné potvrdily predpoklad, Ze exprese tohoto
transportéru primo ovliviiuje translokaci tZ z kofene do nadzemni ¢3sti rostliny (Ko et al.,
2014; Zhang et al., 2014). Ze zatim zndmych informaci vyplyva, ze AtABCG14 je zapojeny do
dalkového transportu CK; dale se predpoklada, ze se na dalkovém transportu také podili dalsi
transportéry z rodiny PUP (Borghi et al., 2015), pfipadné rovnéz transportéry z rodiny ENT, kde

nékteré isoformy z této rodiny rovnéz vykazuji mozny cytokininovy fenotyp (Nedved 2021).
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2.5 Biologicka aktivita

Cytokininy jsou signalni molekuly, a jako takové plsobi ve velmi nizkych koncentracich (1-50
pmol na gram cerstvé hmotnosti). PUsobeni CK ma jak parakrinni funkci, kdy dochazi
k lokdInimu prenosu signdlu v meristémech ¢i dalSich pletivech, tak pusobi i na velké
vzdalenosti (viz. kapitola 2.4.1), kdy jsou cytokininy zapojeny do signalnich drah pro
dostupnost zivin (Kakimoto, 2003b).

Zasadni z hlediska biologické aktivity CK je jejich forma. V rostliné se mlzou CK
vyskytovat bud v aktivni formé jako volné baze, mohou existovat v neaktivni/transportni
formé jako nukleotidy nebo nukleosidy, nebo mohou tvofit vySe zmifiované konjugaty s D-
glukosou (viz. Kapitola 2.3.2). Ke konjugaci s glukosou miZe dochazet na atomu N3, N”a N’
adeninového kruhu a ddle také na hydroxylu v postrannim Ffetézci. Prenylovy postranni fetéz
zeatinl mUZe byt rovnéz konjugovan s molekulou xylosy, opét za vzniku inaktivni CK formy
(Hou et al. 2004). U nukleosid(l je ribézovy cukr navdzdn na atom N° purinové cyklu, u
nukleotid(l je na ribdzovou ¢ast navdzana jesté fosfatova skupina (Boya et al., 2018). Hlavni
biologickou funkci tZ ribosidu (tZR) je zfejmé transport tohoto zeatinového CK na dlouhou
vzdalenost, tZR je hlavni cytokininovou formou v xylémové stavé a podle sou¢asného modelu
dochazi k akropetalnimu transportu z korene do nadzemni ¢asti.

Celkovy obsah CK v rostlindch je zaloZen na rovnovaze mezi syntézou novych CK a
rychlosti transportu a presmykem mezi aktivni a neaktivni formou (Galuszka et al., 2008).
Vnimdni CK je v rostlindch zprostfedkovano pomoci tfi druh CK receptor(: AHK2, AHK3 a
AHK4/CRE1, strukturné se jedna o hybridni histidin kindzy s CK vazebnou doménou CHASE
(Heyl & Schmiilling, 2003).

Brzo po objevu CK bylo zjisténo, Ze spolu s auxiny hraji hlavni roli pfi tvorbé rostlinnych
struktur(Skoog & Miller, 1957) . CK se podileji v rostlinach na kontrole bunééného déleni a na
dalSich procesech rostlinného rlstu a vyvoje, jako je apikalni dominance, vétveni vyhonk( a
koren, rust listd, rast postrannich pupent, fotosyntézy, kliceni semen, tvorby kvétl a listové
senescenci. Dalsi skupinou proces(, do kterych jsou CK zapojeny, jsou procesy mobilizace a
distribuce Zivin (Mok & Mok, 2001). V neposledni fadé zprostfedkovavaji i fadu déjl

regulovanych svétlem, jako deetiolaci nebo diferenciaci chloroplastt (Frébort et al., 2011).
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2.5.1 Role cytokinin( pfi senescenci

Rostlinnd senescence predstavuje posledni vyvojové stadium rostliny. Jednd se o
degenerativni proces, ktery je pfisné regulovany. Proces senescence je ovlivnén cetnymi
faktory, jako je bioticky a abioticky stres (nedostatek Zivin, sucho, zasoleni) nebo endogennimi
faktory (stafi rostliny, mnozstvi rostlinnych hormona) (Gan & Amasino, 1997).

Jednou z prvnich studii, ktera se vénovala antisenescencni aktivité CK, byla studie
Richmonda a Langa. V experimentu byl aplikovan kinetin na oddélené listy tabdku. Vysledky
ukazaly, Ze listy oSetfené kinetinem byly vyrazné zelenéjsi, tedy doslo ke zpomaleni procesu
senescence, oproti kontrolnim listdm (Richmond & Lang, 1957). Dalsi studie nasledné popsaly
vztahy mezi hladinou danych CK a mirou senescence (J. Kim et al., 2018; Woo et al., 2013).
Podle modelu uvedeného na Obrazku 4 se v procesu senescence uplatiiuje rfada rostlinnych
hormont, cytokininy oddaluji senescenci skrze aktivaci drahy pres receptor AHK3 (a naslednou
aktivaci transkripéni drahy fizenou ARR2), ddle bylo zjisténo, Ze kyselina giberelova (GA),
auxiny a cytokininy zpomaluji starnuti, naopak etylen, kyselina jasmonova (JA), kyselina

abscisova (ABA) a kyselina salicylova (SA) ji urychluji (Frébortova & Frébort, 2021).
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NAC1 ’
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Poidtek senescence
Makromolekuldrni | Transport Zivin Detoxifikalni a
degradace obranné procesy

- Ztrdta chlorofylu a mobilizace dusiku a lipidi
- Navyieni antioxidanti a exprese obrannych gen

Buné&éna smrt

- Degradace DMNA v jadie a mitochondiich
- Ztrata celistvosti plazmy a vakuol

Obrazek 4: Model regulace listové senescence. Listova senescence je komplexni proces. Dochazi
k vzajemnému plisobeni mezi vnéjsimi a vnitfnimi faktory. Jednotlivé regulaéni drahy se déle seskupuji
a tvofi regulacni sité. Ty jsou zodpovédné za degradacni procesy a mohou vést az k bunééné smrti.
Pfevzato a upraveno (Pyung et al. 2007).
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2.5.2 Regenerace organl

V laboratorni praxi se pro regeneraci organi nebo celych rostlin pouziva metody
organogeneze in vitro. Podstatou dané metody je schopnost rostlinné totipotence (Sang et al.,
2018).

Nedilnou soudasti organogeneze in vitro jsou rovnéZ rostlinné hormony, které
specificky ovliviiuji bunéény vyvoj. Pfi péstovani tkanovych kultur je zcela zasadni spravny
pomér mezi cytokininy a auxiny (lkeuchi et al., 2016). Pfi vyssi hladiné cytokinin( prevlada
tvorba nadzemnich casti rostliny, naopak pfi prevaze auxin dochazi k tvorbé koren(l. Pokud
vsak jsou oba druhy fytohormon( v rovnovaze dochazi k tvorbé kalusu (Riefler et al., 2006).
Cary et al.,, 2001 se zabyvali optimalnimi podminkami koncentrace CK pfi organogenezi
tkanovych kultur. Studie se zaméfila na mutantni rostliny Arabidopsis thaliana, které mély
mutaci v genu IRE, kdy tito mutanti vykazovali zvySenou regeneraci organd. U mutantnich
rostlin doslo k vétsi tvorbé vyhonk( a k zvySené tvorbé zeleného kalusu a korent. Déle bylo
zjisténo, Ze IRE geny mohou byt zapojeny do signalni drahy pro tvorbu organ( pfi
organogenezi. V béZzném vyvoji rostlin Mohou byt /IRE geny zapojené do signdlni drahy, kterd

ovliviiuje tvorbu novych vyhonk a kotenU (Cary et al., 2001).

27



2.6 Cytokininové receptory

2.6.1 Typy cytokininovych receptor(

K nalezeni CK receptori bylo vynaloZeno znacné usili, vroce 2001 byl v nékolika pracich
nezavisle popsan prvni cytokininovy receptor CRE1/AHK4 v Arabidopsis thaliana (Inoue et al.
2001, Suzuki et al. 2001, Ueguchi et al. 2001). CRE1/AHK4 byl prvni objeveny receptor, ktery
prokazatelné vazal cytokininy a byl schopny prendset signal pres membranu. Diky
pokrocujicim analyzdm genomu Arabidopsis thaliana byly rovnéz predikovany dalsi
cytokininové receptory, AHK2 a AHK3 (Ueguchi et al. 2001).

CRE1/AHK4 ma ve vysSich rostlindach jinou pletivovou lokalizaci neZ receptory
AHK2/AHK3, a tyto dvé skupiny receptor( ziejmé rovnéz plini odlisSné biologické funkce.
CRE1/AHK4 je lokalizovan zejména v kofeni, v oblasti stele, kde plni dileZitou roli béhem
vyvoje vaskulatury (Mdhonen et al., 2006), AHK2 a zejména AHK3 maiji pleiotropni lokalizaci,
nachdzi se v koreni i v nadzemnich ¢astech rostliny. AHK3 receptor je zapojeny do mnohych
vyvojovych procesl jako naptiklad vyvoj prytu, chloroplastd, reguluje listovou senescenci, riist
vyhonU a v neposledni fadé je zapojeny i do deetiolace vyhonk(. Oproti tomu CRE1/AHK4
receptor se obecné uplatriuje spiSe do procest spojenych s tvorbou koren( a rovnéz pfi déleni
tkanovych kultur (Inoue et al., 2001).

Strukturné se cytokininové receptory daji oznacit jako hybridni histidinové kinasy s tzv.
CHASE (Cyclase/ Histidine Kinase Associated Sensory Extracellular) doménou, kterd je vysoce
specificka pro vSechny aktivni CK formy. Tyto receptorové, membranové vazané histidinové
kinasy se vyskytuji uz u bakterii a nizsich eukaryot, kde pIni celou fadu senzorickych funkci
(Romanov et al.,, 2006). Dané receptory jsou ve vyssich rostlinach slozené ze dvou az tfi
transmembranovych domén, na svém N-termindlnim konci nesou uvedenou CHASE doménu,
kterad po vazbé s ligandem zméni svou konformaci a dojde k dimerizaci receptorovych histidin
kinas (HK) (Kim et al., 2006). Kromé CHASE domény, se zde nachazi také prenasecova HK
doména a dvé prijimaci domény (RD, reciever domain), druhé z nich obsahuje konzervovanou
pozici Asp nutnou pro prenos fosfatového zbytku. Extraceluldrni ¢ast receptoru je zodpovédnd
za vazbu cytokinint (Stolz et al., 2011).

Rozli¢na specifita vazby mezi receptory a riznymi cytokininy je pfedmétem mnohych
studii. Spichal a kolegové se zabyvali rozdilnou mirou vazby isoprenoidnich a nékterych
aromatickych CK na CRE1/AHK4 a AHK3 receptory, kdy pouZili heterologni bakteridlni systém
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produkujici CRE1/AHK4 a AHK3 receptory z Arabidopsis thaliana a odpovéd’ kvantifikovali
pomoci reportérového genu pro B-galaktosidazu (Spichal et al,. 2004). Vysledkem studie bylo,
Ze oba receptory dobre vazaly cytokininy isoprenoidniho typu, tZ a iP, ale pouze AHK3 navic
dokazal rozpoznat také cZ a DHZ. Rozdil byl dale u rozpoznavani ribosid(i a ribotid(, kdy u
CRE1/AHK4 nedoslo k aktivaci receptoru, naopak AHK3 receptor byl aktivovan tZR i jeho
monofosfatem. Vysledky ukazuji, Ze rozlicna exprese CK receptord v riznych ¢astech rostliny
a vrlaznych vyvojovych procesech je spolu s jejich selektivitou pro pfislusnou formu CK

dalezitym regulaénim mechanismem (Spichal et al., 2004).

2.6.2 Lokalizace receptort

Drivéjsi poznatky naznacovaly, Ze cytokininové receptory jsou lokalizované na cytoplazmatické
membrané (Kakimoto, 2003). Tato teorie byla postavena na bioinformatické analyze
proteinovych sekvenci a na jejich podobnosti se senzorovymi His kindzami, které jsou
pritomné v bakteriich a kvasinkach (Inoue et al., 2001). Nasledné bylo experimentalné
potvrzeno, ze fuzni protein AHK3-GFP byl lokalizovdan na cytoplazmatické membrané u
protoplastl Arabidopsis thaliana (Kim et al.,, 2006). Pfi dalSich biochemickych testech
s cytokininovymi receptory se ukdzalo, Ze jejich nejvyssi hormon-vazebna aktivita je pfi slabé
alkalickém az neutralnim pH, to je typické pro oblast cytoplazmy a endoplazmatického retikula
(ER), naopak dané pH neni typické pro oblast apoplastu. V roce 2011 nékolik studii nezavisle
demonstrovalo pritomnost receptord na membrdné ER; experimenty byly zaloZeny na
pozorovani subceluldrni lokalizace v rliznych transientnich expresnich systémech, jako jsou
epidermalni burky listh tabaku (Nicotiana benthamiana) a na membranovy frakcionacich u
Arabidopsis a kukufice — na zdkladé téchto vysledk( byla ER membrana navriena jako hlavni
misto CK percepce v burce (Caesar et al., 2011; Lomin et al., 2011; Wulfetange et al., 2011).
Vysledky z posledni doby ovSem ukazuji, Ze subcelularni lokalizace CK receptord je
nejednoznacnd a zavisi na celé radé faktorq, jako je typ bunék a ¢ast korene, kde se prislusna
bunka nachazi. Na zakladé studia stabilni CRE1/AHK4-GFP linie se zda, Ze tento receptor
podléhd transportu vnitini sekre¢ni drahou z endoplazmatického retikula (ER) do PM, a tato
draha muze predstavovat vyznamny regulacni krok pro kontrolu CK aktivity na bunécné drovni
(Kubiasova et al., 2020). Rovnéz bylo demonstrovano, Ze imobilizované CK ligandy (které

nemohou projit skrze membranu) jsou schopny alespon ¢astecné iniciovat CK signalizacni
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dradhu pro jednotlivé CK receptory, a PM tak predstavuje, spolec¢né s ER, misto pro percepci
alespon nékterych CK forem (Antoniadi et al., 2020). Na rozdil od receptoru CRE1/AHK4 nejsou

k dnesnimu dni stale jednoznacné probadané otazky lokalizace receptord AHK2 a AHK3.
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2.7 Cytokininova signalizacni draha

K pfenosu extracelularniho nebo intraceluldrniho signdlu nejéastéji dochazi pomoci
fosforylace proteind. Prostiednictvim signalni kaskady dochazi k pfenosu signdlu aZz do jadra,
tam poté dochazi k transkripci specifickych gent (Stock et al., 2000).

Rada experimentl ukdzala, Ze cytokininovy signal je vniman a prenasen pomoci
vicestupriové fosforylace v systému, ktery je oznacovan jako dvoukomponentni systém (TCS,
two-component system). Dany systém se evoluc¢niho pohledu vyskytuje jiz u bakterii, kdy se
prenos signalu uskutecriuje pomoci fosfatu z histidinového zbytku na aspartat ve vysoce
konzervovanych pozicich strukturnich domén; tento systém se béhem evoluce rozvinul i u
vyssich rostlin, umoZnuje prenos signdlu v MAPK drahdch, nebo vyse uvedenou CK percepci
pomoci CHASE domény (Hwang & Sheen, 2001). VSe zacina vazbou cytokininu na pfislusny
receptor, kdy dochazi k dimerizaci HK receptor( a tato strukturni zména vyvola autofosforylaci

na histidinovém zbytku (Heyl & Schmiilling, 2003).

2.7.1 Dvoukomponentni (His-Asp) systém

Po vazbé ligandu nastane dimerizaci receptoru a autofosforylace. Pfenos fosfatové skupiny
aktivovanymi receptory nasledné vede k aktivaci AHP (Arabidopsis Histidin Phosphotransfer)
proteinll — jednd se o asi 12 kDa proteiny, které obsahuji vysoce konzervovany motiv
(XHQXKGSSXS) s histidinovym zbytkem, na ktery se miZe vazat fosfat. V Arabidopsis bylo
objeveno Sest genu, které kéduji AHP proteiny (AHP1-AHP6), experimentalné byly potvrzeny i
pfimé interakce mezi rdznymi AHK, AHP a ARR proteiny (Hwang & Sheen, 2001). AHP6
postradd fosfotransferazovou aktivitu a zfejmé se jednd o negativni reguldtor v ramci
dvoukomponetniho systému (Obrazek 5) (Mahonen et al., 2006). DalSim elementem jsou pak

jiz transkrip¢ni faktory ARR (Arabidopis Response Regulatory).

