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CILE PRACE

Teoretickatast

Cilem teoretické&asti diplomové prace je vypracovani literarni reSerSe na témata:
- expresni systémy rostlin

- metabolismus cytokiniin

- dosavadni poznatky o transformaci modelového organfsialbidopsis thaliana

sv Z

Praktickacast

Cile praktické&ésti diplomoveé prace jsou:

- realizovani transformacd&rabidopsis thaliangpomociAgrobakteria tumefaciens
- indukce exprese géarCKX

- analyza CKX na arovni genové exprese i na urovni aktivity prdtein



1 UVOD

Rozvoj biotechnologii a molekuléarni biologie umaje v dnesni dabovliviiovat genovou
expresi, a tim i produkci proteinDiky tomu Ize vytvéet nizné transgenni rostliny, které
maji velky potencial pouZziti. Transgenni rostliny se mohou vyujakatexpresni systémy,
pro produkci proteith nebo pro objagvani metabolismu rostlin. Transgen také&zm
vylepSovat vlastnosti rostliny, a tak mohou vznikatiildad organismy s vysSi odolnosti
vici Skadcam ¢i dalSim stresovym faktém.

PouZiti rostlinnych expresnich syst#&ns sebou nesec¢kolik vyhod. Mezi tyto
vyhody pati nizké naklady na tvorbu biomasy a vysoky vynos rekombinantniho proteinu.
Z hlediska farmaceutického myslu jsou dlezité také post-tranglai modifikace
heterolog® exprimovaného proteinu, které u rostlin probihaji obdojako u Ziv@icht
(Ullrich et al, 2015).

Velké uplatgni transgennich rostlin je fipobjasiovani funkci ge a metabolickych
drah organisin. Pomoci transgennich rostlin je mozné fildad sledovat vliv zrény
v hormonalni hladi&s Mezi skupiny dleZitych hormo#i pati i cytokininy, které ovlivuji
vyvoj a fast rostlinnych organistn Hladinu cytokiniri Ize ovlivnit nagiklad vloZenim
gemni kdédujicich enzym cytokinindehydrogenasu (CKX; EC 1.5.99.12), ktery je zapojen
do degradace cytokinin ZvySeni hladiny CKX vede ke sniZzeni mnozstvi cytoKinantim
dochazi k pomalejSimu vyvoji nadzemm@sti rostliny, avSak dochazi i ktverb
rozsahlejSiho k@nového systému rostlin. SniZzeni hladiny CKX vede ke zvySenému
mnoZstvi cytokinid, jeZz podporuji dst nadzemnicasti rostliny stimulaci tvorby
postrannich pupeén takze dochazi nélad ke zvysSené diferenciaci vyhank k inhibici
tvorby ka'eni. Cytokininy také oddaluji starnuti rostlin a jejich vy3Si hladipasabuje
i vy38i odolnost rostliniki stresovym faktarm.

Cilem této diplomové prace je v teoretickasti vypracovat reSerSi o expresnich
systémech rostlin, metabolismu cytokiiia 0 metodach pouzivanych pro transformaci
Arabidopsis thaliana Prakticka ¢ast prace je zadena na vyvoj transgennich rostlin
Arabidopsis thalianakteré obsahuji expresni systém XVE citlivy k estradiolu, pod jehoz

kontrolu byly vioZzeny geny pré&v pro enzym cytokinindehydrogenaswn{CKX2



ZmCKX5 AtCKX2. Vysledky této prace vedou k ziskani dalSich poZnatkunk¢nosti
XVE systému a o vlivu zvySené produkce proteinu CKX na rostlinu.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Ovliviiovani genové exprese

Rozvoj metod molekularni biologieslbem poslednich 40 let umoznil cilené zasahovani
do genonmi jednotlivych organisiin a nasledné ovlivmi jejich vyvoje. Proces, kterym
se zasahuje do gendmse nazyva mutageneze a transgenozenitd procesy dochazi
v DNA organismu k odstrani, zangné ¢i vlozeni utité baze nebo DNA sekvence, jez
ovlivni cely organismus. Zsmy v genomu zfisobené mutagenezi se 2jig naslednym
genetickym mapovanim. Mezi metody, j&Ee ovlivnit vlastnosti organistnna genové
arovni, pati nagiklad tzv. genovy knock out, kdy dochazi k inaktivaci cilového geri bu
odstragnim c¢asti DNA sekvence nebo viozenim DNA sekvence branici expréstho
genu (Capecchi, 2005). Této metody se vyuziv&.ratptvorbé bezkofeinové kavy (Ogita
et al, 2003). Podobna metoda je tzv. genovy knock in, kdyZendochazet také
k odstragni urité DNA sekvence, avSak v ramci vgny za jinou sekvenci nebo vloZzenim
nové DNA sekvence. Této metody se vyuZilo ifldpd @i tvorbe lidskych protilatek

v mySich (Benatuikt al, 2008). Organismus ovli¥n vloZenim celého genu (transgenu)
do vlastniho genomu ziskdva novou vlastnostiikiga zvySuje rezistenci rostlinyavi
viram expresi pla®veho proteinu daného viru (Chiaagal, 2001).

Z hlediska biotechnologii byva cileméchto externich zaséhzmegna v expresi
uréitého proteinu. Faktory ovliwijici expresi gei Ize rozalit na vnitrni a vrgjsi. Vnitini
faktory jsou na Urovni RNA, kam ganag. sestih mRNA a tvorba iRNA (Liet al, 2012),
ale i na proteinové urovni, nap/liv nepgrekladanych oblasti na tran&ta (cinnost (Kimet
al., 2014). Vrjsi faktory zahrnuji vlastnosti hostitelského systému, kultivgpodminky
a pripadre vektorovy systém. Externi zasahy do orgariist$ak ovlivauji i otdzky moralni
a finartni (Ullrich et al, 2015).

Vyznamny vliv na expresi transgenniho proteinu macéwuyxpresniho systému
v kombinaci s ufitym typem promotorufidicim transgen. Jako vektorové systemy
exprimujici transgen se vyuzivaji bakterialni, kvasinkovégisavostlinné organismy.
Promotory jsou pak oblasti DNA, kteréepchézeji kodujici sekvenci a umiaf interakce
s transkrignimi faktory, jenz se spolupodileji na sp@&uastranskripce genu (Potenetal,
2004). Existuje &kolik typt promotofi. Nékteré promotory jsou konstitutivni, coz
Zznamena, Ze jsou v celém organismu stektivni po celou dobu; wthto promotai

se vSak neda regulovat sila exprese genu a nelze je indukovat exoB&hejsou
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inducibilni promotory, jejichz aktivita zavisi naifwmnosti induktoru, takze umidji
regulaci genu prostoréy ¢aso¥ i kvantitativre. Také existuji tk@ové specifické
promotory, které jsou alternativou konstitutivnich, avSak exprimuji gen pouzé&te
rostlinné tkani nap v semenech (Sunilkumaet al, 2002). Podobné jsou i b&imé
promotory, které exprimuji geny vditych buikach, napiklad v trichomech (Wangt al,
2002).

V expresnich systémech se dastji vyuzivaji promotory konstitutivni a inducibilni,
které nabizejfadu vyhod a moznosti pro aplikaci (Zabal, 2000). Aktivace, inaktivace
nebo represe promotoru vede fknpym znEndm v expresi cilového proteinu. Zvyseni
exprese je zpravidla dosazeno pomoci zvySené aktivity promotoru, naapake nebo
inaktivace zfisobi pokles. Represe, oproti inaktivaci, s sebou neséa uzika. Vzhledem
ktomu, Ze je P represi moznost sotte 0 navazani na DNA mezi represorem
a endogennimi transkdpimi faktory, tak k pIné represi nemusi dochaZetké neustala
aplikace chemikalie pro potlavani exprese je nevhodna, a proto jsou¢jBdvsystémy
zaloZeny spiSe na transkitp aktivaci chemicky reagujicim transkiipm faktorem
(Corrado a Karali, 2009).

2.1.1 Systémy s konstitutivnimi promotory

e

Konstitutivni promotory jsou asi nejvyuzivgsi promotory v transformovanych rostlinach.
Transgen je v hice exprimovan nezavisle na jejim urnangt a stéi. Nevyhodou
konstitutivnich promotdr je neschopnost kvantitati¥rkontrolovat miru exprese, protoze ji
nelze exogenhindukovat (Corrado a Karali, 2009).

Mezi nejpouzivagSi promotory pdai promotor mozaikového viru Ktaku CaMV
35S. Tento promotor, podobnako ostatni virové promotory, je tken dvojviaknovou
DNA viru, ktera pro svoji funkci vyuziva transkdipi aparat hostitelského organismu
a neni zavisly na dalSich produktech virového genoBaMV 35S promotor jetasto
vyuzivan u dvoué&loznych transgennich rostlin zejména proto, Ze jej Ize snadno ziskat
a poskytuje vysokou expresi transgenu. U jedlodohych rostlin se tento promotor
vyuZiva take, ale vzhledem k tomu, Ze je u nich én@mny, tak se misto & vyuZivaji
spiSe promotory ubiquitinové. Na zaktagromotoru CaMV 35S byly objeveny i dalsi
pouzitelné virové promotory jako je promotor mozaikového viru kasavy (CsVMV),
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pruhovaného australského viru bananu (BSV), mozaikového viru nocenky (MMV) nebo
promotor mozaikového viru ktmiku (FMV), (Potenzat al, 2004).

Ackoli samotné konstitutivni promotory neuntiofi kontrolovat expresi genu, ktery
fidi, pouziti organelay tkaiové nebo buncné specifickych promotdr tuto moznost
nabizi. Vysledkem je exprese proteinu pouzec¢itém pletivu ¢i listu. BohuZel casto
se stdva, Ze &hem regenerace rostlin dochazi k ,uniku“ a nespecifické expresi,

kdy pozadovany protein vznika i v jiny¢stech rostliny.

2.1.2 Chemicky inducibilni systémy

Pouziti inducibilnich promotér umoziuje tvorbu generaci transgennich rostlin nesouci
transgen, jehoz konstitutivni exprese by byla pro hostujici rostlinu Ska@dbwértelna.