2.7.2 Regulatory odpovédi

Regulatory odpovédi predstavuji posledni ¢ast cytokininové signalni drahy, nachazeji se
prevazineé v jadre a jejich aktivita je zavisla na fosforylaci. U Arabidopis thaliana bylo nalezeno
dohromady 23 proteind, které Ize zaradit mezi regulatory odpovédi ARR. ARR mlzeme rozdélit

do tfech skupin podle zakonceni na jejich C konci. ARR typu A (ARR3 aZ ARR9 a ARR15 az
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ARR17), ARR typu B (ARR1, ARR2, ARR10 az ARR14 a ARR18 az ARR21) a ARR typu C (ARR22 a
ARR24). Nejvyznamnéjsi skupinou jsou ARR typu B, ty obsahuji N-koncovou pfijimacovou
doménu a C-koncovou DNA-vazebnou doménu (DNA-vazebny GARP motif pattici do MYB
superrodiny proteint). Struktura ARR typu B je zasadni pro jejich schopnost fungovat jako
transkripcni faktory. Jejich exprese se neméni v ptitomnosti CK. Po fosforylaci obou koncovych
domén dochdzi k vazbé na DNA a transkripci cilovych genl. Mezi regulované geny patfi kromé
Skaly CK metabolickych gent rovnéz regulatory odpovédi typu A (ARR-A), ty patfi mezi geny
tzv. primarni odpovédi (Heyl & Schmiilling, 2003). Na rozdil od regulator( typu B nemaji DNA
vazebnou doménu a obsahuji jen konzervovanou pfijima¢ovou doménu a kratky C-konec,
nemohou tedy spoustét transkripci genl CK kaskady. S regulatory typu B kompetuji o
pfendseny fosfat a mohou plsobit jako negativni zpétnovazebné reguldtory cytokininové
drahy. Naproti tomu exprese ARR typu A se vyrazné zvysuje v pfitomnosti CK. ARR typu A maji
schopnost inhibovat fosforylaci AHP, tim dochazi k ,autoregulaci“ CK signalizace a negativni
zpétné vazbé. Dale mohou ovliviiovat také jiné signalni drahy prostfednictvim protein-protein
interakce (Hwang & Sheen, 2001).

Nejnovéji popsanou skupinou jsou ARR typu C, které ziejmé hraji pozitivni roli
v nékterych stresovych podminkach, jejich zapojeni do CK signalizacni kaskady vsak zatim
zUstava neobjasnéno. Prvnim popsanym reguldtorem typu C byl ARR22, u kterého byla

experimentalné prokazana interakce s AHP proteiny (Horak et al., 2008).
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Obrazek 5: Model transdukce cytokininového signalu prostfednictvim dvoukomponentniho (His-Asp)
systému. Model je popsan na CRE1/AHK4 receptoru. Vazbou ligandu do vazebného mista dochazi
k dimerizaci a autofosforylaci daného receptoru. Nasleduje ptenos fosforylované skupiny
prostfednictvim AHP, dochazi k pfenosu signalu z receptorl na ARR typu B. Pomoci regulatord typu B
dochazi k transkripci cilovych gen( v jadre. ARR typu A mohou umléovat primarni cytokininovy signal
pomoci zpétnovazebné smycky. Zkratky: D, aspartatovy zbytek, H, histidinovy zbytek, P, fosforylova
skupina. Pfevzato a upraveno Heyl & Schmiilling, 2003.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Biologicky material

Semena Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia (Col-0)

Chemokompetentni bakterie Escherichia coli TOP 10

Chemokompetentni bakterie Escherichia coli BL21(DE3)

Elektrokompetentni bakterie Agrobacterium tumefaciens GV3101

3.2 Chemikalie

2-(N-morfolin)ethansulfonova kyselina (MES) — Duchefa Biochemie (Holandsko)

2-amino-2-hydroxymetylpropan-1,3-diol (Tris) — Duchefa Biochemie (Holandsko)

Agar - Sigma-Aldrich (USA)

Agardza — Merck Life Science (Némecko)
DMSO — Thermo Fisher Scientific (USA)
dNTPs — Thermo Fisher Scientific (USA)
Dusi¢nan vapenaty — Lachner (Ceska republika)
Ethanol — Lachner (Ceska republika)

Gellan Gum — Thero Fisher Scientific (USA)
Glukdéza — Sigma-Aldrich (USA)

Glycerol — Sigma-Aldrich (USA)

Glycin - Lachner (Ceska republika)

Chlorid hote¢naty — Penta (Ceska republika)
Chlorid sodny — Penta (Ceskd republika)
Isopropanol — Lachner (Ceska republika)

Kvasnicovy extrakt - (Sigma-Aldrich, USA)
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LB Broth — Sigma-Aldrich (USA)

Milli-Q voda voda: z pfistroje Milli-Q Reference Water Purification System (Merck Life

Science, Némecko)

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

Polyethylenglykol (PEG) 6000 — Sigma-Aldrich (USA)

Sacharéza — Lachner (Ceskd republika)

Silwet L-77 — Sigma-Aldrich (USA)

Suené mléko Laktino — odtu¢néné (PML Protein.Mléko.Laktdza, a.s., Ceskd
republika)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan - Sigma-Aldrich (USA)

TriTrack DNA Loading Dye (6x)

Trypton - Sigma-Aldrich (USA)

3.2.1 Antibiotika

Gentamycin — Duchefa Biochemie (Holandsko)

Kanamycin — Duchefa Biochemie (Holandsko)
Karbenicilin — Duchefa Biochemie (Holandsko)

Rifampicin — Duchefa Biochemie (Holandsko)

3.3 Enzymy a pufry
5x Green GoTagq Flexi buffer — Promega (USA)

5x Phusion HF buffer — New England Biolabs (UKDreamTaq Green PCR Master Mix (2x) —
Thermo Fisher Scientific (USA)

FastDigest Buffer (10x) — Thermo Fisher Scientific (USA)
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FastDigest Green Buffer (10x) — Thermo Fisher Scientific (USA)
FastDigest Bamhl — Thermo Fisher Scientific (USA)

FastDigest Hind Ill — Thermo Fisher Scientific (USA)

FastDigest Notl — Thermo Fisher Scientific (USA)

FastDigest Nhel — Thermo Fisher Scientific (USA)

FastDigest Sall — Thermo Fisher Scientific (USA)

FastDigest Xhol — Thermo Fisher Scientific (USA)

Gateway BP Clonase Il enzyme mix — Thermo Fisher Scientific (USA)
Gateway LR Clonase Il enzyme mix — Thermo Fisher Scientific (USA)
GoTaq G2 Flexi DNA polymerase (5 U/ul) — Promega (USA)

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase — Thermo Fisher Scientific (USA)
Phusion HF Reaction Buffer (5x) — Thermo Fisher Scientific (USA)
Proteinase K Solution — Thermo Fisher Scientific (USA)

T4 DNA Ligase — Thermo Fisher Scientific (USA)

T4 DNA Ligase Buffer (10x) — Thermo Fisher Scientific (USA)

3.3.1 Standardy molekulové hmotnosti

Standard molekulové hmotnosti 1 kb plus DNA ladder — Thermo Fisher Scientific (USA)

Novex Sharp Pre-stained Protein Standard — Thermo Fisher Scientific (USA)

3.4 Roztoky

3.4.1 Roztok pro agarézovou elektroforézu

50x TAE pufr: 50 mol/I EDTA, 2 mol/I Tris, 1 mol/I kyselina octova

1x TAE pufr: 20 ml 50x TAE pufru doplnéno Milli-Q vodou do 1000 ml

36



Roztok pro 1% agardzovy gel: 4 g agardzy do 400 ml 1x TAE pufru, rozpusténé a povarené v

mikrovinné troubé

3.4.2 Roztoky a média pro vysev semen Arabidopsis thaliana

Murashige & Skoog (MS) médium: 4,3 g MS s vitaminy (Duchefa), 0,5 g MES, 10 g sacharodza,

Uprava pH na 5,7 pomoci KOH, 8 g Gellan Gum, Milli-Q voda do 1000 ml, sterilizace

autoklavovanim

3.4.3 Roztoky pro stabilni transformaci Arabidopsis thaliana

Inokulaéni médium: 2 g MgCl;, 50 g sachardza, 50 ul Silwet L-77, Milli-Q H,0 doplnit do 1000
ml

3.4.4 Roztoky a média pro praci s bakteriemi

Tekuté Luria Bertani (LB) médium: 12,5 g LB média, Milli-Q H,0 doplnit do 500 ml, sterilizace

autoklavovanim

LB médium s agarem: 12,5 g LB média, 7,5 g agaru, Milli-Q H,0 doplnit do 500 ml, sterilizace

autoklavovanim

SOC médium: 20 g trypton, 5 g kvasnicovy extrakt, 0,5 g NaCl, Milli-Q H,0 do 950 ml, 10 ml
250 mmol/I KCI (pH 7,0). Milli-Q H,0 do 1000 ml, sterilizace autoklavovanim, 20 ml sterilni 1

mol/l D-glukdzy a 5 ml sterilni 2 mol/I MgClI2

3.4.5 Roztoky pro SDS-PAGE

Komercni elektroforeticky pufr: 20X Bolt MES SDS Running Buffer — Thermo Fisher Scientific

(USA)

1X Bolt MES SDS Running Buffer: 50 ml 20X Bolt MES SDS Running Buffer, Milli-Q H,O doplnit

do 1000 ml

Komeréni pre-cast gel: 4-12 % Bolt Bis-Tris Plus gels — Bio-Rad (USA)

3.4.6 Roztoky pro Western blotting
10x blotovaci pufr: 30 g tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 144 g glycinu, Milli-Q H,O doplnit

do 1000 ml

1x blotovaci pufr: 100 ml 10x blotovaciho pufru, 200 ml 100 % methanolu, 700 ml Milli-Q

H,O
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10x TBS-T pufr: 24,22 g tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 87,66 g NaCl, 0,5 ml Tween20,
Milli-Q H,0 doplnit do 1000 ml, pH 7,5

1x TBS-T pufr: 100 ml 10x TBS, Milli-Q H20 doplnit do 1000 ml

Blokovaci pufr: 5 % mléko v 1x TBS-T (2,5 g suSeného mléka, 1x TBS-T do 50 ml)

Pufr s protilatkou: 1 % mléko v 1x TBS-T (1 ml 5 % mléka v 1x TBS-T, 4 ml 1x TBS-T pufru, 2,5

ul protilatky (fedéni protilatky v poméru 1: 2000))

Komeréni chemiluminiscentni substrat pro HRP detekci: Clarity Western ECL Substrate —

Peroxide solution a Luminol/enhancer solution — BioRad (USA)

3.4.7 Roztoky pro kultivaci Arabidopsis buné¢né suspenze

LER kultivaéni médium: 3% (w/v) sacharosa, 0,44% (w/v) Murashige a Skoog médium

s vitaminy, 464 umol/l kinetin, 537 umol/l NAA (pH =5,7)

3.5 Komer¢ni kity
GenelET Plasmid Maxiprep Kit-Thermo Fisher Scientific (USA)

QlAprep Spin Miniprep Kit (Quiagen)

NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kit — Machenery Nagel (Némecko)

3.6 Primery

Vsechny uvedené primery v Tabulce 1 byly navrhnuty po konzultaci s vedoucim této prace na
zdkladé sekvenci danych genli AHK2, AHK3 a BCIN_05g04530. Primery byly zakoupené od
vyrobce Sigma Aldrich (USA). Lyofilizované primery byly podle ndvodu vyrobce rozpusténé
v nuclease-free vodé, tak byly ziskdna zasobni koncentrace 100 pumol/l. Nasledné byla
pfipravena pracovni koncentrace danych primerd. Kdy byly primery 10x zfedény a byla tak

ziskana koncentrace 10 umol/I.

Tabulka 1: Seznam pouzitych primeru

Varianta Krok Nazev primeru Sekvence

klonovani

Veliko
st [bp]
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AHK2 Amplifikace AHK2_BamHI_FWO01 cacacaGGATCCATGTCTATAACTTG | 4610
TGAGCTCTTG
AHK2 Notl REO1 gtgtgtGCGGCCGCccACAAGGTTCA
AAGAATCTTGC
Colony PCR | pENTR_FW GCGAGAGTAGGGAACTGC 822
PENTR2B AHK2_REO1 CACATTCCAGGGCTTGATTC
Colony PCR | GFP_FWO01 GAAGGGCATCGACTTCAAG 417
p2gw0.7 P2GW7.0_REO7 GTCCATTCGCCATTCAGG
Colony PCR | UBQprom_FWO01 ctctctaccgtgatcaagg 770
pMCS_GW AHK2_REO1 CACATTCCAGGGCTTGATTC
Genotypizace | UBQprom_FWO01 ctctctaccgtgatcaagg 770
AHK2_REO1 CACATTCCAGGGCTTGATTC
AHK3 Amplifikace | AHK3_Notl_FWO01 cacacaGCGGCCGCATGAGTCTGTT | 4255
s UBQ10 CCATGTGCTAG
promotorem AHK3 Notl_REO1 gtgtgtGCGGCCGCccTTCTGTATCTG
AAGGCGAATTG
Colony PCR | pENTR_FW GCGAGAGTAGGGAACTGC 845
PENTR2B AHK3_REO1 GGCTTGAACATGATTCATGC
Colony PCR | GFP_FWO01 GAAGGGCATCGACTTCAAG 839
p2gw0.7 P2GW?7.0_REO7 GTCCATTCGCCATTCAGG
Colony PCR | UBQprom_FWO01 ctctctaccgtgatcaagg 802
pMCS_GW AHK3_REO1 TTCTGTATCTGAAGGCGAATTG
Genotypizace | AHK3_FWO03 AGACCCTCTTTTCCTTTCTCC 906
GFPseq_REO1 CTTGCCGTAGGTGGCATCG
AHK3 Amplifikace AHK3_4kbprom_Sall | cacacaGTCGACCATTATTTGTATTG | 8371
s nativnim FWO01 GGATGTGTCC
promotorem AHK3 Notl REO1 gtgtgtGCGGCCGCccTTCTGTATCTG
AAGGCGAATTG
Colony PCR | pENTR_FW GCGAGAGTAGGGAACTGC 817
PENTR2B AHK3_4kbprom_REO1 | CGCAAGTTGGTTCTTGATTGG
MASprom_FW01 GATACTTACGTCACGTCTTGCG 554
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Colony PCR | AHK3 4kbprom REO1 | CGCAAGTTGGTTCTTGATTGG
pMCS_GW
Genotypizace | AHK3 FWO03 AGACCCTCTTTTCCTTTCTCC 906
GFPseq_REO1 CTTGCCGTAGGTGGCATCG
BCIN_05g045 | Amplifikace BcHK_GWFWO01 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGC | 3116
30 AGGCTTGATGATTCCATTATTGGAA
ATGGTAGC
BcHK_GWREO1 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC
TGGGTTTATTTGATGCGTGTGAAC
ACG
Colony PCR | BcHK_seq_FWO03 AAAAACACCCTAGCTTGATGGGTC | 978
pDONR207 PENTR_RE AACATCAGAGATTTTGAGACAC
Colony PCR | BcHK_seq_FWO03 AAAAACACCCTAGCTTGATGGGTC | 858
pDEST15 T7 RE GCTAGTTATTGCTCAGCGG
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3.7 Vektory

3.7.1 Vektory pro klonovani genl AHK2 a AHK3

pENTR_FW (75 ..

95)

B T1 terminator|

[rrnB T2 terminator|

_~GFPseq_RE01 (633 .. 651)
; pENTR2b_GFP_Eag mutation
AR 3040 bp
|
(W
Vo
Vo
\ [EGFPI
\\\ \
\ O\
\\\\
\\\\
NN
NI
. .
~
Ny
\‘\

pENTR_RE (1392 .. 1413)

Obrazek 6: Mapa klonovaciho vektoru pENTR-2B-GFP, zobrazena pomoci programu SnapGene
Zalabdkem.

Klonovaci vektor nesouci sekvenci EGFP ohrani¢enou attL1 a attL2 misty pro Gateway klonovani. Gen
umozniujici kanamycinovou rezistenci pro bakterialni selekci. Vektor byl poskytnut Dr. Davidem
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T7 promoter’
M13 fwd

\ I\l .‘

AmpR promoter)._
e

p2GW7,0

5949 bp
~—lac UVS promoter

AmpR)

~
CaMV 35S promoter

\ . sP6 promoter,
| \
\

CAP binding site lac promoter

Obrazek 7: Mapa expresniho vektoru p2GW?7.0 zobrazena pomoci programu SnapGene. Expresni
vektor uréeny pro nadprodukci v rostlinnych protoplastech. V plasmidu je pfitomen silny konstitutivni
35S promotor nasledovany kazetou pro Gateway klonovani (attR1 a attR2 mista). Bakteridlni

ampicilinova rezistence.
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LB T-DNA repeat MAS terminator

\ p—
|MAS promoter’
AN
N‘;' _[lac UV5 promoter
& /
N\ \\
\\\("\
\p\
\ \
bom/- VA
/
] pMCS_GW
VST onv—| \l 10 352 bp

)“

RB T-DNA repeat

Obrazek 8: Mapa klonovaciho vektoru pMCS-GW, zobrazena pomoci programu SnapGene. Binarni
rostlinny vektor umoZnujici propagaci v E. coli i A. tumafaciens (gen pro kanamycinovou rezistenci v

bakteriich). Gen pro rezistenci na antibiotikum Basta v rostlinach. Gateway kompatibilni (attR1 a attR2
mista).

LB T-DNA repeat |MAS terminator

|MAS promoter

_MASprom_FWO01 (1275 ..1296)
" _UBQ_XhoI_FW (1358 .. 1383)

(pVsT ori\n—-,;r ]

UBQ10_pMCS-GW || ~UBQ XhoI_RE (2926 .. 2952)
11 941 bp " lattRi]

I; ‘lac UVS promoter

pVS1 StaA

OCS terminator

RB T-DNA repeat M13 fwd
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Obrazek 9: Mapa klonovaciho vektoru pMCS-GW s promotorem UBQ, zobrazena pomoci programu
SnapGene. Binarni rostlinny vektor umozniujici propagaci vE. coli i A. tumafaciens (gen pro
kanamycinovou rezistenci v bakteriich). Gen pro rezistenci na antibiotikum Basta v rostlinach.
V plasmidu je pfitomen silny konstitutivni ubiquitinovy promotor ndsledovany kazetou pro Gateway
klonovani (attR1 a attR2 mista).

3.7.2 Vektory pro klonovani genu BCIN_05g04530

(5477) DrdI BsaHI (132)
(5406) BssSI - BssSal BsrBI (181)
(5279) PspFI ‘ Hpal (306)
(5275) BseYI N | | " _PspOMI (325)
- . ——— Eco01091 (326)
~ — Apal (329)

BfuAI - BspMI (932)

\ _BstXI (1067)
\ _BmgBI (1146)
—_~TspMI - Xmal (1178)
“Smal - SrfI (1180)

(4492) Bgll
(4484) Eagl —

(4309) DraIll —
——BbvCI (1323)

pDONR™207
5585 bp

— BstZ171 (1516)
— BssHII (1553)
" BamHI (1594)

(3954) PAIFL- Tth111I~ \ Scal (1634)

Ncol (1746)

(3743) BglIl ™~
(3687) BseRI ~
BpmI (1931)

“EcoRI (2047)

(3551) EcoRV
BspEI (2051)

(3293) AsiSI - Pvul
(3205) EcoNI

(2950) Nrul

Obrazek 10: Mapa klonovaciho vektoru pDONR207, zobrazena pomoci programu SnapGene.
Klonovaci vektor pro Gateway klonovani (attP1 a attP2 mista), bakteridlni selekce zajisténa pomoci
genu rezistence na gentamycin.
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(6976) SgrAl  BglII (5)
(6528) SphI_ / Ndel (103)

(6670) PshAI _ \ / BstBI (502)
. A |/ | Swal (532)
(6412) NruI \ | / _-BcI* (539)

(6338) BStAPT "

NotI (918)
y

__—PasI (1470)

pDEST™15
7012 bp

(5264) Pfol — — BssHIT (1731)

(5165) PIFT - Tth1111—__
(5159) BsaAl

i BbvCI (1962)

— SrfI (2108)
¥ BmgBI (2142)
BstXI (2225)

"Sall (2365)

BIpI (2562)

"7 NhelI (2790)
BmtI (2794)

(4019) AhdI [, . HindIII (2950)
. BspDI - ClaI (2997)
(3100) AatIl  Zral (3098)

Obrazek 11: Mapa klonovaciho vektoru pDEST15, zobrazena pomoci programu SnapGene. Gateway
kompatibilni (attR1 a attR2 mista) plasmid pro proteinovou expresi v bakteriich. Gen rezistence na
antibiotikum ampicilin. T7 promotor a N-termindIni GST proteinova kotva.

3.8 Software:

Imagel) — National Institutes of Health (USA)
Imagelab — Bio-Rad (USA)
Microsoft Office Excel — Microsoft (USA)

SnapGene — GSL Biotech LLC (USA)

3.9 Pristroje
Analytické vahy model 5034/120 (Auxilab, Spanélsko)

Autoklav Tuttnauer 3870EL (Schwabach, Némecko)
Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)
Centrifuga chlazena Megafuge 40 (Thermo Scientific, USA)

Digitalni vahy Traveller TA302 (Ohaus, Svycarsko)
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Dokumentacni systém ChemiDoc MP (BIO-RAD, USA)
Elektroporator ECM 399 (BTX, USA)

Elektroforeticka komUrka pro horizontalni elektroforézu (Biometra, Némecko)
Fytokomora (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie)
ChemiDoc (Bio-Rad, USA)

Inkubator (28 °C) (Lovibond, Némecko)

Inkubator (37 °C) (Medline Scientific limited, Némecko)
Konfokdlni mikroskop LSM 900 (Zeiss, Némecko)
Laminarni box Faster SCS 2-6 (Ferra, Italie)

Magnetickd michacka RH basic 2 IKAMAG (IKA, Némecko)
Mikro ultracentrifuga CS150NX (Hitachi Koki, Japonsko)

NanoDrop One® — Thermo Fisher Scientific (USA)

pH metr (Eutech Instruments, Singapur)
Stolni pikofuga (Biosan, Litva)
Termoblok Thermomixer komfort (Eppendorf, Némecko)

Termocykler Doppio — VWR International, Avantor (USA)
Transilluminator Gel Doc EZ System — Bio-Rad Laboratories (USA)

Trepacka (Kiihner, Svycarsko)

Trepacka inkubovanda Heidolph unimax 1010 (Heidolph, Némecko)
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4 Metody:

4.1 Klonovaci metody

4.1.1 Amplifikace DNA

Amplifikace DNA byla provedena pomoci PCR reakce. K amplifikaci byla pouZita Phusion HF
DNA polymeraza a byly amplifikovany geny AHK2 a AHK3 z genomické DNA A. thalina, nebo
sekvence genu BCIN_05g04530 z dodaného plasmidu. Dané reakce byly nachystany podle

schématu v Tabulce 2. Reakéni podminky byly na pfistroji nastaveny podle Tabulky 3. Nasledné

byla Uspésnost replikace ovérena pomoci agardzové elektroforézy.

Tabulka 2: Reakcni slozky PCR reakce pro amplifikaci genu

Slozeni Objem pro jednu reakci (pl)
Nuclease-free voda 13,3

Phusion DNA polymerase 0,2

Primer forward (10 umol/I) 1

Primer reverse (10 umol/I) 1

dNTPs (10 mmol/I) 0,4

5x Phusion HF buffer 4

gDNA Arabidopsis thaliana 1,5

Objem celkem 20

Tabulka 3: Reakcni podminky (nastaveni PCR cykleru) pro PCR reakci

Faze Teplota [°C] Cas
Pocatecni denaturace 98 30s
Denaturace 98 10s
Nasedani primeru 55 20s
Elongace 72 2,5 min
Konecna elongace 72 5 min
Pocet cykla 35
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4.1.2 Agardzova elektroforéza

Ze zasobniho 50x TAE pufru byl fedénim ptipraven pracovni roztok 1x TAE pufru, a to
smichanim 20 ml 50x TAE pufru s 980 ml destilované vody. Poté byla pfipravena 1% agardza
rozpusténim 4 g agardzy v 400 ml 1x TAE pufru a naslednym povarenim. Nasledné byl roztok
agardzy nalit do elektroforetické vanicky a byly vytvofeny jamky pro naneseni vzork(i pomoci
hiebinku. K agardze bylo pfipipetovano 10 ul barvicky GelRed. Po zatuhnuti agarézového gelu
byl vyjmut hfebinek a vanicka byla pfenesena do elektroforetické komory s roztokem 1% TAE,
tak aby hladina roztoku byla nad gelem. Do jamek v gelu byly pipetovany vzorky a Zebficek
molekulovych hmotnosti. Nasledné byla spusténa elektroforéza. Separace vzorkl probihala
pfi napéti 100 V po dobu 30 minut. Vizualizace vzorkd probihala na UV transiluminatoru. Se

snimky bylo pracovano v programu Imagelab.

Obrazek 12: Zebricek molekulové hmotnosti GeneRuler™ 1 kb Plus.

4.1.3 Precisténi po PCR a restrikci

Po PCR s naslednou elektroforézou nebo po kontrolni restrikci bylo provadéno precisténi.
Produkty byly precistény pomoci PCR Clean-Up kitu (Machenery Nagel). Ke vzorku byl pfidan
vzdy dvojndsobny objem pufru NTI. Smés poté byla nanesena na Clean-Up kolonku a
centrifugovdna pfi 11000 x g, 21 °C po 1 minutu. Poté byl objem zachyceny v zachytné
zkumavce odstranén. V dalSim kroku bylo nasledovalo promyti kolonky, na kolonku bylo
naneseno 700 pl pufru NT3. Kolonka byla centrifugovana pfi 11000 x g, 21 °C po 1 minutu.
Kdyz byl objem vzorku vétsi nez 700 pl, tak byl pfedchozi krok opakovan. Roztok, ktery prosel
kolonkou byl odlit ze zachytné zkumavky a kolonka byla vracena zpét do zkumavky a
centrifugovdna naprdzdno (11000 x g, 21 °C, 1 minuta), aby doslo k odstranéni zbylého

ethanolu, ktery byl obsaZen v pufru NT3. Poté byla zachytna zkumavka pod kolonkou
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nahrazena za novou eluéni zkumavku. Do stfedu kolonky bylo naneseno 20 ul elué¢niho NE
pufru. Kolonka byla po dobu 1 minuty inkubovana pfi laboratorni teploté, nasledné byla
provedena centrifugace (11000 x g, 21 °C, 1 minuta). V poslednim kroku byla zmérena

koncentrace produktu pomoci spektrofotometru NanoDrop.

4.1.4 Restrikce

Restrikéni analyza byla vyuZita, jako kontrola spravnosti pripravenych konstruktl a dale
k ziskani specifickych stépnych mist u PCR produktd a vektor(, které byly dale pouzivany ke
klonovani konstruktl. Reakce byla provadéna s FastDigest pufrem a FastDigest restrikénimi
enzymy dle Tabulek 4 a 5. Po ptipraveé vsech reakcnich slozek byla smés zvortexovana po dobu

2 s a kratce zcentrifugovana. Poté ndsledovala inkubace po dobu 15 minutach pfi 37°C.

Tabulka 4: Kontrolni restrikéni analyza PCR produkt( a vektor(

Slozeni Objem v [ul]
FastDigest Green pufr 10x zfedény 1

Restrikéni enzym 0,2

PCR produkt / vektor 2-6
Nuclease-free voda proménlivé
Objem celkem 10

Tabulka 5: Klonovaci restrikéni analyza PCR produktd a vektord

Slozeni Objem v [pl]
FastDigest pufr 10
Restrikéni enzym 1 5

Restrikéni enzym 2 5

PCR produkt / vektor proménlivé
Nuclease-free voda proménlivé
Objem celkem 100
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4.1.5 Ligace

Ligace byla pouzita pro vloZeni nastépenych PCR fragmentl do klonovaciho vektoru
PENTR2B:GFP. Molarni pomér mezi inzertem a vektorem byl stanoven na 3:1, pomér byl ziskan
pomoci NEBioCalculator. K reakci byla pouzita T4 DNA ligaza, dand reakce byla napipetovana
podle Tabulky 6. Po pfipravé vsech reakcnich sloZzek, byla smés zvortexovana po dobu 2 s a

kratce zcentrifugovdna. Poté ndsledovala inkubace pres noc pfi laboratorni teploté.

Tabulka 6: Ligace PCR fragmentu do klonovaciho vektoru pENTR2B:GFP

Slozeni

T4 DNA Ligéza pufr 2 ul

Vektor pfiblizné 200 ng 20 ng

PCR fragment proménlivé
T4 DNA Ligase 0,2
Nuclease-free voda variabilné proménlivé
Objem celkem 20 ul

4.1.6 BP reakce

Dana reakce probiha mezi attB a attP misty, k reakce je dale potiebny enzym rekombinaza (BP
Clonase Il enzyme mix, Invitrogen). B€hem reakce dochazi k rekombinaci mezi donorovym
vektorem (napf. pDONR207) a PCR produktem s attB1 a attB2 misty. Pfi rekombinace mezi
attB a attP dochazi k tvorbé attL1l a attL2 mist na nové vzniklém plazmidu. Takto vznikly
plazmid obsahuje vloZzeny PCR produkt a oznacuje se jako tzv. entry klon. Entry klon je mozné
v nasledné LR reakci kombinovat s jakymkoliv cilovym plazmidem, ktery nese mista attR1 a

attR2.

4.1.7 Ptiprava expresnich konstruktl (LR rekombinaéni reakce)

Dalsim krokem po teplotnim Soku byla rekombinaéni reakce (LR reakce). Tato reakce je
zalozena na rekombinaci mezi vstupnim vektorem, v naSem pripadé pENTR2B:GFP (entry
klon), ktery obsahuje klonované geny, ty jsou ohrani¢ené attL rekombinacnimi misty a
destinacnimi vektory p2GW7.0 nebo pUBQ10:pMCS_GW, ty obsahuji rekombinacni attR
mista. Danym postupem vnikne expresni klon. Reakce byla napipetovdna podle Tabulky 7.

Nasledné byla reakéni smés kratce zvortexovana a centrifugovana. Pfi laboratorni teploté byla
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smés ponechana pres noc. Druhy den bylo pridano ke smési 1 pl proteindzy K (diky proteinaze

K dojde k zastaveni LR reakce), reakéni smés byla inkubovana po dobu 10 minut pti 37°C.

Tabulka: 7 Schéma LR reakce

Slozeni Objem [ul]
Entry klon (50 - 150 ng) 1-7
Destinacni vektor 150 ng 1

LR Clonase Il enzyme mix 2
Nuclease-free voda az8
Celkovy objem 10

4.1.8 Sekvenace DNA

Pfipravené konstrukty byly zasldny na kontrolni sekvenaci DNA. Sekvenace Sangerovou
metodou byla provedena firmou firmou SEQme (Dobfi§, Ceska republika). Z izolovanych
vzork( byl odebran objem, ktery odpovidal celkovému mnozstvi DNA 500 ng, nasledné bylo
pfidano 2,5 pl primeru (10 uM). Nasledné byla pfidana nuclease-free voda tak, aby celkovy
objem reakce byl 10 ul. Takto pripravené vzorky byly zaslany na sekvenaci, aby byla ovérena

spravnost pripravenych konstrukta.

4.2 Transformace bakterii

4.2.1 Transformace bakterii Escherichia coli TOP10 pomoci metody teplotniho Soku

K transformaci pomoci teplotniho Soku byly vyuzity chemokompetentni bakterie E. coli TOP10.
Prvnim krokem bylo vyjmuti bakterii z hlubokomraziciho boxu (—80 °C) a vloZeni do ledu, kde
dochdzelo k jejich pomalému rozmrazovani po dobu 10 minut. Nasledné bylo do zkumavky
s bakteriemi pFfipipetovano 5 ul ligaéni smési nebo 1 ul rekombinacéni smési (ziskané LR reakci).
Mikrozkumavka byla nasledné lehce protfepana v ruce a inkubovana po dobu 20-30 minut na
ledu. Dale nasledoval samotny tepelny Sok, kdy byla mikrozkumavky vloZzena na 50 s do
termobloku, ktery byl nastaven na 42°C. Po 50 s byla mikrozkumavka ihned opét prenesena
na led na 2 minuty. Po dvou minutach bylo do smési pfidano 250-1000 pl SOC média. Dana

smés byla dana na tfepacku, zde byla inkubovana pfi 400 rpm po 45 minut pfi 37°C. Poté byly
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mikrozkumavky centrifugovany pfi 3000 rpm po dobu 3 minut. Dalsi kroky byly provadény ve
flowboxu. Vétsi cast supernatantu byla odpipetovana z mikrozkumavky. Pelet byl
rozsuspendovan pomoci pipety. Vznikla bakteridlni smés byla napipetovdana na LB misky
s agarem obsahujicim potfebné selekéni antibiotikum. Za pouziti sterilni bakteriologické
hokejky byla smés rovnomérné rozetfena po Petriho misce. Misky s transformovanymi

bakteriemi byly inkubovany pfres noc pti 37°C.