Inducibilni systémy vSak maji spoustu pozadaviutnych pro regulaci exprese
vloZzeného genu. Jednim &hto pozadavk je, Ze systém musi mit opravdu vysokou
specifitu, aby byly po indukci aktivovany pouze cilové geny a aktisgsgmu by netia
nespecificky ovliviovat hostujici rostlinu. Také induktor nesmi byt rostlinnym
metabolitem, aby nedochazelo k nekontrolovatelné genové expresi. Datukior nengl
byt toxicky, a to jak k hostitelské rostlintak i k okolnim organisdm. Induktor by ngl byt
acinny jiz v malé koncentraci a rostlina by na jelfégmnostci negiitomnost ndla rychle
reagovat. Dlezitou vlastnosti, z hlediska vyuziti v biotechnologiich, je i mozZnostifpouz
jak v laborata, tak v terénu (Zuo a Chua, 2000; Zeical., 2000).

K regulaci genové exprese je pouZzivanikalik druhi induktori. Pati mezi ré
chemikalie, jako jsou tetracyklinovd antibiotika, steroidy dexametas@astradiol, dale
meéd’, etanol, benzotiadiazoki insekticid metoxyfenozid. Vyy induktoru zavisi
na pozadovanych vlastnostech chemikalie, ale i na druhu ro&tiikglu pouziti (Padidam,
2003).

Byla vyvinuta cel&ada chemicky inducibilnich systémkteré pomahaji aktivovat
potlaiovat expresi cilovych gén Prvni expresni systémy byly zaloZzeny na promotorové
derepresi, tyto systémy vSakéiy problém s umiovanim transgahv potomstvu. No#Si
systémy, zaloZené na aktivaci, maji &8pjSi prenos do dalSich generaci, avSakasto
muzZe dochazet k posttransktgigmu uméovani vioZzeného transgenu (Moateal, 2006).

Chemicky inducibilni systémy obsahuji&transkrigni jednotky. Prvni jednotka je

tvofena konstitutivnim promotorem, ktery exprimuje transkrip faktor v zavislosti
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na induktoru. Druha jednotka obsahujekalik kopii transkrigniho faktoru vazaného
na minimalni rostlinny promotor, ktery je pouzivan k expresiokiého genu (Zuo a Chua,
2000). \WtSina inducibilnich expresnich systénrostlin je zaloZzena na transkiip
aktivaci. Tyto systémy nefar¢ji vyuZzivaji konstitutivni ¢i podmirenou expresi
chimerického transkrimiho aktivatoru, ktery obsahuje heterologni DNA vazebnou
doménu (DBD), aktivéni doménu (AD), jaderny lokalizai signal (NLS) a reguémi
domeénu z Zivéisného steroidniho jaderného receptoru (Zuo a Chua, 2000).

Jeden z promotér ktery vyuziva aktivéni systémy, se oztaje pOp promotor.
Promotor pOp obsahuje lac operatory, klonované nad minimalnim promotorem.
Transkripce promotoru je aktivovana chimerickym transkim faktorem LhG4, cozZ je
fuzni protein tvéeny z mutantniho Lac represoru vazaného na operator a AD pro GAL4
(kvasinkovy transkripni faktor) ze Sacharomyces cerevisiadento systém umdije
prostorovou aasovou regulaci genové exprese ve tkanich po celé toftlinore et al,
1998).

Mezi dalSi pouzivané promotory patpromotor OlexA-46 (promotor -46 35S
obsahujici 8 kopii LexA operatorové sekvence), ktery se uziva protdéviBkrigni faktor
(Zuo et al, 2000), a promotor obsahujici Gal4 UAS (aktiviasekvenci ma umigtou nad
genem zamu), ktery se vyuziva v GVG (systém vyuZivajici ehaky protein, ktery je
tvoren z GAL4 DBD, VP16 AD a GR LBD) a GVE (systém vyuzivajotiimericky
protein, ktery je tvie z GAL4 DBD, VP16 A ER LBD) systémech (Moatal, 2006).

2.1.2.1 Tetracyklinovy derepresorovy inducibilni systém

Tetracyklinovy derepresorovy systém je indukovan antibiotikem tediiaeyn.

V inaktivnim stavu je tetracyklinovy represor (TetR) navazan tiacgklinovy (tet)
operator a zabtje tim expresi. Systém se aktivujigddnim tetracyklinu, ktery se navaze
na TetR a zpsobi jeho konformai zmeénu, takZe se TetR uvolni z operétoru a nastane
transkripce genu (Obr. 1). Systém obsahuje promotor mozaikového ¥takk(CaMV)
35S, ktery obsahuje jeden tet operati@dpTATA boxem a dva za nim (Gagtz al, 1992).
Uginnost tohoto systému byla prokazana u brambor (Kwehat, 1996), rajat (Thompson

a Myatt, 1997) a tabaku (Masgraet al, 1997). UArabidopsis vSak tento systém
nefunguje, protoZze se nepditta ziskat rostlinu s vysokym obsahem TetR (Gatz, 1996).

Hlavni nevyhodou systému je pelba vysoké jaderné koncentrace TetR na obsazeni
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operatoru, coZ f¥e byt toxické pro &které druhy rostlin. Systém je tedy uZig jen u
rostlin, které vysokou koncentraci TetR toleruji (Padidam, 2003). Dal&igzenim je, Ze
cerstvy tetracyklin musi byt dodavan rostlikazdy druhy den, Kii jeho kratkému
polocasu rozpadu. Vyhodou systému vSak je, Z& gtauze malé mnoZzstvi induktoru pro
dosaZeni aktivace a uma@n &inného vypinani a zapinani cilového promotoru (Zuo a
Chua, 2000).

® TetR

TetR tet @
S— LIPS
Tet operator > Tet operator >

Exprese genu

Obr. 1 Zjednodu3ené schéma tetracyklinového derepresorového wystémaktivnim systému je
tetracyklinovy represor navazan na tetracyklinovy operammngptoru. Po fidani tetracyklinu
se represor uvolni z operatoru &rmaexprese genu.

2.1.2.2 Tetracyklinovy represorovy inaktigai systém

Inaktivaéni systémy jsou zaloZzeny na vzniku fuzniho proteinu obsahujiciho aiitiva
doménu ac¢ast bakterialniho represorového proteinu (Gatz, 1997). Tetracyklinovy
represorovy systém vznikl z derepresorového systéenegdenim TetR na tetracyklinovy
transkrigni aktivator (tTA) a jeho fazi s transkéipi aktivaéni doménou VP16 proteinu

z lidského herpes viru (Gossen a Bujard, 1992). Tento systém je aktnagritomnosti
tetracyklinu, kdy tTA je vazan na tet operatory v promotoru cilovéesxpikazety. Naopak

v pritomnosti tetracyklinu exprese neprobiha (Obr. 2). Vyhodou tohoto systnaing
vétSi inducibilita, protoZe zaifitomnosti tetracyklinu je systém lépe udrZzovan v inaktivnim
stavu, nez v TetR systému, kdéza dochazet k Uniku genové exprese védéby ma byt
systém inaktivni. AvSak neustaléitpmnost tetracyklinu pro udrzeni inaktivace nefili$
prakticka. Navic tetracyklinovy promotor obsahujici sekvence opérattet

je pravépodobrg ¢asem umiovan metylaci. Tetracyklinovy inaktitai systém byl
upraven i proArabidopsiss pouzitim promotoru TOP10, ktery unioje fidit genovou
expresi zninou koncentrace tetracyklinu v médiu (Gatz a Lenk, 1998; leb\ad, 2000;
Weinmannret al, 1994).
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tTA
®

tet tTA
* o

Tet operator - Tet operator .

Exprese genu

Obr. 2 ZjednoduSené schéma tetracyklinového represorového systgstémSje inaktivni
v pritomnosti tetracyklinu. Po odstrémi tetracyklinu se navaze tetracyklinovy aktivator na operéator
a za&ne exprese genu.

2.1.2.3 Dvaoijite kontrolovany inducibilni systém

Tento systém byl vyvinut s uUmyslem eliminovat nedostatky desepyeého

a inaktiv&niho systému a vyuzit jejichigdnosti. Zakladem je glukokortikoidni receptor
a tetracyklinovy represor. Chimericky transknp aktivator TGV byl vytvéen fazi TetR
DBD (T), regul&ni oblasti krysi GR (G) a transaktivd sekvenci VP16 (V). Vysledny
transkrigni faktor je regulovan jak tetracyklinem, tak i dexametasonem.ri¥onpnosti
dexametasonu (DEX) dochazi k aktivaci exprese transgenu, ktdfgeje promotorem
obsahujici gkolik kopii modifikovanych sekvenci tet operatoru v kombinaci s promotorem
m35S. Po odstr@ni dexametasonu a aplikaci tetracyklinu nastava vypnuti systému
(Obr. 3), (Bohneret al, 1999). Vyhodou systému je, Ze k aktivacicstgen nizké
koncentrace dexametasonu (QNI) nebo anhydrotetracyklinu (100 ng-fhl které nejsou
pro buiky toxické (Padidam, 2003).

TGV
®
® A DEx A
TGV
A A

Tet operator - Tet operator .

Exprese genu

Obr. 3 ZjednoduSené schéma duojitontrolovaného systému. \ipmnosti tetracyklinu je
chimericky transkripni aktivator TGV neschopny se navazat na operator, takZze expeese
neprobih&. Po odstrami tetracyklinu a fidani dexametasonu se TGV vaZze na operator a spousti
expresi genu.
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2.1.2.4 Aktivacni systém zaloZzeny na glukokortikoidnich receptorech (GR)

Tento systém je slozen z DBD kvasinkového tranghitm faktoru GAL4 (G), AD VP16
(V) a regul&ni oblasti krysi GR (G), (Aoyama a Chua, 1997). Induktorem GVG sysjEm
dexametason. Velkou vyhodou systému je, Ze pouze malo rogtiozgme syntetizuje
steroidni sloteniny (nap. rostliny tvaici steroidni kardiaka, kam pableandr Nerium
oleande), konvalinka Convallaria majali, naprstnik Digitalis purpureg apod.), proto

u Vtsiny rostlin aktivace systémudde probihat pouze za exogenni aplikace steroidu
(Padidam, 2003).istoze se udkterych aplikaci tento systém askil (Aoyama a Chua,
1997; McNelliset al, 1998), tak Kangt al.(1999) ve své publikaci uvedli, Ze tento systém
se jevi jako nevhodny, protoZze detekovali defektyisiu transgennich liniArabidopsis
thaliana, obsahujici pouze prazdny vektor. Také detekovali expresi obrannghmagtlin

po indukci GVG systému. Toxicita systému byla projevena iik@ncentraci induktoru
nizsi nez 0,1uM. Tuto nevyhodu systému Ize pdiiavybérem transgennich linii, u kterych
bude stait pouze nizk& exprese GVG nebo pouzitim glukokortikoidnich dérii&ng et

al., 1999), po kterych je mira iniciace systému slabSi jako j&. nagtametasorti

hydrokortison (Aoyama a Chua, 1997).