4.2.2 Transformace Agrobacterium tumefaciens GV3101 pomoci metody elektroporace

K dané reakci byly pouzity elektrokompetentni buriky Agrobacterium tumefaciens GV3101,
které byly vyjmuty z hlubokomraziciho boxu (-80 °C), bakterie byly ponechany po dobu 10
minut na ledu. Ke smési v mikrozkumavce byl pfipipetovan 1 ul roztoku plasmidové DNA a
smés byla lehce propipetovana. Nasledné prenesena do vychlazené kyvety a ponechana po
dobu 3 minut na ledu. Na elektorporatoru bylo nastaveno napéti 1800 V. Kyveta byla vloZzena
do elektroporacni komory a byl aplikovan puls pfi napéti 1800 V po dobu 5 ms. Ihned po pulzu
bylo ke smési v kyveté pridano 500 pl SOC média. Nasledné se vzorek inkuboval po dobu 2-4

hodiny na tfepacce pfi 400 rpm pfi 28°C.

4.2.3 Vysev bakterialni suspenze na LB misku

Po transformaci bakterii pomoci teplotniho Soku nebo eletroporace byly bakterie naneseny
na predem pfichystanou pevnou pldu (LB agar médium s pridavkem selekéniho antibiotika).
Vzorek byl centrifugovan po dobu 3 minut na 3000 rpm a nasledné byla pllka supernatantu
odpipetovana, pelet byl nasledné resuspendovan ve zbylém supernatantu a ve flowboxu byla
smés natfena pomoci sterilni bakterialni hokejky na pevnou padu. Takto pfipravené misky byly
jeden den inkubovany vinkubatoru na 37°C (E. coli) nebo na 28°C (Agrobacterium

tumefaciens).

4.2.4 Testovani pfitomnosti hledané DNA sekvence metodou ,Colony PCR”

K zjisténi UspéSnosti transformace a rekombinace byla pouZita metoda colony PCR, kdy
z predem naockovanych Petriho misek byly odebirdny narostlé bakteridlni kolonie. K reakci byl
pouzit DreamTaq Green PCR Master Mix, dvojice primerl a templatem byly uvedené
bakteridlni kolonie, dand reakéni smés byla napipetovana podle Tabulky 8 a reakéni podminky

byly nastaveny podle Tabulky 9. Jako prvni byly napipetovany do zkumavky reakéni roztoky
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(primery byly voleny tak, aby jeden specificky nasedal na PCR produkt a druhy na vektor).

Nasledné byla reakéni smés rozpipetovana do PCR mikrozkumavek po 20 pl. Poté byla pomoci

Spicky odebrdna vzdy jedna kolonie,

ta byla prenesena do predpfipravené PCR

mikrozkumavky. Zaroven byly Spicky, které obsahovaly bakteridlni kolonie, natfeny na novou

misku LB misku (replica plate) s obsahem selekéniho antibiotika. Dand miska byla pouZita

k uchovani pouzitych bakteridlnich kolonii. K vizualizaci vysledk(l PCR reakce byla vyuZita

agardzova elektroforéza. Kolonie, které obsahovaly poZadovany produkt byly z LB misky

(replica plate) dale vyuzity.

Tabulka: 8 Reak¢ni slozky pro colony PCR

Slozeni Objem pro jednu reakci [ul]
DreamTaq green PCR master mix 10

Primer forward (10 umol/I) 1

Primer reverse (10 umol/I) 1

Vzorek kolonie vpich

Nuclease-free voda 8

Objem celkem 20

Tabulka 9: Reakéni podminky (nastaveni PCR cykleru) pro colony PCR

Faze Teplota [°C] Cas
Pocatecni denaturace 95 3 mi
Denaturace 95 30s
Nasedani primeru 55 30s
Elongace 72 1 min
Konecna elongace 72 15 min
Pocet cykll 35

4.2.5 Minipreparativni izolace plazmidové DNA (QlAprep Spin Miniprep Kit)

Jednotlivé kolonie, které narostly na LB misce s obsahem antibiotika, byly odebrané pomoci

sterilniho paratka a preneseny do 15 ml zkumavky s5 ml LB média. K médiu bylo

pfipipetovano 5 pl daného antibiotika. Bakterie byly kultivovany v médiu pfes noc na tfepacce
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pfi 180 rmp na 37°C u Escherichia coli poptipadé na 28 °C u bakterii Agrobacterium
tumefaciens. Nasledujici den byla provedena izolace plazmidl pomoci komeréniho kitu.
Prvnim krokem byla centrifugace na 5000 rpm na 3 minuty. Poté byl odlit supernatant a zbyly
pelet byl rozsuspendovan ve 250 ul pufru P1, soucasti pufru je RNaza A. Nasledné byl obsah
zkumavky prenesen do 2 ml mikrozkumavek a bylo ptiddno 250 ml lyzaéniho P2 pufru. Obsah
mikrozkumavky byl lehce promichan v ruce a zkumavky ponechany 4 minuty inkubovat.
V dalsim kroku bylo pfiddno 350 ml neutraliza¢niho pufru N3, ktery zastavil lyza¢ni reakci, a
znovu byl obsah zkumavky dlikladné promichan v ruce. Nasledovala centrifugace na 13000
rom po dobu 10 minut. Z centrifugovaného vzorku bylo odebrano 800 pl supernatantu a
preneseno na QlAprep 2.0 spin kolonku. Kolonka byla vlozena do centrifugy a centrifugovana
na 11000 rpm po dobu 1 minuty. Protekld tekutina byla odstranéna a na kolonku bylo
naneseno 750 ul pufru PE, ktery obsahuje ethanol, nasledovala centrifugace na 13 000 rpm po
dobu 1 minuty. Prosla tekutina byla opét odlita a kolonky byly znovu centrifugovany na 11000
rpm po dobu 1 minuty, pro odstranéni zbylého PE pufru. Poté byly kolonky preneseny do nové
1,5 ml mikrozkumavky a na stfed kolonky bylo naneseno 50 ul eluéniho pufru EB. Poté byly
kolonky centrifugovany pfi 11 000 rpm po dobu 1 minuty. V poslednim kroku byly koncentrace

vzorkd zmérena pomoci spektrofotometru NanoDrop.

4.2.6 Preparativni izolace plazmidové DNA (GenelET Plasmid Maxiprep Kit)

Pro ziskani vyssi koncentrace DNA byla zvolena metoda izolace plazmidd pomoci kitu pro
preparativni izolaci DNA. Prvnim krokem byla centrifugace (6000 x g po dobu 15 minut pfi 4
°C) 200 ml bunécné kultury obsahuijici konstrukt s klonovanym genem (AHK2, nebo AHK3 ve
vektoru p2GW?7.0). Nasledné byl odstranén supernatant a pelet byl rozsuspendovan v 24 ml
RES pufru. Dale byla equilibrovana kolonka, na kterou bylo naneseno 25 ml EQU pufru. K
buikdm bylo nasledné pfipipetovano 12 ml lyzacniho pufru a obsah zkumavky byl lehce
promichan v ruce a inkubovan po dobu 5 minut. DalSim krokem byla neutralizace pomoci 12
ml NEU pufru, kdy byla zkumavka opét lehce promichdna. Vznikla smés byla poté nanesena
na kolonku a ponechana samovolné protéct. Nasledné bylo na kolonku naneseno 15 ml EQU
pufru. Dale byl odstranén filtr s vysrazenymi proteiny a na kolonku bylo naneseno 25 ml
promyvaci pufru. Pod kolonku byla umisténa nova 50 ml falkona a na kolonku bylo naneseno
15 ml eluéniho pufru. Ndsledovala precipitaéni reakce, kdy k eluovanému vzorku bylo pridano

10,5 ml isopropanolu, ndsledovala centrifugace (12000 x g na 30 minut pfi 4 °C). Po
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centrifugaci byl odpipetovédn supernatant a k peletu byly pfidany 4 ml 70 % ethanolu a
zkumavka byla lehce promichdna v ruce. Ndsledovala dalsi centrifugace (12000 x g na 5 minut
pfi 22 °C). Poté byl opatrné odstranén ethanol pomoci pipety. Pomoci pipetovaci Spicky byl
pelet pfenesen do 2 ml mikrozkumavky a mikrozkumavka byla umisténa na 30 minut do
digestore. Nasledné bylo ke vzorkiim pridano 1,2 ml nuclease-free vody a byla zmérena

koncentrace pomoci pfistroje NanoDrop.

4.2.7 Tvorba glycerolovych bakterialnich zasobnich kultur

Z predem nachystanych bakteridlnich kultur bylo ve flowboxu odebrano 500 pl a preneseno
do nové 1,5 ml mikrozkumavky. K bakteridlni kulture bylo pfipipetovano 500 ul 50 % glycerolu.
Pfipravena kultura s glycerolem byla nasledné prudce zmraZena pomoci tekutého dusiku a

zkumavky uskladnény v mrazdku na -80 °C.

4.3 Transformace rostlin Arabidopsis thaliana

4.3.1 Stabilni transformace rostlin Arabidopsis thaliana metodou ,,Floral-dip“

V prvnim kroku byly pfipraveny bakteridlni kultury A. tumefaciens pro transformaci. Prace
s bakteridlnimi kulturami probihala za sterilnich podminek v lamindrnim boxu. Do 10 ml
tekutého LB média bylo pfidano ze zdsobniho roztoku po 10 ul antibiotik gentamycin,
kanamycin a rifampicin (findlni koncentrace 50 pg/ml). Pomoci sterilni Spicky bylo odebrano
malé mnoiZstvi dfive pfipravené a zamrazené (- 80 °C) glycerolové bakteriadlni zasobni kultury.
Bylo pracovano s transformovanymi bakteriemi Agrobacterium tumefaciens GV3101, které
obsahovaly pfipravené findlni konstrukty pro studované geny. Nasledné byly pfipravené
kultury inkubovany pfes noc na 28 °Ca 180 rpm. Druhy den bylo do 2 | Erlenmeyerovych banék
pridano 500 ml tekutého LB média. Nasledné byly k médiu pfility narostlé kultury z minulého
dne a nasledovala dalsi inkubace pres noc na 28 °C a 180 rpm. Narostlé bakteridlni kultury byly
poté centrifugovany na 12000 rpm po dobu 10 min pfi 4°C. Vznikly supernatant byl odlit a
pelet byl rozpustén v 400 ml inokulaé¢niho média. Rostliny, které byly uréeny k transformaci
byly postupné namaceny na 10 s do pripraveného roztoku tak, aby vSechny kvéty a listy byly
oSetfeny. Poté byly rostliny poloZeny na papirové utérky a prebytecné tekutina byla lehce
odsata. Nasledné byly rostliny uzavieny v plastovych nadobach. Takto osSetfené rostliny byly
na jeden den umistény do tmy. Ctvrty den od oetieni byly vybaleny z nddoby a déle péstovany

ve fytotronu (16h svétlo/8h tma). Selekce rostlin probihala pomoci herbicidu Basta (binarni
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vektor pMCS-GW), rostliny byly péstovany do stadia semen, semena byla odebrana

z vysuSenych rostlin a pouZzita pro vysev rostlin v dalsi generaci.

4.3.2 Sterilizace a vysev semen Arabidopsis thaliana

Vysev semen Arabidopsis thaliana byl provadén na Petriho miskach s Murashige & Skoog (MS)
médiem, kdy nové pripravené jesté teplé médium bylo za sterilnich podminek nalévano ve
flowboxu do Petriho misek. Prvnim krokem vysevu semen byla jejich sterilizace. Semena byla
premisténa do 1,5 ml sterilni mikrozkumavky a k sementm byl ptidan 1 ml 70 % ethanolu.
Semena byla v ethanolu za neustdlého promichavani inkubovdna po dobu 3 minut, poté byl
ethanol ze zkumavky odstranén. Nasledné bylo do mikrozkumavky napipetovano 400 pl
sterilni vody, 500 pl roztoku NaClO a 100 ul 96 % ethanolu. Semena byla ve vzniklém roztoku
inkubovana za stdlého protiepavani po dobu 10 minut. V dalSim kroku byl odstranén roztok a
semena byla 3x promyta v 1 ml sterilni vody. V poslednim kroku bylo do zkumavky naneseno
500 pl sterilni vody, a poté byla jednotlivda semena pomoci sterilniho paratka nanasena na

Petriho misku s 1/2 MS médiem.

4.4 Prace s bunécnymi kulturami Arabidopsis thaliana

4.4.1 Pasazovani suspenznich kultur Arabidopsis Ler

Vsechny ukony byly provadény za sterilnich podminek v laminarnim boxu. K péstovani
bunécnych kultur bylo pouzito LER kultivacni médium. K zaloZeni nové kultury bylo potfebné
odebrat do sterilni Erlenmayerové bariky ¢ast kalusu a rozsuspendovat ho do 30 ml LER média.
Poté byla kultura uchovavana ve tmé a bylo nastaveno tfepani na 120 rpm. Nasledné byla
bunécna kultura kazidych sedm dn( pasazovana, kdy z pavodni bunééné kultury bylo
preneseno do nové sterilni Erlenmayerovy bariky 10 ml. Ke kultufe bylo pfipipetovano 40 ml
Ler média a takto oSetfenad kultura byla opét uchovavana ve tmé pfi tfepani 120 rpm. Bunécné
kalusy byly rovnéz kazdé tfi tydny pfeneseny na novou Petriho misku, kterd obsahovala Ler
médium. Pomoci sterilni pinzety byly odebirdany malé casti kalusu a preneseny na dané

médium. Nasledné byly misky uchovavany pfi laboratorni teploté a ve tmé.

4.4.2 Ptiprava protoplastl ze suspenznich kultur Arabidopsis Ler
Bunécna kultura Arabidopsis Ler byla napipetovdna do 50 ml zkumavky a cetrifugovana na
12 000 RPM po dobu 5 minut, nasledné byl supernatant z velké ¢asti odpipetovdn, ve

zkumavce zbylo pfiblizné 5 ml bunééné kultury, ddle bylo pfiddno 25 ml ES enzymového
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roztoku a 25 ml GM média. Nasledné byl obsah zkumavky pfenesen na Petriho misku a
inkubovan na tfepacce pfi 60 RPM po dobu 4 hodin bez pfistupu svétla. Nasledné byly
uvolnéné protoplasty centrifugovany pii 1200 RPM po dobu 5 minut, opét byl po cetrifugaci
odpipetovan supernatant. Dale bylo k burikdm pfipipetovano 5 ml roztoku S, nasledné byl
roztok cetrifugovan na 800 RPM po dobu 7 minut. Poté byly odpipetovany 2 ml z vrchnich ¢3sti
roztoku, které obsahovaly Zivé protoplasty. Dale byl stanoveny pocet protoplastld v jenom
mm? bunécné kultury pomoci svételného mikroskopu a Biirkerovy komurky. Nésledné byla

bunécéna kultura nafedéna tak, aby bylo 200 000 protoplast(i na 50 pl.

4.4.3 Transformace protoplastli ze suspenznich kultur Arabidopsis Ler

Drive pfipravené konstrukty 35S::AHK2:GFP a 35S::AHK3:GFP ve vektoru p2GW?7.0 v mnozstvi
5 ug byly smichany s 50 pul izolovanych protoplastti a 150 pl roztoku PEG, nasledovala 30
minutova inkubace po tmé, nasledné ke vzorkim byl pfiddn 1 ml roztoku dusi¢nanu
vapenatého a smeés byla centrifugovana pfi 800 rpm po dobu 5 minut. Ndasledné byl
odpipetovan supernatant a pelet byl rozsuspendovdn v 500 ul GM média a vzorky byly
premistény do 6-ti jamkovych desti¢ek. Nasledné bylo 10 pl vzorku naneseno pomoci ustfizené
Spicky na podlozni sklicko a vzorky byly pozorovany pod skenovacim laserovym konfokalnim

mikroskopem Zeiss LSM 900.

4.5 Podminky pro bakteridlni proteinovou expresi a SDS-PAGE
Metoda SDS-PAGE spolu s Western blot metodou byly pouZity pro stanoveni proteinové

exprese v bakteriich.