2.1.2.5 pOp/LhG4 aktivani systém

Systém obsahuje dexametason inducibilni tran&krifaktor LhGR, ktery je tvieen z LhG4
AD a zkrysiho GR. LhGR je pdindukovan jiz 2M dexametasonem. Na rozdil
od systému GVG nebyly pozorovany Zzadné vyvojové véidgpomaleni distu kdeni,
avSak etanol, ve kterém byl dexametason roZpu&pisobil vyrazné zpomaleniistu
korene i vyvoje sazenic. Proto se dexametasaralzazpousit v DMSO, ktery |épe
pronika gres plasmatické membranyeameére toxicky nez etanol (Cratt al, 2005). Tento
systém byl Usgsreé pouzit u Arabidopsis thalianapro inducibilni expresi iRNA, ktera
vyvolava tvorbu vlasenek RNA a tim utlumuje expresi cilového genuldpdkskaet al,
2005).
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2.1.2.6 Aktivacni systémy zaloZené na estrogennich receptorech (ER)

ER-C1 inducibilni systém

Inducibilni systém vyuZivajici lidsky estrogenni receptoR)(Ea aktiv&ni doménu
z kukuriice (C1 AD) byl poprvé pouzit vroce 200Gi pstudiu geri flavonoidni drah
u kukuice. Transformovand kukice obsahovala fazni gen #emy z ER-C1 a konstrukt
genu zajmu pod promotorem obsahujici 4 repetice ER vazebného mistaRE)X
Po gidani estradiolu zZ@la exprese transgenu, jez #ajmila aktivaci antokyaninovych
a flobafen/C-glykosylflavonovych drah. Fuzni gen ER-C1 bi@en modifikovanym
promotorem 35S (Brucet al, 2000).

XVE inducibilni systém

DalSi ER systém je zaloZzen na XVE faktoru, ktery obsahuje D&idesoru LexA (X)
z Escherichia coli aktivatni doménu VP16 (V) a ER LBD (E). ER sekvence obsahuje
regul&ni oblast, wetnt vazebného mista pro bimé regulani komplexy a pro
estrogenové hormony. \ipomnosti estrogenu, jako je JPfestradiol nebo
4-hydroxytamoxifen, se XVE faktor vaze na 8 kopii LexA operatorueya@6 promotoru
a aktivuje transkripci zilehlého CaMV 35S miniméalniho promotoru (Obr. 4).

Experimentalé bylo prokazano, Zze 1ff-estradiol zsobuje silijSi odpoed’ nez
tamoxifen (Zuoet al, 2000). XVE transkripce je exprimovana pod silnym syntetickym
promotorem Bio-ogq ktery ma 8krat vyssi aktivitu nez CaMV 35S. Vektor pER8 nese
G10-90::XVE na stejné T-DNA jako &a-46 promotor. Zucet al. (2000) prokazali, ze
u Arabidopsisnastava odpad’ jiz pii 8nM koncentraci estradiolu a maximalni odpdv
byla detekovanaip5uM koncentraci estradiolu. VysSi koncentrace &gma silu exprese
vloZzeného transgenu zadny vliv (Zwe al, 2000). AvSak Tornereet al. (2002)
experimentalé potvrdili u Arabidopsis thalianajiné hladiny koncentrace estradiolu
zpasobujici expresi. Nejnizsi koncentracé, kieré byla detekovana odpal, byla 50 nM
a maximalni odposd’ byla @i 10 uM (Torneroet al, 2002). Z toho vyplyva, Ze je nutné
ovétit dostaujici hladiny koncentrace estradiolu pro kazdy experiment zviaghodami
XVE systému jsou, Ze se estradiol vaZze na ER s vysokou afinitde taize byt pouzit
vrelativie nizké koncentraci, a Ze DBD zlLexA nema podobnou strukturu
s eukaryotickymi faktory (Zucet al, 2000). XVE systém vSak neni vhodné pouzivat

v sOjovych bukach, protoZze soja ipozert produkuje fytoestrogen, ktery se vaze
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na vloZzeny estrogenovy receptor aiggbuje neustalou aktivaci transkripce (Zebal,
2002).

| XVE | L -

Estrogen
LexA operator ‘ s | LexA operator -

Exprese genu

Obr. 4 ZjednoduSené schéma XVE systému. Expresni systém jevimakiibkud neni aplikovan
estrogen. Zafiftomnosti estrogenu dojde k navazani chimerického tramsihip aktivatoru XVE
na LexA operatory v promotoruig-46 a k aktivaci exprese genu.

2.1.2.7 Insekticidni inducibilni systém

Systémy zaloZené na ekdyzonovych receptorech (EcR)

Mnoho rostlin obsahuje velmi nizkéZadné koncentrace fytoekdysterinidakze vyhodou
tohoto systému je, Ze nedochazi k neregulovatelné expresi. DalSi vyjgogouzivani
insekticidu metoxyfenozidu, ktery je registrovanou agrochemikdlje &k vhodny pro
laboratorni i terénni pouZiti. Systémy umoj regulovat gkolik geni nezavisle pouZzitim
EcR z fiznych tid hmyzu a pouzitimiznych induktoii. Jedin& nevyhoda je, Ze induktor je
Spatr prijiman listy (Padidam, 2003).

Systémy obsahujici ekdyzonové receptory jsou celkenPtvni pouziva hybridni
aktivator obsahujici GR DBD, GR a VP16 aktima domény a EcR LBD zany
cernopaskuHeliothis virescens Ekdyzonovy receptor je indukovan insekticidem
tebufenozidem. Nevyhodou tohoto systému je silné expresni pozadi (Maittiale 1999).
Druhy systém GVE je zaloZen na EcRChoristoneura fumiferana obsahuje GAL4 (G)
nebo LexA DBD, VP16 AD (V) a EcR LBD (E). Tento systém je indukova
metoxyfenozidem, ktery je 6-10 kr&tianéjSi nez tebufenozid (Padidagh al, 2003). Feti
systém obsahuje EcCR LBD ze zawgekukuicného QOstrinia nubilalis)kukuricnouC1 AD
a GAL4 DBD, jako induktor se @ppouziva metoxyfenozid (Unget al, 2002).
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2.1.2.8 Medi inducibilni systém

Tento systém vyuZziva transkéimiho faktoru ACEI z kvasineaccharomyces cerevisjae
ktery pirozert za gitomnosti mdnych ionti aktivuje transkripci proteinu
metallothioneinu. U transgennich rostlin je ACEI vloZzen pod promotoraM\C35S a za
piitomnosti iéd’nych ionti méni konformaci a vaze se na chimericky promotor transgenu,
¢imz aktivuje jeho expresi. Tento chimericky promotor obsahuje 90pb domény A
promotoru CaMV 35S a vazebné misto pro trangkfifaktor ACEI. Pro indukci systému

je pouzivan naijklad siran mid’naty o 5uM koncentraci. Systém vSak neni stéghinny

u vSech buék a v sodasné dobjiz neni pouzivan (Metet al, 1993; Wrightet al, 1988).

2.1.2.9 Etanolovy inducibilni systém

Navzdory tomu, Ze etanol vdite koncentraci fisobi toxicky, indukce exprese pomoci
etanolu pat mezi nefastji pouzivané systémy. Meziignivé vlastnosti tohoto induktoru
pafti jeho nizk& ptizovaci cena, biologickd odbouratelnost a vhodnost i ploSného pouZziti
(Mortimer et al, 2015). Tento systém je zaloZzen na metabolismu hddpergillus
nidulans ktera vaze etanol na transkmyp faktor AICR, jenZ je alkoholem regulovan.
Vazba etanolu Zjsobi konforma&ni zmenu AlcR, ktera vede k vaZma AlcA promotor, a

tim ke genové aktivaci (Felenbok, 1991). Indukce etanolem probiha i u rostlimea
piimo. Aplikovany etanol je v organismu metabolizovan na acetaldehyd, jktagprve
skut&énym induktorem (Roslanet al, 2001). Vrostlinach tento systém vyuziva
konstitutivni CaMV 35S promotor procimnou expresi genu AlcR v celém organismu, a
také tento systém vyuziva chimericky promotor AlcA 35S, pod ktejgnvioZen
reportérovy gen luciferasa, GUS nebo GFP (zeleny fluoréstemrotein), (Obr. 5),
(Roslanet al, 2001). Pro indukci exprese je optimalni koncentrace etanolu 2 %, avSak uz
pii koncentraci 0,01% etanolu byla detekovana transkripce reportérového gén(5alter

et al, 1998). Mortimeret al. (2015) uvadji také idealni 2% koncentraci etanolu pro
spuséni transkripce, ke které dochazi po 1-2h od indukce stim, Ze maxipaiet
transkripfi je po 6-7 hodinach gsobeni ethanolu (Mortimeet al, 2015). Nevyhodou
systému je, ze etanol, v zavislosti na druhu rostliny a jeho koncentnaze pisobit
toxicky, proto se musi inddki podminky upravovat pro kazdy pokus zvlaaby se
nastavily optimala vac¢i pongru negiznivych &inka na rostlinu a indukci exprese (Roslan

et al, 2001). Systém byl ugpre vyzkousSen na vice dratrostlin. Ukazalo se, Ze funguje u
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tabaku (Salteret al, 1998; Sweetmamt al, 2002), Arabidopsis(Roslanet al, 2001),
bramboru (Sweetmaet al, 2002),fepky (Sweetmaret al, 2002), rajete (Garooset al,
2005) cukrovétitiny (Kinkemaet al, 2014) i topolu (Filichkiret al, 2006).

Etanol

AlcR
| | Acetaldehyd —
- . . =~ \
- - » AR ) —
AlcA promotor | AlcA promotor | — Y AY

Exprese genu

Obr. 5 ZjednoduSené schéma indukce etanolem. Po aplikaci etanolzidb¢bldo peméné na
acetaldehyd, ktery #igobi konstitdni zménu transkrigniho faktoru AlcR. Nasleduje navézani
AlcR na AlcA promotor a tim je iniciovana exprese genu.

2.1.2.10Endogenni chemicky inducibilni promotory

Endogenni promotory jsou promotory obsazené v r@stlkteré se spousti vditych
situacich. Nafiklad po napadeni patogenem je obrannou reakci u rostlin hypersenzitivni
odpowd’, ktera je charakterizovana nekr6zou &unbklopujici misto napadeni. Obranny
mechanismus obsahuje také dlouhotrvajici imunitu v neinfikované tkani nazyvané
systémov ziskana rezistence, ktera je spojena se zvySenim expéksmyoh ged
a tvorbou PR protein (proteiny uvohované po napadeni patogenem), které j$peny
promotorem PR-1la (Durrant a Dong, 2004). Existuje éatéa chemikdlii, které mohou
indukovat rezistenci rostlin. Tyto sléeniny mohou byt pouzity kindukci PR-la
promotoru. V praxi se pouziva kyselina salycilova, 2,6-dichloroisonikotinov@rdber a
Desveaux, 2008) nebasynteticky benzothiodiazol (BTH), ktery ma oproti kyselin
napiklad pro tvorbus-endotoxinu v transgennich rostlinach, ktefggbi jako insekticid
(Williams et al, 1992)

DalSim endogennim promotorem je promotor In2-2, ktery je spojen s herbicidni
detoxifikatnimi enzymy, které po aplikaci herbicidu zvysuji herbicidni odolnostiny.
Tento systém je vSak nevhodny pro trvalejisgbeni herbiciél kvali inhibici rastu

i transformovanych rostli{fPotenzaet al, 2004)
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Uzitetnost endogennich chemickydukovanych promotdrpro expresi transgenu je
omezena, protoZze maji tendenci reagovat nejen na induktor, ale iiobdicky stav

rostliny ¢i jiné signaly spousfici tyto promotory pirozere (Gatz, 1997).

2.1.2.11Regulace exprese pomoci zinkovychiprst

Umély chimericky zinkovy prst TFIIIAZIf je fuzni protein té¥eny ¢tyfmi zinkovymi prsty
TFIIIA propojenych prosednictvim tech zinkovych prét Zif265. Tento unily
chimericky zinkovy prst ma schopnost se vazat ke specifickymuasdBNA (ZBS)
dlouhych 27 bp. TFIIAZIif byl zfazovan s aktitai doménou z herpes simplex viru VP16
nebo tetramerem VP64 za vzniku transémipo aktivatoru ZF-VP16 nebo ZF-VP64. Oba
tyto transkrigni aktivatory jsou schopny aktivovat expresi cilového reportéroveho genu
(GFP) z miniméalniho -46 35S promotoru spojeného se 4 kopiemi ZBS. Aktivdae by
potvrzena Vv transgennich rostlinach pouZzivajicich inducibilni XVE systémry kt
po indukci exprimoval ZF-VP16 nebo ZF-VP64. Zinkové prsty mohou byt pouzity pro
znaeni specifické DNA sekvence i pro regulaci genoveé exprese wunrogdikou vyhodou
tohoto systéemu je regulovatelnost @ekteré jsou v rostlié prirozerg, a tak se mohou

studovat geny, jejichz funkce je zatim neznama (Sarethaiz 2002).

2.1.3 Expresni systémy indukované stresem

Piasobeni stresovych faktibwvyvolava expresi gen které se podileji na obr&ai opraw
organismu. Stres @ze byt vyvolan environmentalnimi Zmami jako mraz, teplo, sucho,
UV swtlo, vysokd salinita nebo mineraty tézkymi kovy, ale také patogerty porarénim
(Potenza et al, 2004). Inducibilni iniciace exprese genkteré jsou pepisovany
po pisobeni stresovych fakirie vyuzivana pro dosazenit$i odolnosti rostlin.

Jeden z &hto expresnich systéime zaloZzen na promotorech citlivych k nizkym
teplotdm, které exprimuji geny tkioi proteiny pomahajici rostkinpiezit v chladném
prostedi. Jednim takovym genem J@DREB3 ktery kdduje vazebny protein reagujici
na sucho (drought-responsive element binding protein), jenz zvySujantcileostliny Vici
zmrznuti. Mezi chladem inducibilni promotory fatagiklad WRKY71 promotor z ryze
nebo Cor39 promotor z pSenice, které se aktivuji po vystaveni 4 °C (Kovaithalk
2013).
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DalSim promotorem, ktery je aktivovan stresem, je i promotor Hvhapdil heat
shock protein o velikosti 17 kDa) zj@ene. Tento promotor je indukovan teplem,
nagiklad u transgenni pSenice je aktivni psg@beni 38 — 40 °C trvajici 1 — 2 h. Teplem
inducibilni promotory slouzi ke zkoumani funkci kandidatnichigarto jejich nadrérnou
¢i snizenou expresi, a uniafi mistre specifickou expresi po lokalni aplikaci tepla na
vybranou tké (Freemaret al, 2011).

Mezi dalSi stresem indukované promotoryipatpromotor mpi (maize proteasa
inhibitor) z kukdice, ktery se stava aktivni po napadeni larvami hn@ailo supressalis
Pod timto promotorem byl n&glad do ryZe vloZen gen pro toxirBacillus thuringiensis
Cry endotoxin, ktery chrani rostliny proti hmyzu. Vyhodou je, Ze sentmehromadi

v zrnech a tvli se pouze po napadeni rostliny (Breideal, 2004).

2.1.4 Virové vektory

Amplifikaci cizi mRNA v rostlinach umatji virové vektory vyuzitim replika&niho
zatizeni viru a tim usnauji akumulaci vysoké hladiny &itého proteinu. Virové vektory
zaji¥'uji jak aktivaci, tak samotnou expresi. Virove RNADNA vektory jsou vkladany
do rostliny pomoci agroinfiltai techniky a to infiltraciAgrobacteria tumefacienskteré
pienasi virovou nukleovou kyselinu do hostitelské rostliny.

Virové vektory se @i do dvou tym na kompletni virové vektory a dekonsttnk
virové vektory.Kompletni virové vektory jsou v podstapiné funkeni viry, které jsou
navrzeny tak, aby exprimovaly gen zdmu a k&amyj i vSechny ostatni geny viru. Tyto
vektory sice dok&zou zvysit infékost nukleovych kyselin viru, avSak maji mnoha
omezeni — infeénost je vazana na specificky dréihtkan rostliny, gen zajmu je velikostn
omezen a vektory byvaji nestabilni.&hto divodi se spiSe rozviji vektory dekonsttnk
Dekonstrukni vektory vyuzivaji pouze zakladni virové prvikyzadované pro replikaci a
efektivni expresi genu zajmu. Tyto vektory jsou pak zavedeny do hostdef@ouziti
agroinfekni techniky. Kl€ovou sloZkou pro kontrolu iniciace a udrZzovawektoru
v rostling je pouziti inducibilnich promotér Virové systémy jsou vyhodné v vyrobé
proteinu ve velkém gfitku za relativi nizké naklady (Mortimeet al, 2015).

Mori et al. (2001) vytvdili prvni expresni systém za pouZiti virového vektoru
slozeného z genomu mozaikového bromo viru (BMV), ve kterém RNA1, kédujici

podjednotku replikasy, byla vioZzena pod kontrolu DEX (dexametason) inducibilni® GV
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systému a RNA2, kédujici dalSi podjednotku replikasy, a RNA3, nesouckdgknici
lidsky gama interferon, vloZzeny pod kontrolu CaMV 35S promotor. Tento vedktor
vloZzen do Nicotiana benthamianaa zjistilo se, Ze indukované rostliny exprimovaly
interferon gama 300x vice neZz neindukované &zelt rekombinantniho proteinu byl
priblizné 2.3 -7.03 ng- mi§ (erstvé vahy), (Moret al, 2001).

Vybér transformovanych organismumoziuje pitomnost seleéniho markeru
ve vektoru, ktery udava organismu rezistenci k antibiotituherbicidu nap. vici

kanamycinwi hygromycinu (Wilson a Roberts, 2014).

2.2 Metabolismus cytokinini

2.2.1 Cytokininy

s

V rostlinnéftisi pati praw mezi tyto signalni molekuly i hormony cytokininy. Cytokininy
jsou modifikované molekuly adeninu, které owiliy§i burécné dleni, vyvoj kdeni

I nadzemnichktasti, starnuti list, diferenciaci cévnich svaltkadaptaci rostliny na ubytek
swtla a reakci na stresové faktory (Hodson a Bryant, 2012).

Cytokininy jsou N® derivaty adeninu, které maji aromaticky nebo isoprenoidni
postranniietzec. Existuji v rostlinAch ve 4 zékladnich formach - jako volné , baze
nukleosidy, nukleotidy a glykosidy. Prvnim izolovanym cytokininem byl erd®55
konetin ziskany ze spermatu sleMiller et al, 1955). Postupentasu se ukazalo, Ze
kinetin vznika pouze ipp degradaci DNA a v rostlinach seéinpzere netvai (Barciszewski
et al, 1997).

Uginnost cytokiniri se projevuije jiz $ velmi nizké koncentraci 0,7- 2,5 nM (Kieber
a Schaller, 2014). Jejich transport na mistinku je zprostedkovan transkrignim
i asimila&nim proudem, fenos pes plasmatickou membranu umajf pravdpodobré
purinové permeasy (PUP) a tzv. equilibrative nukleoside transpdBEBIE). Cytokininy
pusobi navazanim na cytokininové receptory. Adabidopsis byly identifikovany 3
histidinkinasové receptory AHK2, AHK3 a AHK4/CRE1/WOL, kteryrjeé pokryta
plasmaticka membrana a membrana endoplasmatického retikula (Hodsgang B012).
Signal  cytokininu  je  fevadn pomoci  fosforylaniho  dvousloZzkového
histidyl-aspartatového systému. Po vazitokininu na histidinkinasovy receptor dochazi
pravdépodobré ke konform&ni zmené receptoru usnauljici fosforylaci, ktera ovlivni
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vznik autofosforylovaného dimeru histidin kinasové domény receptoru naimistm
zbytku. Nasled# prokehne fosforylace na aspartatovém zbytkijnpaci domény. Poté je
fosfat genesen na fosfotransferasu obsahujici histidin (AHP), kterotejeegen do jadra,

kde ovliviiuje fosforylaci expresi genu (Frébettal, 2011; Kieber a Schaller, 2014).

2.2.2 Biosyntéza a degradace cytokinin

Pro rostlinny organismus jeuldzité zachovavat homeostazu v koncentraci hofmon
V piipacE cytokinini je mozné hladinu regulovat degradaci, biosyntézou cytakiméino
preménou na inaktivni formy (Wangt al, 2014).