Prvnim krok byla transformace pfipravenych konstruktd do chemokompetentnich bakterii
Escherichia coli BL21(DE3) metodou teplotniho Soku a tvorba zasobnich bakterialnich kultur,
jak je uvedeno vySe. Pro testovani podminek bakteridlni exprese bylo postupovano
nasledovné: 100 ul ztekuté zasobni kultury bylo pfiddno do 5 ml tekutého LB media
s pridavkem selekéniho antibiotika. Takto nachystana kultura byla pres noc inkubovana bud’
na 28 °C nebo na 23 °C pfi 180 rpm. Druhy den bylo do sterilnich Erlenmeyerovych banék
pfidano 25 ml tekutého LB média (+ antibiotikum) a poté byl pfipipetovan 1 ml bakterialni
nocni kultury, nasledovala inkubace po dobu 20 hodin na 28 °C nebo 23 °C pfi 180 rpm. Treti
den doslo kizolaci bakteridlniho peletu. Pred izolaci byly kultury osetfené izopropyl 6-D-1-
thiogalaktopyranozidem (IPTG), ktery byl mél indukovat expresi daného proteinu v burikach
BL21. Osetreni pomoci IPTG probéhlo po dobu 2 hod, kdy jedna bunécnd kultura nebyla
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oSetfena, u druhé byla koncentrace IPTG 0,1 mM a treti obsahovala 0,01 mM IPTG. Nasledné
byly odebrany 2 ml bakterialni kultury do nové 2 ml mikrozkumavky a vzorky byly centrigovany
pfi 4000 rpm po dobu 5 minut. Pelet byl 2x promyt a sto¢en (4000 rpm po dobu 5 minut) v 1
ml standardniho fosfatového (PBS) pufru. V poslednim kroku byl oddélen supernatant a pelet
byl zamrazen na -20 °C. Krozmrazenému peletu bylo pfipipetovano 100 pl 2x SDS pufru,
vzorky byla ndsledné premistény na 5 minut do termobloku a povafeny na 95 °C, poté byly
pfemistény na led a dale cetrifugovany na 13000 x rpm po dobu 10 minut. Jako pozitivni
kontrola byl pouzit Multi-tag control protein (Absolute antibody), kdy bylo pouzito 1 pl Multi-
tag proteinu, 1,5 pl 2x SDS a 4,5 pl H,0 a smés byla povarena, jak je uvedeno vyse. Komercné
pfipravené gely vloZzeny do pfedem pfipravené elektoforetické aparatury. Do elektroforetické
komory byl nalit 1 M Bolt MES Running Buffer a byl vyjmut hrebinek z gelu. Do jamek
polyakrylamidového gelu bylo postupné pipetovany 3 pl standardu molekulové hmotnosti, 7
pl Multi-tag proteinu a po 15 pl jednotlivych vzorkd. Napéti bylo nastavené na 80 V a po 30

minutach bylo zménéno na 120 V.

4.6 Western blotting

Poté, co byla ukoncena SDS-PAGE, byl gel pomoci Spachtle vyloupnut z formy a ofezan. Dale
byla pfipravena polyvinyldifluoridovda membrana (PVDF), kdy byl naméfena a vytfizena
potifebna Cast a poté nasledovala aktivace PVDF membrany, kdy byla na 5 minut ponofrena do
Cistého methanolu. Manipulace s PVDF membranou probihala pouze pomoci Cisté pinzety. Po
aktivaci PVDF membrany bylo pfikroceno k poskladani sendvice v nasledujicim poradi: pénova
houbicka, 2 filtraéni papiry, gel, membrdna, 2 filtraéni papiry, pénova houbicka. Takto
pripraveny sendvic¢ byl umistény do prenosové komory. Do komory byl ptridan chladici blok a
celd komora byla vyplnéna 1x prenosovym pufrem. Cela prenosova sestava byla vloZzena do
chladni¢ky a pfipojena ke zdroji. Napéti bylo nastaveno na 30 V a takto nastaveny prenos bézel
pres celou noc. Druhy den bylo napéti prenastaveno na 100 V a prenos dale bézel po dobu 1
h. Poté byla prfenosova aparatura rozloZzena a PVDF membrdna byla oplachnuta v 1x TBST
pufru a umisténa do misky. Ddle nasledovalo blokovani nespecifickych vazeb na membréané,
membrana byla inkubovana pfi 70 RPM po dobu 1 h v 5 % roztoku mléka v TBST. Nasledovala
dvé kola promyvani, kdy byla membrana promyvdana po dobu 10 minut v TBST pufru. Poté byla
membrana 2 h inkubovana vroztoku 1 % mléka s konjugovanou primarni a sekundarni

protilatkou. Sekundarni protilatka byla znacena pomoci kfenové peroxidazy. Nasledovalo opét
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dvakrat 10-ti minutové promyti v 1x TBST roztoku. Pro vytvoreni HRP signdlu byla pfipravena
smés komercnich roztokl Peroxide solution a Luminol/enhancer solution, v poméru 1:1. Na
membranu byl rovhomérné napipetovan 1 ml komeréni smési. HRP signal byl vyhodnocen

transluminatorem ChemiDoc a programu BioLab.

4.7 Izolace genomické DNA

Za pomoci tekutého dusiku byly listy Arabidposis thaliana Col-0 zhomogenizované v treci
misce a preneseny do vychlazené 2 ml mikrozkumavky. Dale bylo pfiddano 600 ul pufru P1 a
vzorek byl zvortexovan a na 5 minut byl umistén do termo bloku na 65 °C. Nasledné bylo
pridano 140 pul pufru P2 a vzorek byl opét zvortexovan a zcentrifugovan na 10000 x g po dobu
10 minut. Ddle bylo odebrano 600 pl supernatantu a k nim bylo pfipipetovdano 300 pl ethanolu
a smés byla zvortexovana. Na predem ptipravenou kolonku bylo naneseno 750 pul smési a
kolonka byla centrifugovdna na 10000 x g po dobu 1 minuty. Filtrat protekly kolonkou byl odlit
a na kolonku bylo naneseno 650 ul promyvaciho pufru a opét nasledovala cetrifugace na
10000 x g po dobu 1 minuty, poté byla znovu zcentrifugovana prazdna kolonka. Kolonka byla
prenesena do nové 1,5 ml mikrozkumavky a na stfed kolonky bylo naneseno 50 ml elu¢niho
pufru a po 5 minutach nasledovala centrifugace na 10000 x g po dobu 1 minuty. Na danou
kolonku bylo znovu naneseno 100 pl eluéniho pufru a byl opakovan krok s centrifugaci (10000

X g na 1 minutu).

4.8 Genotypizace

Byly pouzity listy z transformovanych linii Arabidopsis thaliana. Do 2 ml mikrozkumavky byl
vloZen list a bylo ptipipetovano 500 ul extrakéniho pufru a 1 magneticka kulicka a vzorky byly
homogenizovany pti 27 Hz po dobu 3 minut. Nasledovalo povareni vzork( na 95 °C po dobu 1
minuty a centrifugace na 3000 x g po dobu 2 minut. Nasledné byl opatrné opdpipetovan
supernatant do nové mikrozkumavky. Pomoci specifickych primer( byla amplifikovana oblast
hledané DNA, reakce byla pfipravena podle Tabulky 10 a 11 Tabulky. Po PCR nasledovala

vizualizace pomoci gelové elektroforézy.

Tabulka 10: Reakéni slozky PCR reakce pro genotypizaci

Slozeni Objem pro jednu reakci (pl)
Nuclease-free voda 9,5
GoTaqg DNA polymerase 0,1
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Primer forward (10 umol/I) 1

Primer reverse (10 umol/I) 1
dNTPs (10 mmol/I) 0,4
MgCl, 2
5x GoTaq buffer 4
DNA z transientnich rostlin 2
Objem celkem 20

Tabulka 11: Reakéni podminky (nastaveni PCR cykleru) pro genotypizacni PCR reakci

Faze Teplota [°C] Cas
Denaturace 98 30s
Nasedani primeru 55 30s
Elongace 72 1 min
Pocet cykla 35
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5 Vysledky

5.1 Tvorba AHK2 a AHK3 konstrukt( s GFP znackou

V nasledujici Casti jsou popsany postupy klonovani pro tvorbu expresnich konstruktd
znacenych pomoci GFP znacky. Byly pfipraveny konstrukty pod silnym konstitutivnim
promotorem 35S (plasmid p2GW?7.0), ty byly dale vyuzity pro tranzientni transformaci
protoplastl bunécné kultury Arabidopsis Ler za G¢elem testovani navrzenych konstrukt( a pro
mikroskopickd pozorovani. Dale byly ptipravovany konstrukty pod kontrolou konstitutivniho
promotoru UBQI10 (plasmid UBQ10_pMCS-GW), dané konstrukty byly pouzity pro
transformaci rostlin Arabidopsis thaliana a k odvozeni stabilnich nadprodukujicich linii. Byly
rovnéz klonovany 5’ prilehlé oblasti geni AHK2 a AHK3, které by mély obsahovat nativni
promotorovou sekvenci; tyto konstrukty byly rovnéz pouZzity pro transformaci rostlin a pro

odvozeni homozygotnich linii.

5.1.1 Tvorba AHK2 a AHK3 konstrukt znacenych pomoci GFP pro tranzientni transformaci do
protoplastl bunécné kultury Arabidopsis Ler

Cilem bylo vytvorit AHK2 a AHK3 konstrukty s C-termindlni GFP znackou pod kontrolou silného
konstitutivniho promotoru 35S ve vektoru p2GW7.0, ktery je optimalizovany pro
transformace do rostlinnych protoplastli, v nasem pfipadé do protoplastl pripravenych
z bunééné suspenzni kultury Arabidopsis Ler. Konstrukty 355::AHK2:GFP a 35S::AHK3:GFP byly

vyuzity pro transientni expresi a sledovani lokalizace fuznich protein( v Zivych bunkach.

Prvnim krokem byla amplifikace genli AHK2 a AHK3 z pfipravené templatové genomické DNA,
kterd byla pfipravena z rostlin Arabidopsis thalina Col-0. PouZité dvojice primer( pfi PCR
amplifikaci a velikost ziskanych produkt(l jsou uvedeny v Tabulce 12, primery nesly restrikéni

mista pro enzymy BamHI nebo Sall na 5’ konci a zasahové misto pro Notl na 3’ konci.

Tabulka 12: Pouzité dvojice primery pro amplifikaci gend AHK2 a AHK3 a velikost vzniklych

amplikona.
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Gen Nazev primeru Velikost PCR produktu

[bp]

AHK2 AHK2_BamHI_FWO01 4610
AHK2_Notl_REO1

AHK3 AHK3_Sall_FWO01 4262

AHK3_Notl_REO1

Velikost PCR produktl byla testovana pomoci agarozové elektroforézy (Obrazek 13 a Obrazek
14). Z obrazkd je ziejmé, Ze doslo k PCR amplifikaci, v pripadé AHK3 byl detekovan jeden

specificky produkt, u AHK2 se vyskytly i nespecifické produkty.

8 7 6 5 < 3 2 1 M

. ’ ’
--—-—uﬂ—! 5000
' 1500

500

Obrazek 13: Elektroforetogram amplifikace PCR produktd pro gen AHK3. M — standard molekulové
hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp), 1-8 — PCR reakce pro amplifikaci genu
AHK3. K separaci byl pouZit 1% agarézovy gel.
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Obrazek 14: Elektroforetogram amplifikace PCR produktll pro gen AHK2. M - standard molekulové
hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi - bp), 1- 8 PCR reakce pro amplifikaci genu
AHK2. K separaci byl pouZit 1% agarézovy gel.

Po probéhnuti PCR byly pfislusné reakce spojeny a precistény pomoci NucleoSpin Gel and PCR
Clean-Up kitu. Po precisténi nasledovala restrikce PCR produktu i klonovaciho vektoru
PENTR2B:GFP pomoci vySe uvedenych enzymu, dany vektor slouzil jako donorovy vektor pro
vloZeni gend AHK2 a AHK3. K nastépeni byly pouzity FastDigest restrikéni enzymy BamHI a
Notl, resp. Sall a Notl a FastDigest pufr. Reakce probihala po dobu 15 minut pfi teploté 37 °C,
poté byla ligace zastavena a ligacni smés precisténa na kolonce. Déle byla provedena ligace,
kdy doslo k vloZeni nastépeného amplikonu do vektoru pENTR2B:GFP, danad ligace probihala
pres noc pfi 22 °C. Druhy den byla provedena teplotni transformace ligacni smési do
kompetentnich bakterii Escherichia coli TOP 10. Nasledné byla bakteridlni kultura rozetfena
na LB misku s antibiotikem kanamycinem, protozZe vektor pENTR2B:GFP m4 rezistenci na toto
antibiotikum. Z narostlych kolonii byla dale provedena colony PCR, kdy byly hledany kolonie,
které obsahovaly vloZzeny AHK2 nebo AHK3 inzert, pfedni primer byl zvolen v oblasti vektoru
PENTR2B:GFP a zadni primer byl specificky pro oblast genu AHK2 nebo AHK3, ocekdvané

velikosti produktll jsou uvedeny v Tabulce 13.

Tabulka 13: PouZité dvojice primer( pro colony PCR testovani pfitomnosti genli AHK2 a AHK3 ve
vektoru pENTR2B:GFP.

Gen Nazev primeru Velikost PCR produktu [bp]
AHK2 PENTR_FW 822

AHK2_REO1
AHK3 PENTR_FW 845

AHK3_REO1

Colony PCR reakce byly vyhodnocovany pomoci agarézové elektroforézy. Na Obrazku 15 je
elektroforetogram AHK3 hledaného inzertu, predpokladana velikost produktu je 845 bp, klony

3,7, 10 a 11 poskytly silny, specificky signal.
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Obrazek 15: Elektroforetogram colony PCR pro testovani pfitomnosti AHK3 ve vektoru pENTR2B:GFP.
M - standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi - bp), Cisly 1- 12 jsou

oznaceny bakteridlni klony ziskané po natfeni na selekéni misku po provedeni ligace. K separaci byl
pouZit 1% agardzovy gel.

Po provedeni colony PCR byly vybrany kolonie 3, 7, 10, 11, dané kolonie byly zaockovany do
tekutého LB média s prisluSnym antibiotikem. Nasledné byly z narostlych bunécénych kultur

izolovany plazmidy prostfednictvim komercéniho kitu (QIAprep Spin Miniprep Kit).

Na Obrdzku 16 je elektroforetogram z colony PCR pro AHK2 gen, po provedeni ligace do

PENTR2B:GFP, predpokladana velikost produktu je 822 bp.

16 15 14 13 12 11 10 9 M 8 7 6 5 “ 3 2 1 M

o W 5000
- w 1500
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Obrazek 16: Elektroforetogram colony PCR pro testovani pfitomnosti AHK2 ve vektoru pENTR2B:GFP.
M - standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi - bp), Cisly 1- 16 jsou

oznaceny bakteridlni klony ziskané po natfeni na selekéni misku po provedeni ligace. K separaci byl
pouzit 1% agarodzovy gel.
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Po provedeni colony PCR byly vybrané kolonie (2, 3, 5, 8, 9, 13 a 15) zaockovany do tekutého
LB média s pfislusnym antibiotikem. Dale byly z narostlych bunécnych kultur vyizolovany

plazmidy prostfednictvim komeréniho kitu (QlAprep Spin Miniprep Kit).

Nasledné byla u obou konstruktd provedena kontrolni restrikce za poufZiti jednoho klonu pro
PENTR2B:AHK2:GFP konstrukt (klon 2) a pENTR2B:AHK3:GFP konstrukt (klon 3), vybrané klony
byly Stépeny za pomoci restrikénich enzyma. V Tabulce 14 jsou uvedeny poufZité restrikéni

enzymy a o¢ekdvané velikosti nastépenych produktd.

Tabulka 14: Pouzité restrikéni enzymy pro kontrolni restrikci pENTR2B:AHK2:GFP a pENTR2B:
AHK3:GFP konstrukt( a velikosti nastépenych produkt.

Konstrukt Restrikéni enzym Velikost nastépenych
produktl [bp]
PENTR2B:AHK2:GFP Sall 6148+1474
PENTR2B:AHK3:GFP Xhol 5429+1836

Po provedeni kontrolni restrikce byly produkty reakce analyzovdny na agardzovém gelu
(Obrazek 17 a Obrazek 18), vysledky potvrdily pfitomnost produktl v oéekdvané velikosti a

tyto klony byly nasledné zaslany na kontrolni sekvenaci.

500 ?
e

Obrazek 17: Elektroforetogram kontrolni restrikce pENTR2B:GFP, ktery obsahuje inzert genu AHK2. M
- standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp), 1 -
PENTR2B:AHK2:GFP konstrukt po stépeni enzymem Sall. K separaci byl pouZit 1% agardzovy gel.

65



- - —

1500 —
———

——

500 i
———

—

——

Obrazek 18: Elektroforetogram kontrolni restrikce pENTR2B:GFP, ktery obsahuje inzert genu AHK3. M
- standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp), 1 -
PENTR2B:AHK3:GFP konstrukt byl stépen enzymem Xhol. K separaci byl pouzit 1% agardzovy gel.

Po potvrzeni spravné sekvence pripravenych konstruktl pENTR2B:AHK2:GFP a
PENTR2B:AHK3:GFP byla dalsim krokem LR reakce, ta probihala mezi vstupnim vektorem
PENTR2B, ktery obsahuje AHK2:GFP nebo AHK3:GFP kazetu ohrani¢enou attL rekombinacnimi
misty, @ mezi attR rekombinacnimi misty cilového vektoru p2GW?7.0. Po probéhnuti
rekombinacni reakce byla smés za pomoci teplotniho Soku vpravena do bakterii E. coli TOP 10,
poté byla bakteridlni kultura natfena na misku s LB médiem obsahujicim antibiotikum
karbenicilin. Dale byla provedena colony PCR, kdy byly hledany kolonie, které obsahovaly
vloZzeny AHK2 nebo AHK3 inzert ve vektoru p2GW?7.0. PouZité dvojice primeru jsou specifické
pro sekvenci GFP (predni primer) a pro sekvenci vektoru p2GW?7.0 (zadni primer), ocekavané

velikosti produktll (totozné pro oba inzerty) jsou uvedeny v Tabulce 15.