Biosyntéza isoprenoidnich cytokitireatina gipojenim dimethylallylu na adenin.
Tento genos katalyzuje enzym isopentenyltransferasa (IPT, EC 2.5.1.27), kieéya
naN® atom AMP, ADP nebo ATP isopentylovou skupinu. Stejny princip vyuZztRaNiA
IPT (EC 2.5.1.8), kteraipndSi isopentylovou skupinu na adenin v tRNA. Zatim neni
znama funkce cytokyninnachazejicich se v tRNA nebo rRNA, ovSem tyto modifikované
baze maji vliv na transtai (¢innost a pesnost (Fréboret al, 2011). Syntézaifrodnich
aromatickych cytokinifi prozatim neni znama, avsak se je pibolgiipravit synteticky
reakci 6-halogenoputiin s vhodnymi aromatickymi aminy. Mezitippdni aromatické
cytokininy pati nagiklad hydroxylované a metoxylované derivaty 6-benzylaminopurinu
(BAP), (Plihaloveéet al, 2015).

Degradace cytokinin je umozgna oxidativnim &tpenim N® postrannihoretézce.
Stépeni je zprogedkovano enzymem cytokinindehydrogenasou (CKX, EC 1.5.99.12), coz
je jediny prokadzany znamy enzym, ktery katalyzuje ireverzihihaktivaci cytokiniri
(Frébortovaet al, 2010). Degradace probiha tistozkovém komplexu, ktery je tien
cytokininovym substratem, enzymem CKX a elektronovym akceptoremalykieka reakce
CKX zatina grenosem hydridového iontuazuhliku cytokininu naN® atom slodeniny
flavinadenindinukleotidu (FAD), ktery je vazan na CKX. Tento proces medévan
protonovou abstrakci (proton abstrationN®zatomu cytokininu aspartatovym residuem,
slouzicim jako katalyticka baze k tvérbytokininového iminového meziproduktu. Iminovy
meziprodukt se pak hydrolyzuje na adenin a odpovidajici aldehyd (OWif.t&o reakci
elektronovy akceptor odebira dva elektrony z enzymového flavinového kofaktiva.de
myslelo, Ze elektronovym akceptorem je molekularni kyslik, avdakhem efektivi
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funguji elektronové akceptory chinonového typu, proto se enzym nenazyvéadasaxale
dehydrogenasa (Popelkogtal, 2006).

R R
! e
e CKX N N H,0 _. .,

y — W —— /[ N\ 4+ 0=
m“/}[h? Ii\u/[ H> ”\ = H> i
H

Cytokinin Iminovy meziprodukt Adenin Aldehyd

Obr. 6 Degradace cytokinin(Popelkovaet al, 2006), upraveno. Z cytokininu se z#&itpmnosti
enzymu CKX tvéi imin, ktery nasled&ihydrolyzuje na adenin a odpovidajici aldehyd.

2.2.3 Cytokinindehydrogenasa (EC 1.5.99.12)

CKX aktivita byla poprvé zjigna u rostliny tabaku roku 1971 @@set al, 1971). Enzym
CKX je tvoren dv¥ma doménami — FAD vezebnou doménou a substrat vazebnou doménou.
Kofaktor FAD je na enzym navazany kovalentni vazbou, ktera je usmadmedoxni
katalyzou a oxidativni silou flavinu.

Enzym CKX je obvykle kédovan malou rodinou geRaet gerii je u kazdé rostliny
razny. U Arabidopsisbylo identifikovano 7 geinkodujicich CKX (Galuszkat al, 2007),

u ryze 11 (Ashikaret al, 2005) a naiklad u kukdice 13 (Zalabalet al, 2014). PestoZe

je princip CKX katalyzy podobny, jednotlivé isoformy sedkierych viastnostech odliSuji.
Rozdily jsou nafiklad v rychlosti reakce nebo v substratové preferenci, dale s&ujodli
i rozdilnou lokalizaci v biice a wasové i prostorové aktivaci. CKX enzymy jsou tedy
exprimovany viiznorodych tkanich i v odliSnych fazich vyvoje rostliny (Zalaleélal,
2014).

V genomuArabidopsis thaliangsou dva geny umi&ty na chromozomu 22(CKX1
aAtCKX2, dva geny na chromozomu AtCKX3a AtCKX? a po jednom genu se nachazi
na chromozomech 4, 1, 2tCKX4 AtCKX5 AtCKXH. Predvidané proteiny, které jsou
kodovany &¢mito geny CKX, maji podobnou velikost (60 kDa), avSak jejich identita genove
sekvence je rozdilna, sekvence jsou shodit&nou z 34 — 66 %. VSechny proteiny maji
hydrofobni N terminalni signalni peptid, ktery &mje protein do mista teni (AtCKX1
a AtCKX3 do vakuoly, AtCKX2, AtCKX4, AtCKX5 a AtCKX6 do apoplastu, AtCKX7
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do cytosolu). Rozmanitost izoenzynCKX se projevuje i nejsikjSi expresi v iznych
organech a pletivech, napAtCKX1 v postrannich ki@nech rostliny a AtCKX2 v mistech
rastu (v meristémech). Nadima exprese vakuolarni AtCKX ma vyr&gi vliv na ubytek
cytokinind a vyvoj rostliny nez zvySena exprese apoplastickych etzfrebortet al,
2011; Werneet al, 2003).

Kukutiéné Zea maypsizoformy CKX zatim tak dote prostudovany nejsou. Nyni je
znamo, ze ZmCKX1 je lokalizovana do apoplastu a ZmCKX10 do cytosolu, lakaliz
dalSich ZmCKX je vSak zatim neznama (Smebhileval, 2009 Zalabéaket al, 2014).

Protein ZmCKX1 byl identifikovan zvl&Stv cévnich svazcich (Brugieret al,
2003), takZze s ne§Si pravépodobnosti ovlitiuje transport cytokiniin z ka‘eni do
nadzemnicasti rostliny jejich degradaci. Ostatni formy ZmCKX ne&jgpigispivaji
k udrzeni homeostaze cytokidinve specifickych bokach (ve stonku ZmCKX2 a
ZmCKX12), avsSak to je pouze dowmka (Zalabalet al, 2014).

Ovlivnénim aktivity CKX je mozZné regulovat hladinu cytokifiin rostlinach. Mezi
inhibitory CKX pati syntetické cytokininy N-(2-chloro-pyridin-4-yl)-N‘'-fenylndovina
nebo N-(1,2,3-thidiazol-5-yl)-N‘-fenylm@mvina a jejich derivaty. Cytokininy
mocovinového typu jsou kompetitivnimi inhibitory CKX, ale tyto steminy maji
zanedbatelnou nebo Zadnou cytokininovou aktivitu (Kopest al, 2010). Aktivitu CKX
Ize potl&it i represorem ROCK1 (represor cytokininoveho Ubytku), ktery ma 1$ejspiv
na skladani proteinu (Niemaehal, 2015).

V prabéhu starnuti rostliny hladina cytokinirklesa, coZ zjgsobuje nafiklad nizsi
vynos semen. Tento jev je mozné ovlivnit externifiddnim cytokiniri, regulaci CKX
nebo vedlejSi expresi IPT (Jameson a Song, 2015). ZvySeni expregaio§t vede
k tvorbe vice zrn a k $tSimu vygZku rostliny. Z tohoto dvodu se uvazovalo o externim
pouziti cytokinini jako agrochemikalii pro ziskanétgiho vynosu obilovin. Nicmén tyto
reakce se zdaji byt zavislé na typu aplikace cytoiniypu plodiny, reaéni doke
a podminkach ustu, takze vysledky studii nejsou jednotné, a proto se cytokininy jako
agrochemikalie zatim pouZzivat nebudou (Kopehal, 2016). Negativnim vlivem zvySené
biosyntézy cytokinia je zvySena produkce reaktivnich forem kysliku v rostlin
po vystaveni stresovému faktoru (soli) a sniZeni aktivity efzstouZicich jako
antioxidanty (superoxiddismutasa, katalasa, glutationperoxidasa), @/ahg2015).
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Naopak konstitutivni exprese CKX ma za nasledek pokles cytdkimimostling
(0 30-60 %), coz zpobuje nadrrny vyvoj karenového systému rostliny a pomalejsi

vyvoj lista (Frébortet al, 2011). DalSim negativnim vlivem CKX je, Ze na zakladiZzeni

S

2.3 Transformace Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thalianghusendek rolni) je dvoudloZzna rostlina, ktera se jako plevel hojn
vyskytuje ffirozere v piirodé. Pro svoji kratkou genetai dobu a nenatmost gstovani
se tato rostlina pouziva jako modelovy organismus v molekularni biologioc&/ 2000
seArabidopsisstala prvni rostlinou, jejiz genom byl osekvenoyAmabidopsisGenome

Initiative, 2000); obsahujefiplizne 27 000 gefi nachazejicich se na 5 chromozomech.

2.3.1 Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciengresp. Rhizobium radiobactgr je pidni bakterie, ktera
zpiusobuje nadory u vice nez 200 diutvoudtloZznych rostlin. Bakterie je atraktovana
fenolickymi latkami, které jsou uwvidbvany rostlinou v mist porarni (napg.
acetosyringon).

GenomAgrobacteriaobsahuje plasmid indukujici tumor (Ti plasmid). Zde se nachazi
geny zpmisobujici virulenci (tzv. vir geny) a také transferova DNA (T-DNAtera
se fenaSi a zdenuje do genomu rostliny. Fenolické latky uiwolané rostlinou se vazi
na membranové receptofgrobacteriaoznaované VirA, coz zfisobuje aktivaci vir gein
Nasledr se z&ne exprimovat protein VirD2, ktery se vaze na ds T-DNA a&@aptvorbu
ss T-DNA. Vznikajici ss T-DNA je stabilizovana proteiny &, které se vazou na
proteiny VIP1 a VIP2. Proteiny VirD2 a VirE2, maji lokakze signal a vedou T-DNA do
jadra rostlinné biky, nasledd proteiny VIP1 a VIP2 cili T-DNA do chromatinu
rostlinného chromozomu. T-DNA obsahuje geny pro enzynigsthici se syntézy
rostlinnych hormot, pomoci nichz se v rostinexprimuje nagiklad vice cytokininu, nez
je schopna rostlina vyuzit, coz vede k stimulacidog proliferace a k tvogorostlinnych
tumort tzv. crown gall tissue. DalSimi geny obsazené v T-DNA jsou gemgymi
zodpowdné za syntézu opin Opiny jsou specidlnimi aminokyselinami, které&iza
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bakterie metabolizovat, a tak pro ni slouzi jako zdroj dusiku a uhlikda®tggimi opiny
jsou nopaliny, které jsou tveny glutamovou kyselinou a argininem.

Biotechnologicky vyznamnou vlastnos#grobacteria je prenos vilastni DNA
do rostliny, kde ji rostlina zéeni do svého genomu. Tohotdinpdniho procesu vyuZili
védci ke genetické modifikaci organisimNa stejném principu jako jsou Ti plasmidy byly
sestaveny binarni vektory, z nichz byly odstéran geny pro syntézu enzyirk tvorks
opina a fytohormori. Binarni vektory jsou rozdeny na dva plasmidy — velky pomocny
plasmid a maly klonovaci plasmid. Pomocny plasmid obsahuje geny zohgoxa souZiti
s hostitelem a za finik T-DNA do rostlinného genomu. Klonovaci plasmid nese pouze
transgen vioZzeny pod d&itym promotorem, geny replikaich pa@atki pro E. coli
i Agrobacteriuma geny zodpasdné za rezistenci (sel&ki geny). Selekni geny dodavaji
transgennimu organismu rezistenci k antibiotiku nebo k jiné ¢sioe, ktera je
za obvyklych podminek pro transformovany organismus smrtelna, cozujaacleneni
transformovanych organismod netransformovanychtipriastu na selektivnim médiu
obsahujici danou sléaninu. Plasmid se e replikovat VAgrobacteriui v Escherichia
coli. (Hodson a Bryant, 2012; Kuniét al, 2001; Smithet al, 2009; Zambrysket al,
1983).

2.3.2 Transformaéni metody

VloZeni cizi genetické informace do genomu cilového organismu jecmzne jako
transformace. V dnesSni dbhje mozné do rostlinného genomu zavést geny z éndlu
vzdalené rostliny, hub, bakterii, wirnebo dokonce i sauc Rostlinné transformace
se provadi za delem zlepSovani vlastnosti rostlin nebo pro studovani rostlinného
metabolismu. Diky transformaci ttheme ziskat rostlinu s vysSi toleranci k polutant
vice odolnou Wi patogerim ¢i jinym stresovym faktarm nebo se zvySenymi nutnimi
hodnotami. Ke zrnam ve vlastnostech rostlin seife pouzivat i metoda klasického
Slechtni, avSak transforndai metody jsou rychlejSi a vice cilené.

Metody transformaci Ize rozlit na piimé a nefimé. Mezi nefimé pati biologické
metody vyuZivajici bakterie, zatimcofippé metody jsou zaloZzeny na fyzikalnich
principech, které umdiliji penetraci DNA pes bugénou sénu. Negima metoda zahrnuje
pouziti plasmidu, ktery je do rostliny vloZenudmimi bakteriemi, kterymi jsou

Agrobacterium tumefaciens Agrobacterium rhizogeneo pgimych metod se zahrnuje
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elektroporace (k transformaci dochazi preghictvim elektrickych imputs které zvySuji
propustnost membrany zZmou jeji polarity), metoda vyuZzivajici ultrazvuk (ultrazvuk
zmeéni propustnost membrangjmz je usnadéna absorbce DNA), metoda vyuZzZivajici
silikon karbidova vlakna (vlakna se smichaji s rostlinnou suspenZitauuDNA, picemz

v rostlinné tkani vzniknou aaky, kterymi je umoz#n vstup cizi DNA), mikroinjekce
(vloZzeni DNA do rostliny fimo injelkeni pipetou), makroinjekce (vloZeniédicného
materialu pomoci injedni skikacky), metoda vyuzivajici laserovy paprsek (cileny laserovy
paprsek vytvéi diru do bug¢né sény, coz umozni gimik DNA), nebo elektroforeticka
metoda (embrya jsou umésta mezi d¢ pipety spojené elektrodami a DNA plynéep
bunecnou sténu od katody k anag. DalSimi gimymi metodami jsou biolisticka metoda a
vakuova infiltrace, které se @eptji vyuzivaji pra¢ pri transformaciArabidopsis thaliana
(Riveraet al, 2012).

2.3.2.1 Mikroinjekce a elektroporace

Prvni pokusy o transformaciArabidopsis byly provedeny pomoci mikroinjekce
a elektroporace. Vifpact mikroinjekce se hola DNA aplikovala do semeniku, coz vedlo
k produkci transformovanych proger{Zhou et al, 1983), zatimco u elektroporace byl
pouzit elektricky impuls pro transformaci kikn(Chowrira et al, 1995). Bohuzel tyto
metody neni snadné reprodukovat a z tohateodu nenasly &sSi uplatrni. Revoluci

v transformaci rostlin fineslo prvni pouziti Agrobacteria na semenikArabidopsis
(Feldmann a Marks, 1987).¢Roliv bylo obtizné fvodni protokol zopakovat, U&gna
produkce transformovanych linii pomohla k urychleni genovému klonédvabidopsis

2.3.2.2 Agrobacterium, vakuova infiltrace

Spolehligjsi vysledky s vySSim mnoZstvim ziskanych transgennich rosttimpineseteni
semen byly ziskany aplikaci kultukgrobacteria obsahujici transgen na rany rostlin
vzniklé po odstihnuti kwti. U této metody se od#tlo reprodukni kvétenstvi rostliny
ado ran bylo aplikovancAgrobacterium o rekolik dni pozdji se vytvaila nova
kvétenstvi, ktera byla ap odriznuta, a znovu bylo aplikovanégrobacterium Poté
se uZ rostlina nechala vyvijet a &terych jejich semen se vyvinuly transformované
rostliny (Katavicet al, 1994).
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Tretim zadsadnim krokem pro transformacabidopsis byl vznik metody vyuZivajici
vakuovou infiltraci. Pomoci vakua je vyten podtlak, ktery zvySi moznost proniknuti
bakterie do rostliny (Riverat al, 2012). Rostlina se v rané fazi kveteni g z hliny
acela se porfdo do nadoby s kulturolAgrobacteria a na cely systém je naslédn
aplikovano vakuum. Poté se rostlingegadi zpt do pidy, kde se dale vyviji. Zrald semena
jsou poté pstovana na selékim médiu, na kterém vyrostou transformované linie
Arabidopsis(Bechtold a Pelletier, 1998). Jedna se o fgokhjednoduchou metoda, ktera
nasSla uplatéeni v praxi. Tato metoda a jeji modifikace ipamezi nejpouziva¥)si

transform&ni metody rostlin.

2.3.2.3 Alternativy vakuové infiltrace

Usnadrnim vakuové infiltrace je metoda ,Floral dip“. Principem metodgrieteni kwta
Arabidopsisna reékolik sekund v infiltr&nim mediu, které obsahujpsgrobacterium bez
pouZziti vakua. Tato metoda je m&tfaso¥ nara:na, neni flis pracna a vysledkem je vyssi
vynos semen oproti vakuové infiltraci (Clough a Bent, 1998).

DalSi modifikaci metody je transformace rostliepjejich kdenovy systém. Kieny
Arabidopsisnasekané na cca 0,5cm kousky jsou inkubovaskplik minut se suspenzi
Agrobacteria Koreny jsou sAgrobacteriemkokultivovany rekolik dni, poté nésleduje
jejich prenos na seléki médium. Pokud byla transformace &spa, dojde ke vzniku

kalusu a nasledrke vzniku transformované rostliny (Zeb al, 2006).

2.3.2.4 Genové dio

DalSi casto pouzivanou metodou pro transform@@bidopsisje biolisticka metoda, ktera
vSak byla vyvinuta fedevSim pro transformaci jedridaZnych rostlin odolnych &i
Agrobacteriu (Sanfordet al, 1987). Biolisticka metoda, ozéavana také jako metoda
bombardovanéasticemici technika genového& je zaloZena na urychlenéstic proudem
inertniho plynu. Tyto urychlenéastice, na kterych je navdzana DNA, penetraci pronikaji
pies buiénou sénu, kde se z nich DNA uvolnCaéstice jsou tvieny z wolframu, zlata
nebo platiny. Nejasgji jsou pouzivany zlat&astice, protoZze jsou biologicky inertni
a mohou byt vyrobeny ve velmi malych rogmech (jsou tvéeny o ptiméru 0,7 — 1um),

avSakcéasto se pouzivaji i wolframovstice, které maji sice niz&tidnost oproti zlatym,
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ale za to jsou levné. NejbrejSim plynem pouZzivany k urychleni biolisticky@stic je
helium. Jedna se o lehky inertni plyn, ktery méa vysokou vodivost a expagdhijeji nez
nag. dusik¢i stlateny vzduch. Diky heliu mohotastice dosahovat vysSi rychlosti, a to
az kolem 430 m/s (Rivest al, 2012).

DalSi moznosti jak urychlitéstici je misobenim elektrostatickych sil nebo vlivem
rychle letici stely (Smithet al, 2009). innost metody zavisi na teptptna mnozstvi
burgk, které je mozné regenerovat, natpocastic pokrytych DNA i na mnozstvi DNA
pokryvajicicastice. Tato metoda je jednoducha, neni zavisla na fyziologickydhasaesch
rostliny a je mozné pomoci ni viozZit do rostliny i vice tramggéletoda je vSak drahd, a
navic se DNA § ni miZe poskodit (Riverat al, 2012).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

Modelovym organismem této prace byla rostlikrabidopsis thalianakotyp Columbia-0.
Tato modelové rostlina byla transformovana pomagiobacteria tumefacien&V3101.
Transformaci byly do rostlin vioZzeny plasmidy pER10 a pERS8 s viaieggnem pro
CKX. Rozdil mezi plasmidy je v genu setekho markeru pro rostliny. Plasmid pER10
zpiusobuje rezistenci ke kanamycinu, zatimco pER&sapuje u rostlin rezistenci

k hygromycinu. Bylo pracovdno celkem s 6 konstrukty: pERS8::ZmCKX2,
PERS8::ZmCKXS5, PERS8::AtCKX2, pPER10::ZmCKX2, PER10::ZmCKX5 a
PER10::AtCKX2. Vektory pER8 byly ziskany pro praci sjiz zaklonovangenem
od vedouci prace Mgr. Jiskrové. Konstrukty pER10 bylgraveny no¥.