Tabulka 15: Pouzité dvojice primer( pro colony PCR testovani pritomnosti AHK2 a AHK3 inzert( ve
vektoru p2GW?7.0 a ocekavané velikosti produkt(.

Gen Nazev primeru Velikost PCR produktu [bp]

AHK2 GFP_FWO01 839

P2GW7.0_REO7

AHK3 GFP_FWO01 839

P2GW?7.0_REO7
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Colony PCR reakce byly nasledné vyhodnocovdny pomoci agardézové elektroforézy. Na
Obrazku 19 a Obrazku 20 jsou elektroforetogramy z colony PCR pro AHK2 resp. AHK3 gen, po
provedeni rekombinace do cilového vektoru p2GW?7.0, pfedpokladana velikost produktu je

pro obé varianty shodné 839 bp.
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1500

500
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Obrazek 19: Elektroforetogram colony PCR pro testovani pritomnosti AHK2 ve vektoru p2GW7.0. M -
standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi - bp), Cisly 1- 9 jsou
oznaceny bakterialni klony ziskané po natreni na selekéni misku po provedeni LR reakce. K separaci byl
pouzit 1% agarézovy gel.

Prostrednictvim colony PCR byly vybrany kolonie 1, 2 a 3, ty byly zaockovany do tekutého LB

média s antibiotikem karbenicilinem. Nasledné byly z bunéénych kultur izolovany plazmidy

prostfednictvim komeréniho kitu (QlAprep Spin Miniprep Kit).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
5000 S
- @
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Obrazek 20: Elektroforetogram colony PCR pro testovani pritomnosti AHK3 ve vektoru p2GW7.0. M -
standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi - bp), Cisly 1- 9 jsou
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oznaceny bakteridlni klony ziskané po natfeni na selekéni misku po provedeni LR reakce. K separaci byl
pouZit 1% agardzovy gel.

Prostfednictvim colony PCR byly vybrany kolonie 3, 6 a 8, ty byly zaockovany do tekutého LB
média se selekénim antibiotikem a opét byla provedena minipreparativni izolace plasmidové

DNA pomoci kitu.

Nasledné byla spravnost obou pfipravenych konstrukt(i ovérovana pomoci kontrolni restrikce
(klon 3 pro AHK3 konstrukt a klon 2 pro AHK2 konstrukt), konstrukty byly Stépeny za pomoci
restrikéniho enzymu Sall (Obrazek 21 a Obrazek 22). V Tabulce 16 jsou uvedeny ocekavané

velikosti nastépenych produktd.

Tabulka 16: Pouzité restrikéni enzymy pro kontrolni restrikci 35S::AHK2:GFP a 35S::AHK3:GFP
konstrukti a velikosti nastépenych produktd.

Konstrukt Restrikéni enzym Velikost nastépenych
produktd [bp]
35S::AHK2:GFP Sall 7112+1474+1026+75
35S5::AHK3:GFP Sall 8229+1026+75
M 1
- —_—
5000 Smm—’
1500 S
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Obrazek 21: Elektroforetogram kontrolni restrikce p2GW?7.0 vektoru, ktery obsahuje inzert genu AHK2.
M - standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp), 1 -
35S::AHK2:GFP konstrukt byl stépen enzymem Sall. K separaci byl pouzit 1% agardzovy gel.
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Obrazek 22: Elektroforetogram kontrolni restrikce p2GW?7.0 vektoru, ktery obsahuje inzert genu AHK3.
M - standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp), 1 -
355::AHK3:GFP konstrukt byl stépen enzymem Sall. K separaci byl pouzit 1% agardzovy gel.

Takto ovérené konstrukty byly poslany na kontrolni sekvenaci a po ovéreni jejich spravnosti

byly ddle pouzity pro transformaci do protoplastl bunécné kultury Arabidopsis Ler.

5.1.2 Tvorba AHK2 a AHK3 konstrukt znacenych pomoci GFP pod kontrolou UBQ10
promotoru

Byly vytvoreny dva konstrukty, a to pUBQ10::AHK2:GFP a pUBQ10::AHK3:GFP, které slouzily
k transformaci do rostlin Arabidopsis thaliana metodou ,floral-dip“ a nasledné byly
odvozovany stabilné naprodukujici homozygotnich linie. Zacatek klonovani konstruktd pod
kontrolou UBQ10 promotoru byl identicky jako v pfipadé tvorby konstrukt( pro protoplasty
(kapitola 4.1.1). Zde byl viak zvolen jiny destinacni vektor, a to pMCS-GW, binarni vektor pro
stabilni rostlinnou transformaci. Dfive pfipravené konstrukty AHK2 a AHK3 ve vektoru
PENTR2B:GFP byly pouzity na LR reakci do cilového vektoru pMCS_GW. Rekombinacni reakce
probihala mezi pfislusnou kazetou AHK:GFP ohrani¢enou attL misty ve vektoru pENTR2B:GFP
a mezi attR misty cilového vektoru pMCS_GW. Po probéhnuti rekombinacni reakce byla LR
reakéni smés pomoci teplotniho Soku transformovana do bakterii Escherichia coli TOP 10, poté
byla bakteridlni kultura natfena na misku s LB médiem obsahujicim antibiotikum kanamycin.
Dale byla provedena colony PCR, kdy byly hledany pozitivni kolonie obsahujici viozeny AHK2
nebo AHK3 inzert ve vektoru pMCS_GW. Pouzité dvojice primerd a ocekdvand velikost

produkt(l jsou uvedeny v Tabulce 17.
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Tabulka 17: Pouzité dvojice primer( pro colony PCR testovani pritomnosti AHK2 a AHK3 inzertl ve
vektoru pMCS_GW a ocekavané velikosti produktd.

Konstrukt Nazev primeru Velikost PCR produktu
pUBQ10::AHK2:GFP UBQprom_FWO01 770

AHK2_REO1
pUBQ10::AHK3:GFP UBQprom_FWO01 802

AHK3_REO1

Colony PCR reakce byly vyhodnocovany pomoci agarézové elektroforézy. Na Obrazku 23 je
elektroforetogram z colony PCR pro AHK3 gen, po provedeni rekombinace do cilového vektoru

pMCS_GW, predpokladana velikost produktu je 802.

M123 45 6 7 8 M 910111213 1415 16 M 17 18 19 20
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Obrazek 23: Elektroforetogram colony PCR pro testovani pritomnosti AHK3 ve vektoru pMCS_GW pod
UBQ10 promotorem. M - standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi
- bp), Cisly 1- 20 jsou oznaceny bakterialni klony ziskané po natfeni na selekéni misku po provedeni LR
reakce. K separaci byl pouZit 1% agardzovy gel.

Prostfednictvim colony PCR byly pro ovéreni konstruktu pUBQ10::AHK3:GFP vybrany kolonie
2 a 6, ty byly zaockovany do tekutého LB média s antibiotikem kanamycinem. Obdobnym
zpusobem byly provedena colony PCR pro pUBQ10::AHK2:GFP konstrukt. Dale byly z
bunécénych kultur izolovany plazmidy prostfednictvim komercéniho kitu (QlAprep Spin
Miniprep Kit). Vybrané klony byly poté podrobeny kontrolni restrikci pro ovéreni spravnosti

danych konstruktd, jak je uvedeno v Tabulce 18.
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Tabulka 18: PouZité restrikéni enzymy pro kontrolni restrikci konstruktl pUBQ10::AHK2:GFP a
pUBQ10::AHK3:GFP a velikosti nastépenych produktd.

Gen Restrikéni enzym Velikost naspépenych
produktl [bp]
pUBQ10::AHK2:GFP Sall 11862+1683+1474+660
pUBQ10::AHK3:GFP Sall 12979+1683+660

Kontrolni restrikce pro pUBQ10::AHK2:GFP a pUBQ10::AHK3:GFP konstrukty byly
vyhodnoceny pomoci agardzové elektroforézy, vysledky potvrdily predpokladany restrikéni

vzorec (Obrazek 24 a Obrazek 25).
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Obrazek 24: Elektroforetogram kontrolni restrikce pMCS_GW, ktery obsahuje inzert genu AHK2 pod
UBQ10 promotorem. M - standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi
—bp), 1 - pUBQ10::AHK2:GFP konstrukt byl stépen restrikénim enzymem Sall. K separaci byl pouZit 1%
agardzovy gel.
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Obrazek 25: Elektroforetogram kontrolni restrikce vektoru pMCS_GW, ktery obsahuje inzert genu
AHK3 pod konstitutivnim promotorem UBQ10. M - standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA
Ladder (velikost v parech bazi—bp), 1 - pUBQ10::AHK3:GFP konstrukt byl Stépen restrikénim enzymem
Sall. K separaci byl pouzit 1% agarézovy gel.

Spravnost pripravenych konstruktd byla ndsledné ovéfena pomoci sekvenace.

V dalsi fazi byly konstrukty pUBQ10::AHK3:GFP a pUBQ10::AHK2:GFP metodou elektroporace
transformovany do elektrokompetentnich bakterii Agrobacterium tumefaciens, ty byly
nasledné pomoci metody ,floral-dip“ transformovany do rostlin Arabidopsis thaliana,

transformované rostliny byly vyuZity pro odvozeni stabilni nadprodukujici linie.

5.1.3 Tvorba AHK3 konstruktl zna¢enych pomoci GFP pod kontrolou nativniho promotoru pro
stabilni transformaci do rostlin Arabidopsis thaliana

Kromé AHK2 a AHK3 konstruktl pod kontrolou konstitutivniho promotoru byl pfipraven i
AHK3 konstrukt pod kontrolou nativniho promotoru (pAHK3::AHK3:GFP). Prvnim krokem byla
opét PCR amplifikace genu AHK3 spolu s jeho pfiblizné 4kb 5’ pfilehlou promotorovou oblasti.
Podobnym zplsobem byly testovany podminky pro amplifikaci promotorové oblasti genu
AHK2, zddna z PCR reakci vSak nebyla Uspésnd, navzdory testovani celé fady PCR podminek a

razné navrzenym amplifikacnim primerim.

Tvorba AHK3 konstruktl pod kontrolou nativniho promotoru byl zahdjena PCR amplifikaci
z genomické DNA za poutiti primerl uvedenych v Tabulce 19, primery nesly restrikéni mista

pro enzym Sall na 5’ konci a zdsahové misto pro Notl na 3’ konci.

Tabulka 19: Pouzité dvojice primer( pro amplifikaci genu AHK3 spolec¢né s nativnim promotorem a
velikost predpokladaného amplikonu.

Gen Nazev primeru Velikost PCR produktu [bp]
AHK3 s 5’ ptilehlou AHK3_4kbprom_Sall_FWO01 | 8371
promotorovou oblasti AHK3_Notl_REO1

Velikost PCR produktl byla testovana pomoci agarézové elektroforézy (Obrazek 26). Vysledky
ukazaly, Ze v ocekavané oblasti doslo k PCR amplifikaci, byly vSak detekovany rovnéz

nespecifické produkty reakce.
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Obrazek 26: Elektroforetogram amplifikace PCR produktu pro gen AHK3. M - standard molekulové
hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi - bp), 1- 8 amplikon AHK3 s 4kb upstream
promotorovou oblasti genu. K separaci byl pouZzit 1% agarézovy gel.

Jednotlivé PCR reakce byly spojeny a precistény pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kitu
a nasledné byla nastavena restrikce, jak u AHK3 PCR produktu, tak u vektoru pENTR2B:GFP.
Restrikéni reakce probihala za pouziti FastDigest restrikénich enzym( Sall a Notl ve FastDigest
pufru, 15 minut pfi teploté 37 °C a nasledné byla reakce zastavena a znovu precisténa na
kolonce. Dale byla provedena ligace, kdy doslo k vioZzeni amplikonu do vektoru pENTR2B:GFP.
Dalsim krokem byla transformace ligacni smési do kompetentnich bakterii Escherichia coli
TOP10 metodou teplotniho Soku, dana ligace probihala pfes noc pti 22 °C. Druhy den byla
bakterialni kultura natfena na LB misku s antibiotikem kanamycinem. Pomoci colony PCR byly
hledany kolonie, které obsahovaly vloZzeny AHK3 inzert ve vektoru pENTR2B:GFP. Pouzitd
dvojice primerU a ocekdvana velikost produktu jsou uvedeny v Tabulce 20, pro zadni primer

byla zvolena oblast na zacatku pripravené promotorové sekvence genu.

Tabulka 20: PouZitd dvojice primerd pro colony PCR testovani pfitomnosti AHK3 ve vektoru
PENTR2B:GFP a o¢ekavana velikost PCR produktu.

Konstrukt Nazev primeru Velikost PCR produktu [bp]

PENTR2B:pAHK3:AHK3:GFP | pENTR_FW 817

AHK3_4kbprom_REO1
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Colony PCR reakce byly vyhodnoceny pomoci agarézové elektroforézy, pouze jedna kolonie

poskytla signal v oekavané oblasti (Obrazek 27).

W 5000

W 1500
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Obrazek 27: Elektroforetogram colony PCR testovani pfitomnosti AHK3 spolu s 4kb upstream
promotorovou oblasti ve vektoru pENTR2B:GFP. M - standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA
Ladder (velikost v parech bazi - bp), Cisly 1- 8 jsou oznaceny bakteridlni klony ziskané po natfeni na
selekéni misku po provedeni ligace. K separaci byl pouzit 1% agardzovy gel.

Po provedeni colony PCR byla vybrana kolonie 1, a ta byla zaockovana do tekutého LB média
s pfislusnym antibiotikem. Z narostlé bunééné kultury byla nasledné izolovana plazmidova

DNA prostfednictvim komeréniho kitu (QlAprep Spin Miniprep Kit).

Kontrolni restrikce probéhla za pouziti enzymu Xhol (Tabulka 21) a byla analyzovana pomoci

agarozové elektroforézy (Obrazek 28).

Tabulka 21: Pouzity restrikéni enzym pro kontrolni restrikci konstruktu pENTR2B:pAHK3:AHK3:GFP a
velikosti nastépenych produktd.

Konstrukt Restrikéni enzym Velikost nastépenych
produktl [bp]
AHK3 s 5’ pfilehlou Xhol 9538+1836

promotorovou oblasti, ve
vektoru pENT2B:GFP
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Obrazek 28: Elektroforetogram kontrolni restrikce konstruktu pENTR2B:GFP, ktery obsahuje gen AHK3
s 4kb upstream promotorovou oblasti. M - standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder
(velikost v parech bazi — bp), 1- pENTR2B:pAHK3:AH3:GFP byl stépen restrikénim enzymem Sall. K
separaci byl pouzit 1% agardzovy gel.

DalsSim krokem byla LR reakce, ta probihala mezi vstupnim vektorem
PENTR2B:pAHK3:AHK3:GFP a mezi cilovym vektorem pMCS_GW. Po rekombinacni reakci byla
smés za pomoci teplotniho Soku vpravena do bakterii E. coli TOP 10, poté byla bakterialni
kultura natfena na misku s LB médiem obsahujicim selekéni antibiotikum. Ddle byla provedena
colony PCR, kdy byly hledany kolonie, které obsahovaly vloZzeny AHK3 inzert v pMCS_GW.

Pouzitd dvojice primeru a ocekavanad velikost produktu jsou uvedeny v Tabulce 22.

Tabulka 22: Pouzitd dvojice primerd pro colony PCR testovani konstruktu pAHK3::AHK3:GFP (ve
vektoru pMCS_GW).

Konstrukt Nazev primeru Velikost PCR produktu [bp]

PAHK3::AHK3:GFP MASprom_FWO01 554

AHK3_4kbprom_REO1

Colony PCR reakce byly vyhodnocovany pomoci agardzové elektroforézy (Obrazek 29).
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Obrazek 29: Elektroforetogram colony PCR testovani konstruktu pAHK3::AHK3:GFP (AHK3 v pMCS_GW
pod kontrolou nativniho promotoru). M - standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder
(velikost v parech bazi - bp), Cisly 1- 10 jsou oznaceny bakterialni klony ziskané po natfeni na selekéni
misku po provedeni LR reakce. K separaci byl pouZzit 1% agarézovy gel.

Po provedeni colony PCR byla zaockovana jedina kolonie poskytujici PCR signdl (kolonie 1) do
tekutého LB média s prislusSnym antibiotikem. Dale byly z narostlé bunécné kultury izolovany
plazmidy prostfednictvim komeréniho kitu (QlAprep Spin Miniprep Kit) a byla provedena

kontrolni restrikce za pouziti enzymu Sall (Tabulka 23).