3.2 Chemikalie, pufry, média

LB médium

5g-1 Kvasinkovy extrakt (Sigma-Aldrich, USA)
10 g-1* Trypton (Duchefa, Nizozemi)

10 g-t Chlorid sodny (LachNef;R)

MG/L médium

5g-1 Trypton (Duchefa, Nizozemi)

5g-I Manitol (PentaCR)

2591 Kvasinkovy extrakt (Sigma-Aldrich, USA)
1g-H L-glutamova kyselina (Duchefa, Nizozemi)

250 mg-t Dihydrogenfosforénan draselny (LachNe€R)
100 mg-  NaCl (LachNer(CR)

100 mg-+  MgSQ: x 7 HO (LachNerCR)

Pro pevné medium bykjlavan Agar 15 g (Merck,CR)

pH = 7,2 regulovano NaOH (PenR)

+ Biotin (1 mg-1), (Sigma-Aldrich, USA)
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MS médium
4,3¢g-1
10 g-i*

MS s vitaminy (Murashige & Skoog médium s vitaminy Duchefa, Nizzem
Sacharosa (LachNetR)

pH = 5,7 — 5,8 regulovano NaOH (Peri®)

,,,,,,

fytagel 10 g-F (Sigma,CR)

SOC médium
20 g-1*

5g-1

4,8 g1
3,603 g-f
0,5g-1*
0,186 g-F

Infiltracni médium
50 g-1

1,07 g-*

0,05%

20 pl-1

CIM médium
3,05 g

20 g-1*
0,5¢-1

Trypton (Duchefa, Nizozemi)
Kvasinkovy extrakt (Sigma-Aldrich, USA)
MgSQx (LachNer,CR)

Dextrosa (LachNelCR)

NaCl (LachNerCR)

KCI (LachNer,CR)

Sacharosa (LachNe&tR)

MS s vitaminy (Duchef&;R)

Silwet L-77 (ClonTech, USA)

BAP (1 mg-mh), (Sigma-Aldrich, USA)

Gamborg B5 medium (Duchefa, Nizozemi)
Glukosa (LachNerCR)
MES (Duchefa, Nizozemi)

pH = 5,7 regulovano NaOH (PenéR)

+ 0,5 mg-t
+ 0,05 mg-f

2,4-D (Sigma-Aldrich, USA)
Kinetin (Sigma-Aldrich, USA)
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2x koncentrované MS médium

8,6 g-I*
20 g-1*
1g-H

MS (basal salt mix), (Duchefa, Nizozemi)
Sacharosa (LachNe&tR)
MES (Duchefa, Nizozemi)

pH = 5,7 regulovano NaOH (PenR)

+ 150 mg-t
+ 50 mg-t
+ 2 mg-1*
+0,3mg-t

Extrakéni pufr
2,42 g-100 mt
1,46 g-100 mt
0,73 g-100 mt
0,5 g-100 mt

Roztok R
50 mM
10 mM

Carbenicilin disodium (Duchefa, Nizozemi),
Kanamycin monosulfat (Duchefa, Nizozemi)

iP (Dimetylallylaminopurin, Sigma-Aldrich, USA)
IAA (indol-3-octové kyselina, Duchefa, Nizozemi)

Tris (DuchefaCR)

NaCl (LachNerCR)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA, PeriiR)
Dodecylsiran sodny (SDS, PentR)

Tris (Duchefa(R)
EDTA — Na- 2H0 (LachNerCR)

pH = 8 regulovano HCI (PentaR)

Roztok B
0,2M
1%

Roztok B
3M

NaOH (LachNeiCR)
SDS (Pent&;R)

Octan draselny (LachNe&rR)

pH = 5,5 regulovano kyselinou octovou (PekiR)
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CKX pufr

2,4 g-100 mt Tris (DuchefaCR)

pH = 8 regulovano HCI (Lachem@R)

300 pl-100 mt Triton X100 (Sigma-Aldrich, USA)

Mc. llvaine pufr
0,2M Hydrogenfosforman sodny (Lachemé&R)
0,1 M Kyselina citrénova (LachNetR)

pH = 7,5 regulovano kyselinou fosféreu (PentaCR)

TAE pufr
70 mmol-1t Tris (Duchefa, Nizozemi)
1 mmol-t EDTA (PentaCR)

pH = 8,0 regulovano kyselinou octovou (LachNéR)
30% akrylamid, 0,8% bisakrylamid

7,3 g-25mt Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)
0,2 g-25mf Bisakrylamid (Sigma-Aldrich, USA)
Pufr pro délici gel Pufr pro zaosivaci gel

27,25 g-100mt  Tris (DuchefaCR) 9,08 g-100mi  Tris (DuchefaCR)
pH = 9,2 regulovano HCI (Lachem@R) pH = 6,8 regulovano HCI (LachenGR)

De¢lici pufr pro elektroforézu

30g-1* Tris (DuchefalCR)
144 g-* Glycin (LachNerCR)
10 g-t* SDS (Penta(R)

pH = 8,3 regulovano HCI (Lachem&R)

Transferovy pufr

3,03 gt Tris (DuchefaCR)
14,4 g-1 Glycin (LachNerCR)
200 ml-t+ Metanol (LachNerCR)
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Pufr TBS Pufr TBST
2,42 g-t Tris (DuchefalR) 2,42 g-t Tris (DuchefaCR)
29,22 g+  NaCl(LachNer,CR) 29,22 g+  NaCl (LachNer(CR)
500 pl-t Tween 20 (NeolLab, &necko)

PCR chemikalie

Go Ta§ G2 Flexi DNA polymerasa (Promega Corporation, USA)
5x Green Go TdyG2 Flexi buffer (Promega Corporation, USA)
Phusioff HF polymerasa (New England BioL&hsc., UK)

5x Phusioff HF polymerasa (New England BioL&lsc., UK)

dNTP (BioRad), MgGi(Promega Corporation, USA)

Refererni barva ROX — Reference Dye 5uM (GeneriBiot&tR)

gb SG PCR master mix (GeneriBiote€iR)

Restrilkéni enzymy a pufry

Bsal, Clal, Xhol, Pacl, Ascl, Spel HF (New England Biol%lns., UK)
NEBuffer 3.1, CutSmart™ Buffer (New England BioL8lsc., UK)
10X H Buffer (TaKaRa, Japonsko)

Dal$i pouzité chemikélie: Agarosa (SigniZR), amid@er 10B (Merck), Bio Rad Protein
Assay Dye Reagent (BioRad Laboratories, USA), BSA (SigiR), Né-benzylaminopurin
(BAP, Sigma-Aldrich, USA), dihydrochlorid pentahydrate (Duchefidjzozemi),
dichlorofenolindofenol (DCPIP, SigmaCR), dimetylsulfoxid (DMSO, Duchefa,
Nizozemi), etanol (LachNei(CR), ethidium bromid, fenylmetansulfonylfluorid (PMSF,
Sigma, CR), glycerol (LachNer,CR), hygromycin B (Duchefa, Nizozemi), chloroform
(Sigma, CR), inhibitor cytokinit (INCYDE), isopropanol (MACH,CR), kyselina
trichloroctova (TCA, Penta,CR), para-aminofenol (pAF, Sigma-Aldrich, USA),
peroxodisiran amonny (APS, Sigm@R), sodium hypochlorid (chlornan sodny, Fluka,
USA), spectinomycin (Duchefa, Nizozemi), su3ené mléko (LaktincCR),
tetrametyletylendiamin (TEMED, SigmaR), 17$-estradiol (Sigma-Aldrich, USA),
B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, USA).
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3.3 Pristrojové vybaveni

Elektroporator ECM 399 (BTX, USA)
Elektroforeticka konirka (Biometra, Nmecko)
Termocykler T - personal (Biometragidecko)
Termocykler T Gradient (Biometra,¢fecko)
Termoblok Thermomixer komfort (Eppendorf¢iNecko)
Centrifuga stolni (EppendoifR)

Centrifuga Combi-Spin (Biosan, LotySsko)

Flowbox (Schoeller INSTRUMENTCR)

Inkubator (Memmert, Bimecko)

UV/VIS spektrofotometr 8453 Agilent (HPSTR)
Spektrofotometr NanoDrop (ThermoScientific, USA)
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA)
3505 pH metr (Jenway, USA)

Analytické vahy (Nahita, USA)

Michatka MSH-420 (Boeco, Emecko)

3.4 Metody
3.4.1 Transformace Arabidopsis thaliana vektorem pERS8
3.4.1.1 lzolace plasmidové DNA

Nejprve od vedouci prace Mgr. Jiskrové byly ziskany kultarycoli TOP 10 obsahujici
plasmid pERS8, ve kterém byl jiz zaklonovan gen BroCKX2 ZmCKX5nebo AtCKX2
pod kontrolou inducibilniho expresniho systému XVE.

Z téchto kultur byla izolovana plasmidova DNA pomoci rozték, P, aPs. Nejprve
byla cela kultura (3 ml) centrifugovana 2 miiii. p0 000 rpm, aby praihla separace bk
od ristového média. Pelet byl resuspendovan na vortexu v 300 okz®ku. Dale bylo
ke sneési pridano 300 pl Proztoku (lyz&ni) a zkumavky byly 6x ff@vraceny a inkubovany
5 minut @i laboratorni teplat Poté bylo do zkumavekiigano 300 pl B roztoku (srazi
jadernou DNA a proteiny), se kterym byliepraceny 6x a inkubovany 5 minut naded
Vzorky byly st@eny 10 minut §i 10 000 rpm a 4C a supernatant byli@pipetovan

do nové mikrozkumavky, kde kKmu bylo gidano 600 pl 100% isopropanolu (srazi
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plasmidovou DNA). Sis byla promichanaipvracenim mikrozkumavek a centrifugovana
25 minut gi 14 000 rpm a laboratorni tepaiotisopropanol byl odstr&n vylitim
supernatantu a pelet byl promyt 700 pl vychlazeného 70% etanolu. Byladenave
centrifugace 5 minut P13 000 rpm a nasledn byl etanol dkladn® odstragn
odpipetovanim. Pelet byl vysuSen v digéist@a poté resuspendovan ve 25 pl vody.
Koncentrace DNA byla zji8ha pomoci spektrofotometru, kde byla&iena absorbance
pii vinové délce 260 nm a 280 nm. Koncentrace pak byla ditgpma ze vztahu, kdy pro
kyvetu o délce 1 cm platizfo= 1, coZ odpovida koncentraci 50 - |

Cast izolované plasmidové DNA byla pouZita pré&iewni gitomnosti transgenéast
byla pouzita na transforma&grobacteria tumefaciens.