Tabulka 23: Kontrolni restrikéni Stépeni konstruktu pAHK3::AHK3:GFP.

Konstrukt Restrikéni enzym Velikost nastépenych
produktd [bp]
PAHK3::AHK3:GFP (gen AHK3 Sall 17088+754

s pfilehlou promotorovou
oblasti ve vektoru
pMCS_GW)

Produkty restrikéniho Stépeni byly opét analyzovany pomoci agardzové elektroforézy, reakce
byla nastavena ve vice opakovanich (Obrazek 30). Vzhledem k velikosti konstruktu neprobiha
Stépeni kvantitativné, na gelu je presto patrny prouzek v ocekdvané velikosti. Kontrolni

sekvenace nasledné potvrdila spravnost pripraveného konstruktu.
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Obrazek 30: Elektroforetogram kontrolni restrikce pMCS_GW, ktery obsahuje gen AHK3 s 4kb
upstream promotorovou oblasti . M - standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost
v parech bazi — bp), 1-5 — pAHK3::AHK3:GFP konstrukt byl stépen restrikénim enzymem Sall. K separaci
byl pouZzit 1% agardzovy gel.

Vdalsi fazi byl konstrukt pAHK3::AHK3:GFP transformovdn prostifednictvim metody
elektroporace do elektrokompetentnich bakterii Agrobacterium tumefaciens, ty byly nasledné
pomoci metody ,floral dip“ transformovany do rostlin Arabidopsis thaliana, takto oSetfené

rostliny byly vyuZity pro odvozeni stabilni nadprodukujici linie.

5.2 Tvorba BCIN_05g04530 konstruktd

Cilem bylo wvytvofit konstrukty s genem BCIN_05g04530, ktery pochazi z nekrotrofniho
fungalniho patogenu Botrytis cinerea, ten byl vybran pro svoji strukturni a pfedpokladanou
funkéni podobnost s cytokininovymi receptory v Arabidopsis thaliana. Findlni konstrukt genu
BCIN_05g04530 ve vektoru pDEST15 (pDEST15:BcHK) byl pripraven za ucelem prvotniho

testovani exprese v bakteridlnich bunkach.

Nejprve byla testovana amplifikace genu BCIN_05g04530 z dodaného templdtu. Pouzita
dvojice primer( pti PCR amplifikaci a teoreticka velikost produktu jsou uvedeny v Tabulce 24.

Primery nesly sekvence pro attB rekombinacni mista, které Ize vyuzit v rekombinaéni reakci.
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Tabulka 24: Pouzita dvojice primerl pro PCR amplifikaci a ocekavana velikost BCIN_05g04530
produktu.

Gen Nazev primeru Velikost PCR produktu [bp]

BCIN_05g04530 BcHK_GWFWO01 3116

BcHK_GWREO1

Vysledky PCR amplifikace byly testovany pomoci agardzové elektroforézy (Obrazek 31).

Vysledky ukazaly, Ze doslo ke specifické amplifikaci produktu v o¢ekavané velikosti.
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Obrazek 31: Elektroforetogram amplifikace PCR produktu genu BCIN_05g04530. M — standard
molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp), 1-5 amplikon genu
BCIN_05g04530. K separaci byl pouzit 1% agarézovy gel.

Dale byl ziskany PCR produkt precistén pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kitu. Po
precisténi nasledovala BP rekombinacni reakce metodou Gateway, ta probihala mezi PCR
produktem nesoucim attB mista a donorovym vektorem pDONR207 nesoucim attP mista; pfi
probéhnuti rekombinace vznika tzv. ,Entry Clone”. K reakci byl pouzit enzym BP Clonase II,
reakce probihala pfi 25 °C po dobu 1 hodiny. Dalsim krokem byla teplotni transformace BP
reakéni smési do bakterii Escherichia coli TOP 10, nasledné byla bakteridlni kultura natfena na
LB misku s antibiotikem gentamycinem. Déle byla provedena colony PCR, kdy byly hledany
kolonie, které obsahovaly vioZzeny BCIN_05g04530 inzert ve vektoru pDONR207, za poufziti

navrzenych primerG (Tabulka 25).
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Tabulka 25: PouZita dvojice primer( pro colony PCR testovani pfitomnosti BCIN_05g04530 ve vektoru
pDOR207 a o¢ekavané velikost PCR produktu.

Gen Nazev primeru Velikost PCR produktu [bp]
BCIN_05g04530 BcHK_seq_FWO3 978
pENTR_RE

Na Obrazku 32 je elektroforetogram po probéhnuti colony PCR, u dvou kolonii byl zaznamendn

signal v priblizné ocekdvané velikosti.
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Obrazek 32: Elektroforetogram colony PCR testovani BCIN_05g04530 ve vektoru pDONR207. M -
standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi - bp), cisly 1-21 jsou
oznaceny bakterialni klony ziskané po natfeni na selekéni misku po provedeni BP reakce. K separaci byl
pouzit 1% agardzovy gel.

Po provedeni colony PCR byly vybrany kolonie 8 a 18, ty byly ndsledné zaockovany do tekutého
LB média s pfislusnym antibiotikem, izolace plasmidové DNA probéhla opét pomoci

komeréniho kitu (QlAprep Spin Miniprep Kit).

Nasledné byly oba konstrukty Stépeny za pomoci restrikénich enzymd (Tabulka 26) a

analyzovany agardzovou elektroforézou (Obrazek 33).

Tabulka 26: PouZité restrikéni enzymy a velikosti nastépenych produktl pro kontrolni restrikci
pDOR207:BCIN_05g04530.

Gen Restrikéni enzym Velikost nastépenych
produktd [bp]
BCIN_05g04530 Xhol, Hindlll 6085+353
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Prislusna restrikéni analyza potvrdila pfitomnost o¢ekdvanych produktl po restrikci
kombinaci enzym Xhol + Hindlll (Obrazek 33).
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Obrazek 33: Elektroforetogram kontrolni restrikce pDONR207, ktery obsahuje gen BCIN_05g04530. M
- standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp), 8 - potencionalné
pozitivni kolonie ziskand colony PCR pDONR207:BCIN_05g04530 po Stépeni Hindlll a Xhol. 18 -
potencionalné pozitivni kolonie ziskana colony PCR pDONR207:BCIN_05g04530 po Stépeni Hindlll a
Xhol. K separaci byl pouzit 1% agardzovy gel.

DalsSim krokem byla LR reakce, ta probihala mezi vstupnim vektorem
pDONR207:BCIN_05g04530 a mezi cilovym vektorem pDEST15. Po rekombinacni reakci byla
smés za pomoci teplotniho Soku vpravena do bakterii E. coli TOP 10, poté byla bakterialni
kultura natfena na misku s LB médiem obsahujicim antibiotikum karbenicilin. Dale byla
provedena colony PCR, kdy byly hledany kolonie, které obsahovaly vloZzeny inzert

BCIN_05g04530 ve vektoru pDEST15 za poufZiti navrzenych primert (Tabulka 27).

Tabulka 27: PouZitd dvojice primer( pro colony PCR testovani konstruktu pDEST15:BcHK (gen
BCIN_05g04530 v cilovém vektoru pDEST15).

Konstrukt Nazev primeru Velikost PCR produktu [bp]

pDEST15:BcHK BcHK_seq_FWO03 858

T7 reverse primer

Na Obrazku 34 je elektorforetogram provedené colony PCR, u dvou bakteridlnich kolonii se

objevil PCR produkt v ocekavané oblasti.
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Obrazek 34: Elektroforetogram colony PCR testovani konstruktu pDEST15:BcHK (BCIN_05g04530 v
pDEST15). M - standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi - bp), Cisly
1- 10 jsou oznaceny bakteridlni klony ziskané po natfeni na selekéni misku po provedeni LR reakce. K

separaci byl pouzit 1% agardzovy gel.

Po provedeni colony PCR byla vybrana kolonie 4 a 9, a ty byly zaoc¢kovany do tekutého LB
média s prislusnym antibiotikem a z bakteridlnich kultur byla dale izolovana plasmidova DNA

(QlAprep Spin Miniprep Kit).

Nasledné byly konstrukty Stépeny za pomoci restrikéni analyzy (Tabulka 28) a vysledky

analyzovany agardzovou elektroforézou (Obrazek 35).

Tabulka 28: Pouzité restrikéni enzymy a velikost nastépeného produktu pro restrikéni analyzu
konstruktu pDEST15:BcHK.

Konstrukt Restrikéni enzym Velikost nastépenych
produktl [bp]
pDEST15:BcHK Hindlll 7280+1146
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Obrazek 35: Elektroforetogram kontrolni restrikce pDEST15:BcHK (pDEST15 sinzerci genu
BCIN_05g04530). M - standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi —
bp), 4 - potenciondlné pozitivni kolonie ziskand colony PCR pDEST15:BcHK po Stépeni Hindlll. 9 -
potencionalné pozitivni kolonie ziskana colony genu PCR pDEST15:BcHK po Stépeni Hindlll. K separaci
byl pouzit 1% agardzovy gel.

Spravnost pripravenych konstruktd byla ovérend pomoci sekvenace.

V dalsi fazi byl pfipraveny finalni konstrukt transformovan prostrednictvim metody teplotniho
Soku do expresnich bakterii E. coli BL21(DE3), z nich byly nasledné udélany glycerolové zasobni
kultury a dané konstrukty byly dale testovany pomoci metody Western blot na pritomnost

fuznich proteind.
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5.3 Tvorba stabilné transformovanych linii Arabidopsis thaliana

Prostfednictvim metody ,Floral-dip“ (Zhang et al, 2006) byly vneseny konstrukty
pUBQI10::AHK2:GFP, pUBQ10::AHK3:GFP a pAHK3::AHK3:GFP ve vektoru pMCS-GW do rostlin
Arabidopsis thaliana Col-0. Transformace byla zprostfedkovana pomoci Agrobacterium
tumefaciens. Semena z takto oSetfenych rostlin (generace To) byla po pfiblizné jednom mésici
sklizena a vyuZita pro naslednou selekci pomoci herbicidu Basta. Tak byla ziskdna generace

heterozygotni linie T1. Nasledné bylo pfistoupeno k odvozovani stabilni homozygotni linie.

5.4 Genotypizace

Pro genotypizaci byly vyuZity listy z transgennich rostlin Arabidopsis thaliana generace Ti.
Nejprve byla z list(i vyextrahovdna genomickd DNA a ndsledné pomoci metody PCR a genové-
specifickych primerd byla ovérovana pritomnost danych konstrukt(i v genomu rostlin. Pouzité
dvojice primer( pfi PCR amplifikaci a velikost jednotlivych amplikonU jsou uvedeny v Tabulce

29.

Tabulka 29: PouZité dvojice primerl pro genotypizaci transgennich rostlin a teoretické velikosti PCR
produktd.

Konstrukt Nazev primeru Velikost PCR produktu
(bp]
pUBQ10::AHK2:GFP UBQprom_FWO01 | 770
AHK2_REO1
pUBQ10::AHK3:GFP AHK3_FW01 958

GFPseq_REO1

pAHK3::AHK3:GFP AHK3_FWO01 905

GFPseq_REO1

Velikost PCR produktd byla testovdana pomoci agardzové elektroforézy (Obrazek 36, 37, 38).
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Obrazek 36: Elektroforetogram genotypizace konstruktu pUBQ10::AHK2:GFP v rostlinach Arabidopsis.
M — standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp), 1-3 — PCR
reakce ze tfi Arabidopsis rostlin generace T;. K separaci byl pouzit 1% agardzovy gel.
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Obrazek 37: Elektroforetogram genotypizace konstruktu pUBQ10::AHK3:GFP v rostlinach Arabidopsis.
M — standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp), 1-8 — PCR
reakce z osmi Arabidopsis rostlin generace T;. K separaci byl pouZit 1% agardzovy gel.
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Obrazek 38: Elektroforetogram genotypizace konstruktu pAHK3::AHK3:GFP v rostlinach Arabidopsis.
M — standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp), 1-9 — PCR
reakce z deviti Arabidopsis rostlin generace T: . K separaci byl pouzit 1% agardzovy gel.

5.5 Konfokalni mikroskopie u tranzientné nadprodukujicich protoplastt bunééné
kultury Arabidopsis Ler

Pro rychlé ovéreni funkcénosti pripravenych konstruktl byly pfipraveny protoplasty z bunécné
submerzni kultury Arabidopsis Ler. Pomoci komeréniho Maxiprep kitu byly vyizolovany
plazmidy konstruktt 35S::AHK2:GFP a 35S::AHK3:GFP, kde AHK2 a AHK3 geny byly klonovany
do vektoru p2GW?7.0 pod kontrolou silného konstitutivniho promotoru 35S. Jako kontrola pro
pozorovani slouzil dodany konstrukt 355:GFP (v p2GW?7.0), ktery kéduje volny GFP protein.
Nasledné byly dané plazmidy pouzity pro transformaci rostlinnych protoplastd. Pomoci
laserového konfokalniho mikroskopu byl sledovan zeleny fluorescencéni signal. Signal byl
pozorovan pouze u kontrolnich transformaci, kde dochazelo k expresi volného GFP; u téchto
kontrolnich vzork( byl signdl pozorovan predevsim na cytoplazmatické membrané a v jadre

(Obrazek 39).

Jako dalsi kontrola byl pouzit konstrukt pUBQ10::NIP1:mCherry, kde se rovnéz podafilo
detekovat specificky fluorescenéni signdl, ktery by mél odpovidat lokalizaci proteinu na
endoplazmatickém retikulu a na cytoplazmatické membrané protoplastd (Obrazek 35). Signal

pro 355::AHK2:GFP a 35S::AHK3:GFP se detekovat nepodafilo.
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Obrazek 39: Konfokalni mikroskopie protoplastl. 1 - pUBQ10::NIP1:mCherry v protoplastech
Arabidopsis Ler; Cerveny fluorescenéni signdl NIP1-mCherry napovidd na lokalizaci na
endoplasmatickém retikulu, 2 - Pozitivni GFP kontrola (355:GFP) pro sledovani tranzientni exprese
proteinll v protoplastech bunécné kultury Arabidopsis Ler; zeleny fluorescencni signal se vyskytuje
v cytoplasmé buriky a rovnéz je akumulovan v bunééném jadre (oznaceno *). Méfitko 10 um.

5.6 Konfokalni mikroskopie u transgennich rostlin Arabidopsis thaliana

Na % MS médium, které obsahovalo herbicid Basta bylo vysazeno pfriblizné 40 semen z linie
PAHK3::AHK3:GFP v generaci T,. U takto vysazenych rostlin byl sledovan fenotypovy stépny
pomeér. Individualni linie T, generace s pfiblizné 75% (3:1) preZivsimi semenacky na herbicidu
Basta o stari 5 dnl byly pozorovany pod konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem a

semendcky byly nasledné presazeny do kvétinacd za ucelem ziskani Tz generace.

Takto ziskané rostliny vykazovaly jiz pomérné silnou expresi transgenu, signal byl detekovan
jak v kofenové Spic¢ce (Obr. 40-1) tak i ve spodni listové epidermis (Obrazek 40-2), kde byl
detekovan signdl i v pradusich. Na snimku 1 (Obr. 40-1) je kofen transgenni rostliny, nejvyssi
sila signalu je ve stfednim valci, coz je typické pro expresi AHK3 genu. Na snimku 2 (Obrazek
40-2) je list transgenni rostliny, zde je signal lokalizovany v dlaZzdicovych burikach a v svéracich
bunkach priduch(, pravdépodobné lokalizovany na cytoplasmatické membrané. Krom toho
je signdl rovnéz pozorovatelny uvnitf bunék, kde vytvari charakteristickou sitovou strukturu,

ktera by napovidala na lokalizaci proteinu na endoplasmatickém retikulu.
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Obrazek 40: Konfokalni mikroskopie rostlinnych organ( v linii pAHK3::AHK3:GFP T, 1 - exprese AHK3-
GFP v kofenové Spicce, je patrné nabohaceni signdlu v korenové vaskulature. 2 - exprese AHK3-GFP
v listové epidermis, signal detekovany v dlazdicovych burikdch a v burikach svéracich. Méfitko 10 um.

5.7 Western blot AHK konstrukt( a BCIN_05g04530 konstruktu v E. coli

Pro detekci tvorby fuznich AHK2, AHK3, AHK4 a BCIN_05g04530 proteinli pomoci metody
Western blot byly pouzZity konstrukty AHK2, AHK3 a AHK4 konstrukty ve vektoru pDEST15
s GST znackou, které pripravila a poskytla Mgr. Veronika Kabrtova. Konstrukt BCIN_05g04530
ve vektoru pDEST15 s GST znackou byl nové pfipraven vramci této diplomové prace.
Podminky testovani byly nastaveny podle dfive testovanych podminek pro AHK konstrukty,
exprese probihaly pfi 23 a 28 °C, indukce IPTG probihala 2 hod pfi 0.01 nebo 0.1 mM

koncentraci, a rovnéz byly testovany podminky bez indukce.

Z ptipravenych bakterialnich kultur obsahujicich expresni konstrukty v bakteridlnim kmeni E.
coli BL21(DE3) bylo zaockovano do 5 ml tekutého média s antibiotikem karbenicilinem.
Bunécné kultury byly inkubovany pfi dvou rozdilnych teplotdch, a to pfi 23 °C a 28 °C. Druhy
den byl prenesen 1 ml bakteridlni kultury do 25 ml tekutého LB média a bylo inkubovano
dalSich 20 hodin, poté byla vzdy jedna kultura od kazdého genu oSetfena 0,1 mM IPTG, 0,01
mM IPTG, nebo nebylo pouzito IPTG indukce. Kultury, které byly oSetfeny IPTG, byly
inkubovany po dobu 2 hodin, nezZ byly izolovany pelety, IPTG se pouzivad pro zvyseni exprese
proteinl. Kultury, u kterych nebylo pouzito IPTG, nebyly inkubovany po dobu 2 hodin, ale
ihned probéhla izolace peletli. Nasledné byly izolované proteiny separovany pomoci SDS-

PAGE a preneseny na PVDF membranu, kde byly detekovany pomoci anti-GST protilatky.
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Na Obrazku 41 je vysledek Western blot analyzy po prenosu fuznich proteinti BCIN_05g04530,

AHK2 a AHK3 za pouziti vyse zminéné protilatky.
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Obrazek 41: Ovéreni tvorby fuznich proteinl pro geny AHK a BCIN_05g04530: 1. BCIN_05g04530,
exprese pfi 23°C, bez IPTG indukce. 2. BCIN_05g04530, exprese pfi 23°C, 0.1 mM IPTG indukce. 3.
BCIN_05g04530, exprese pfi 23°C, 0.01 mM IPTG indukce. 4. AHK2, exprese pfi 23°C, bez IPTG indukce.
5. AHK3, exprese pfi 23°C, bez IPTG indukce. 6. AHK4, exprese pti 23°C, bez IPTG indukce. 7. AHK2,
exprese pri 28°C, bez IPTG indukce. 8. AHK3, exprese pfi 28°C, bez IPTG indukce. 9. AHK4, exprese pfi
28°C, bez IPTG indukce. S - MultiTag protein, pozitivni kontrola. Pouzitd protilatka anti-GST (Sigma-
Aldrich), fedéni 1:2000.

Imunodetekce potvrdila tvorbu produktl o velikosti ptiblizné 30 kDa u BCIN_05g04530, kdy
nejvyssi mnozstvi daného proteinu bylo detekovano pfi kultivacnich podminkach 23 °C a bez
poutziti IPTG. Pfedpokladana velikost u BCIN_05g04530 byla 113,6 kDa, z vysledku je tedy
zfejmé, Ze béhem izolace pravdépodobné dochazi k degradaci fuzniho proteinu a detekujeme
pouze proteinovy fragment obsahujici GST. U AHK2 fuzniho proteinu, pfi kultivanich
podminkach 23 °C bez IPTG indukce, bylo detekovano vétsi mnozstvi proteinl nezZ u stejného
fuzniho proteinu pfi kultivacnich podminkach 28 °C bez IPTG (srovnani drahy 4. a 7.). Podobné
jako u BCIN_05g04530 i zde pravdépodobné dochazi ke stépeni fuzniho proteinu (velikost
intaktniho proteinu by méla odpovidat 131,9 kDa). Fuzni protein AHK3 za zvolenych podminek
nebyl detekovany vilbec, pro jeho expresi by bylo tfeba testovat vétsi Skalu podminek.
Z vysledk( vyplyva, Ze pro expresi BCIN_05g04530 a rovnéz AHK2 genl jsou pravdépodobné

vhodné nizsi teploty a indukce IPTG zfejmé nebude nutna.
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6. Diskuze

Cytokininovy signal je v rostlindch vnimdan pomoci tfi typl senzorickych histidin kindz (AHK2,
AHK3 a CR1/AHKA4). | kdyZ byla lokalizace cytokininovych receptorl v burice predmétem
mnoha studii (Caesar et al., 2011; H. J. Kim et al., 2006; Kubiasova et al., 2020; Stolz et al.,
2011; Wulfetange et al., 2011), neni jejich mistni a ¢asova lokalizace v bunce stale dobre
objasnéna, a k percepci cytokininového signdlu budou zrejmé pfispivat rdzné populace
receptorQ vyskytujicich se nabunéénych kompartmentech. Tato prace je zamérena na
charakterizaci AHK2 a AHK3 receptor(, o nichZ je z hlediska lokalizace a regulace jejich funkce
relativné malo znamo.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo klonovani cytokininovych receptorti AHK2 a
AHK3 z Arabidopsis thaliana ve fuzi s genem pro GFP protein, jednak pod kontrolou silnych
konstitutivnich promotort UBQ10 a 35S, a dale byly klonovany 5’ ptilehlé oblasti genll AHK2 a
AHK3, které by mély, vzhledem k zvolené velikosti (asi 4 kb upstream od iniciaéniho ATG
koddénu), obsahovat nativni promotory danych gent. Klonovani gen( spolu s jejich nativni
promotorovou oblasti je zasadni pro spravné pochopeni jejich funkce; do dnesni doby byla
lokalizace HK receptor(i studovadna pouze v transientnich expresnich systémech, kde je nutné
pouzit konstitutivni expresi (Caesar et al., 2011; Wulfetange et al., 2011).

Pro rychlé testovani a ovéreni transientni exprese a lokalizace fuznich protein(i v Zivych
bunkach byly navrzeny konstrukty 355::AHK2:GFP a 35S::AHK3:GFP ve vektoru p2GW7.0. Dané
konstrukty byly transformovany do rostlinnych protoplastl bunééné suspenze Arabidopsis Ler.
Nasledné byla exprese vizualizovdna pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie.
Uspés$né se podafilo pfipravit pouze kontrolni vzorky protoplastd, které exprimovaly volny GFP
protein, signal byl pozorovan v cytoplasmatickém prostoru a rovnéz v jadru bunék (kam volné
pronika GFP protein). Transformace protoplastli s konstrukty 35S::AHK2:GFP a 35S::AHK3:GFP
nemusela byt Uspésna z dlivodu pomérné velké velikosti pripravenych konstrukt( (zvlasté pro
konstrukty s nativni promotorovou oblasti), kdy U¢innost transformace Umérné klesa s velikosti
transformovanych konstruktl. Dalsi potencionalni problém mohla predstavovat samotna
bunécna kultura Arabidopsis Ler, kterd nebyla v idedlnim stavu.

| pfes negativni vysledky transformace protoplastl bylo pfistoupeno k tvorbé AHK2 a
AHK3 konstruktl znacenych pomoci GFP pod UBQ10 promotorem pro stabilni transformaci do

rostlin Arabidopsis thalina Col-0. Byly pfipraveny konstrukty pUBQ10::AHK2:GFP a
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pUBQ10::AHK3:GFP, ty byly nasledné pomoci bakterii Agrobacterium tumefaciens GV3103
transformovany do rostlin a poté bylo pfistoupeno k odvozeni stabilné naprodukujici
homozygotnich linie. V rdmci odvozovani stabilnich expresnich linii bylo dosazeno stadium
heterozygotni linie T, coz bylo potvrzeno pomoci genotypizace transgennich rostlin.

Kromé konstruktl pod kontrolou silnych konstitutivnich promotort bylo pristoupeno
k tvorbé konstruktl pAHK2::AHK2:GFP a pAHK3::AHK3:GFP, kde byla spolecné s cilovym
genem klonovéana i ptilehld promotorova oblast. Uspé&sné byl pfipraven pouze konstrukt
PAHK3::AHK3:GFP, ktery byl nasledné vyuZit pro odvozeni stabilni linie. V ramci odvozovani
stabilnich expresnich linii bylo dosazeno stadium heterozygotni linie T,, coZ bylo potvrzeno
jednak genotypizaci a rovnéz byla pfimo pozorovdna exprese GFP-znaceného transgenu.
Problém pfi tvorbé planovaného konstruktu pAHK2::AHK2:GFP spocival uz v amplifikaci
promotorové oblasti, kdy bylo vyzkouseno velké mnozstvi primer( a byla snaha o optimalizaci
amplifikacnich PCR podminek, presto se dany nativni promotor nepodafilo ziskat v Zadné
z amplifikacnich reakci. Pri¢innou nesnadné amplifikace muize byt to, Ze dand promotorova
oblast je bohatd na AT oblasti, coz je problematické pro klasickou PCR amplifikaci. Moznym
feSenim v daném pfripadé by byla genova syntéza.

Vzhledem k ¢asovym mozinostem diplomové prace se nepodafilo ziskat homozygotni
linie generace T3, byla vSak provedena zakladni charakterizace transgennich rostlin linie T,
které obsahovaly konstrukt pAHK3::AHK3:GFP. Pomoci laserové skenovaci konfokalni
mikroskopie byl detekovan fluorescencni signal v kofeni a v listu vybranych transgennich
rostlin. Nejvyssi intenzita fluorescenéniho signalu u korene rostliny byla ve stfednim valci a
obecné v bazalni Casti meristematického pletiva, coz je vsouladu s dfive publikovanou
analyzou promotorové oblasti AHK3 (Nishimura et al., 2004). U mikroskopie listu byl signal
pozorovan u spodnich epidermalnich bunék, v dlazdicovych burkach tohoto pletiva byl signal
pfitomen jak na cytoplazmatické membrané, tak i uvnitf listu, to mlzZe znacit umisténi AHK3
receptoru na endoplazmatického retikulum v souladu s predchozimi studiemi (Caesar et al.,
2011; Wulfetange et al., 2011). Experiment provedeny Wulfetange a spol. na epidermalnich
listovych bunkach tabdku (Nicotiana benthamiana), které exprimovaly AHK3-GFP fuzni
protein, ukdzal na zapojeni endoplazmatického retikula do mechanismu cytokininové
signalizace, dalsi testy provedené vtomto clanku potvrdily lokalizaci CK receptori na ER

membrané (Wulfetange et al., 2011).
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VedlejsSim cilem této prace bylo klonovani genu BCIN_ 05904530, ktery pochazi z
nekrotrofniho fungdlniho patogenu Botrytis cinerea, u kterého se predpokladd strukturni a
funkéni podobnost s cytokininovymi HK receptory z Arabidopsis thaliana. Za ucelem
charakterizace tohoto proteinu je prvni metodou volby exprese v bakteriich E. coli, kde je
mozno provést ligandové kompeti¢ni testy (Spichal, 2011). Pro ovéreni tvorby fuznich proteind
byla nejprve vyuZita metoda Western blot, kdy byly detekovany fuzni proteiny spolu
s proteinovym tagem GST na C-konci znacenych protein(i. V rdmci této prace se podafilo
naklonovat gen BCIN_05g04530 ve vektoru pDEST15 pro bakteridlni expresi. Nasledné byla
testovana exprese transgenu spolu s dodanymi konstrukty pro geny AHK2, AHK3 a AHK4
(rovnéz v pDEST15), které poskytla Mgr. Veronika Kabrtova. Vysledky napovidaji na Uspésnou
proteinovou expresi BCIN_05g04530, podminky exprese bude nutné ddle optimalizovat pred
provedenim samotného ligandového testu.

Pomoci vyse provedenych experimentll se podafilo Uspésné pfipravit konstrukty pro
geny AHK2 a AHK3 pod UBQ10 promotorem a odvodit heterozygotni transgenni linie. Zaroven
se podafrilo pfipravit konstrukt AHK3 pod kontrolou nativni promotorové oblasti. Tento typ
konstruktu nebyl do dnesni doby pripraven a muiZe byt zdsadni pro presné studium
subcelularni lokalizace tohoto receptoru. Byla provedena zakladni mikroskopicka
charakterizace na heterozygotnich rostlinach T,. Podobné jako u receptoru CRE1/AHK4, i zde
vysledky ukazuji na vice mist bunécné percepce pro CK signal. Pro potvrzeni téchto vysledkt
budou tfeba dalsi experimenty v nasledné generace a kfizeni s vhodnymi fluorescencné

znacenymi markerovymi liniemi.
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7. Zaveér

Diplomova prace byla zamérena na pripravu expresnich AHK2 a AHK3 konstruktd znacenych
pomoci GFP. V teoretické ¢asti byla vypracovana literarni reSerSe na téma cytokininy, percepce
cytokininového signalu se zamérenim na cytokininové receptory.

V praktické ¢asti poté byly pomoci Gateway klonovaci metody Uspésné pripraveny dva
konstrukty (pUBQ10::AHK2:GFP a pUBQ10::AHK3:GFP) pod konstitutivnim promotorem
UBQ10 a jeden konstrukt (pAHK3::AHK3:GFP) pod kontrolou nativniho promotoru pro
transformaci do rostlin Arabidopsis. Dale byly pomoci klonovani Gateway metody Uspésné
pfipraveny dva konstrukty (35S::AHK2:GFP a 35S5::AHK3:GFP) pod konstitutivnim promotorem
35S pro transientni transformaci do rostlinnych protoplasta.

Dale byla provedena transformace rostlin Arabidopsis thalina pomoci bakterii
Agrobacterium tumefaciens GV3103, které obsahovaly konstrukty pUBQ10::AHK2:GFP a
pUBQ10::AHK3:GFP. Nasledné byla u obou konstruktl Uspésné odvozena heterozygotni linie
T>.

Kromé konstruktl pod kontrolou silnych konstitutivnich promotord byl vytvoren
konstrukt pod kontrolou nativniho promotoru pAHK3::AHK3:GFP, ktery byl nasledné vyuZzit pro
odvozeni heterozygotni linie T,.

Mezi dalsi metody patfila fluorescencni konfokalni mikroskopie transgennich rostlin
linie T», které obsahovaly konstrukt pAHK3::AHK3:GFP. Na obrazcich ziskanych z fluorescenéni
mikroskopie byl detekovan fluorescencni signal, ktery by mohl znacit lokalizaci AHK3 receptoru
na vice bunécnych kompartmentech.

Dale byl Uspésné pripraven konstrukt pDEST15:BcHK a pomoci metody Western
blot byla ovéfena exprese vloZzeného genu BCIN_05g04530, dany gen pochazi z fungalniho
patogenu Botrytis cinerea a byl vybran pro svoji podobnost s HK receptory v Arabidopsis
thaliana.

V této praci byla poprvé pfipravena translacni fuze AHK3-GFP pod kontrolou svého
nativniho promotoru a pomoci konfokalni mikroskopie byla otestovdna jeho exprese v rliznych
rostlinnych organech; vysledky ukazuji, Ze pfipraveny konstrukt je pravdépodobné funkéni.
Dalsi testovani a presné stanoveni lokalizace AHK2 a AHK3 receptor( za poutziti pfipravenych

linii bude pfedmétem dalsiho vyzkumu.
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9. Seznam zkratek

ABA
ABC
ABCG
ADP
AHP
AMP
ARR
ATP
BAP
CHASE
CK
CKX
CYP

cZ
cZRMP
DHZ
DMAPP
DMSO
ENT
ER

GA
gDNA
GFP
HK

HMBDP

kyselina abscisova

»ATP-binding cassette”

,G subfamily ATP-binding cassette”
adenosindifosfat

histidin fosfotransferasové proteiny
adenosinmonofosfat

regulatory odpovédi z A. thaliana
adenosintrifosfat

benzylaminopurin

extraceluldrni histidin kinasova senzova doména

cytokinin

cytokinin oxidaza/dehydrogenaza
cytochrom P450

cis-zeatin

cis-zeatin ribosid 5’-monofosfat
dihydrozeatin

dimethylallyldifosfat

dimethylsulfoxid

ekvilibrativni nukleosidové transportéry
endoplazmatické retikulum

kyselina giberelova

genomickda DNA

zeleny fluorescencni protein

hybridni kinasové receptory z A. thaliana

1-hydroxy-2-methyl-2-butenyl-4-difosfat
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iP isopentenyladenin

iPRDP isopentenyladenin ribosid 5'-difosfat
iPRTP isopentenyladenin ribosid 5'-trifosfat
IPT isopentenyltransferaza

JA kyselina jasmonova

LOG »LONELY GUY“

MEP methylerythritol 4-fosfat

MVA mevalonat

NBD nukleotidova vazebna doména
PCR fetézova polymerazova reakce
PEG polyethylenglykol

PM cytoplazmatickd membrana
PUP purinova permedza

RD reciever domain

RPM otacky za minutu

SA kyselina salicylova

TAE tris-acetat-EDTA

TCS two-component system

TMD transmembranova doména
tRNA transferova RNA

tz trans-zeatin

tZR trans-zeatin ribosid

UDP uridindifosfat

UGT glykosyl transferaza
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