3.4.1.2 Owreni pitomnosti transgenu v Escherichia coli

Pro owieni gitomnosti transgenu byla provedena jeho amplifikace metodou PCR
a nasleda byl detekovan pomoci agarézové elektroforézy nebo bylo vyuZitokkgstro
Stpeni, které bylo offi detekovano pomoci agarozove elektroforézy. Vzdy byla
ke vzorkim pridana i negativni a pozitivni kontrola. U negativni kontroly byla mistéADN
pfidavana voda a u pozitivni kontroly byiiigggavan jako DNA vzorek, ktery jiz byl éven,
Ze dany gen obsahuje.

Pro PCR reakci byly pouzity primery o sekvencich uvedenych v @ldu(@ab. 1).
Pro tuto reakci byly nejprve vSechny feiiné slozky napipetovany do mikrozkumavek,
které byly vloZzeny do termocykléru s nastavenyiislpSnym programem. MnoZstvi
reagencii a typ programu byl nasledujici:
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PCR snds na 10 ul reakci ZmCKX5

5 x pufr HF 2 ul
Phusion HF polymerasa 0,1 pl
dNTP 10mM 0,2 pl
Primer Fw Spel 0,5 ul
Primer Rev Spel 0,5 ul
DMSO 0,5 ul
MgCl> 25mM 0,2 ul
PCR voda 5 ul
Plasmidova DNA 1l

PCR sngs na 10 pl reakci ZmCKX2

Go Taq pufr 2 ul
Go Taqg polymerasa 0,1 pul
dNTP 10mM 0,2 pl
Primer Fw Ascl 0,5 pul
Primer Rev Spel 0,5 ul
MgCl> 25mM 1l
PCR voda 4,7 pl
Plasmidova DNA 1l

PCR snds na 10 pl reakci AtCKX2

5 x pufr HF 2 ul
Phusion HF polymerasa 0,1 pl
dNTP 10mM 0,2 pl
Primer Fw Xhol 0,5 ul
Primer Rev Pacl 0,5 ul
PCR voda 5,7 ul
Plasmidova DNA 1l

40

Program
1.98C 30s
2.°9810 s
3.7 30s
4. 7Z 1 min— na kroke. 2 30x
5. 7€ 10 min
6. 10C 10 min

Program

1. 98 2 min
2.9515s

3.5 30s

4. TZ 2 min— na krok¢. 2 25x
5. 7€ 5 min

6. 10C 10 min

Program
1.98C 30s
2.°9810 s
3.7 30s
4. 72 1 min— na kroke. 2 30x
5. 7€ 10 min
6.°C0L0 min



Tab. 1 Sekvence primerpouzitych pro PCR reakce. Do sekvence primbyly zahrnuty
i specificka mista, ktera jsou rozpoznavanatymi restrikcnimi enzymy.

Primer Sekvence primeru

ZmCKX5 - Spel - Fw  5' GGACTAGTCCATGGCTAGAGCTACG 3
ZmCKX5 - Spel - Rev 5" GGACTAGTCCTCATGAGGCAAGTAGC 3
ZmCKX2 - Ascl - Fw 5" AGGCGCGCCTATGAAGCCG 3

ZmCKX2 - Spel - Rev  5' GGACTAGTCCGAAATTCGAGCTCT 3'
AtCKX2 - Xhol - Fw 5" CCGCTCGAGCGGATGGCTAATCTTCGTTTAATG B
AtCKX2 - Pacl - Rev 5 CCTTAATTAAGGTCAAAAGATGTCTTGCCC 3'

Amplifikovany gen byl nasledn detekovan pomoci agar6zové elektroforézy.
Pro agarézovou elektroforézu byl pouzit gel z 1% agarosy v 1x TAE, ve kteyém
rozmichano 15 pl ethidia bromidu. Vzorky byly naneSeny na gel ¥sissmanasecim
pufrem (6x DNA Loading, ThermoScientific, Litva). Jako standard ym@ni velikosti
produkti byl pouzit marker GeneRulérlkb Plus DNA Ladder (Fermentas, Kanada).
Elektroforéza byla provedena pod elektrickym iap 120 V po dobu 25 minut a naslédn
byla vyhodnocena pomoci systému Gel Doc EZ System (BioRad, B$fgramu Image
Lab™ Software.

P ovérovani gfitomnosti transgenu v plasmidové DNA restrikreakci byl plasmid
nastpen pomoci enzytnhna specifické fragmenty. Vzhledem k tomu, Ze nebyly k dispozici
restrikéni enzymy, které by &ily geny ve vlozenych restitkich mistech, byly hledany
alternativni restriéni mista pro dalsi enzymy pomoci stranky
www.nc2.neb.com/NEBcutter2/. Na 20 pl reakci bytm@vano 2 ul pufru, 0,1 pl enzymu,
10 pl DNA a 7,9 pl vody. Pro restrikéitCKX2 byl pouzivan enzym Bsal s pufrem NEB
3.1, Clal s pufrem CutSmart nebo kombinace Xhol a Pacl s pufrem Qut$mwarestrikci
ZmCKX2byl pouzivan enzym Xhol s pufrem 10XH nebo kombinace efiz&stl a Spel
s pufrem CutSmart. Pro restrikémCKX5byl pouzivan enzym Spel s pufrem CutSmart,
Xhol s pufrem 10XH nebo Ascl s pufrem CutSmart. Raalsnes byla nechanaips noc
pii 37°C a nasledd byla provedena detekceé¢lh pomoci jiz zmigné agarézové

elektroforézy.
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3.4.1.3 Transformace Agrobacteria tumefaciens

Po pozitivnim owfeni gFitomnosti transgenu v plasmidové DNA pomoci PGR
restrikiniho Stépeni byla provedena transformafgrobacteria.

Izolovany plasmid Escherichia coli(1 pl), ideéld o koncentraci 100 pg-ml byl
smichan s 50 pl kulturxgrobacteriaa tato smis byla napipetovana do elektrop@macely,
kterd byla vloZzena do elektoporatoru. V elektroporatoru byl na vzorekoagti impuls
1800 V (5 ms) a nasledrbylo ihned ke sisi pridano 250 pul MG/L média s biotinem.
Smes byla gepipetovana zfi do zkumavky a inkubovana 2 hip@R8°C na tepace.
Nasledr byla sngs rozprostna na Petriho misky s pevnym MG/L médiem a inkubovana
2 dny @i 28°C. U narostlych kolonii byla @ena pitomnost transgenu pomoci metody

PCR nebo restrini analyzy zfisobem popsanym v kapitole 3.4.1.2.

3.4.1.4 Transformace Arabidopsis thaliana

Po pozitivnim owteni gitomnosti transgenu sgrobacteriubyla provedena transformace
Arabidopsis thaliangpomoci metody ,floral dip“.

InokulumAgrobacteriapro transformaci byloijpraveno nasledown
Nejprve byly zaskovany 2 ml LB média se spektinomycinem (100 mghrplomoci 5 pl
pozitivni kultury Agrobacteria Tato snés byla inkubovanaigs noc fi 28°C, 200 rpm.
Nasledujici den byly ke kulta gridany dalsi 3 ml LB média se spektinomycinem a kultura
byla ogt inkubovana pes noc f 28°C, 200 rpm. Teti den bylo pomocié¢thto 5 ml
kultury inokulovano 400 ml LB média se spektinomycinem (100 ni§.nCela tato
kultura byla vloZenaies noc na 28C, 200 rpm. Posledni den byla kultura centrifugovana
pii 4 600 rpm, 21C po dobu 10 minut. Pelet byl resuspendovan v infiftiia meédiu tak,
aby optickéa denzita kulturytp600 nm (ORoo) byla 0,8. Ped samotnou transformaci byly
u rostlin Arabidopsisostihany jiz odkétlé kweéty a tobolky. Poté byly rostlinprabidopsis
pondgeny 5x po jedné minét s minutovymi  pestavkami  do  kultury
Agrobacteriav infiltracnim médiu. Na zar byly rostliny zakryty igelitovym s&em

a ponechany 3 dny ve &mPoté byly rostliny fesunuty do fytotronu a nechany dozrat.
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3.4.1.5 Selekce transformaditkultivace rostlin a indukce

Pred vyseti semen na sedek médium bylo nutné provést jejich sterilizaci. Semena byla
odsypana v malém mnoZzstvi do mikrozkumavek, kde byla ponechana po dobu 5 minut
v 70% etanolu. Etanol byl opatrrodpipetovan a mistoénbyla semena sterilizovana

5 minut v5% chlornanu sodném (bleach) s 0,1% Tritonem X. Tento roztok byl
odpipetovan ve flowboxu, kde byla semena 3x promyta sterilni destilovanou vodou
a nasleda byla rozmistna na Petriho misky obsahujici tuhé MS médium s hygromycinem
(50 mg-1). Po vysazeni do média byla semena ponechana dva dnygyelign doslo

k jejich zesynchronizovani. Nasledrbyla pgendana do kultivni komory, kde byl
nastaven cyklus 16 h&o a 8 h tma p teplot 22°C.

Po tech tydnech byly narostlé transformované i WT rostlitgspzeny do 70 ml
tekutého MS meédia, ve kterém byly ponechany tydertepaice. Po tydnu byla provedena
32h indukce transgenniho systéemu XVEdanim 17B-estradiolem otzné koncentraci.

Pro kazdy konstrukt bylyijpraveny ti varianty: kontrolni vzorek, vzorek s DMSO, vzorek
s estradiolem. Po provedeni indukce byl rostlinny material sklizzamaazen na -80 °C.

Vzorky byly nasleda pouzity na izolaci gDNA, RNA a protein

3.4.1.6 Owereni piitomnosti transgenu v Arabidopsis thaliana

Izolace gDNA byla provedena podle Edwasdsal. (1991). Riblizné¢ 100 mg rostlinného
materialu bylo rozdrceno v tekutém dusiku a bylo¢ka pidano 400 ul extraiiho
pufru. V tomto pufru byly vzorky ponechany 1 k faboratorni teplat a nasled& byla
provedena centrifugace 5 minuti @3 000 rpm. Z kazdého vzorku bylo odpipetovano
300 pl, ke kterym bylofdano 300 ul isopropanolu. Tato &rbyla promichana atenim
zkumavek a inkubovana 2 minuty. Poté byla provedena centrifugace 5 minut
pii 13 000 rpm a roztok byl odstrém do odpadu. Pelet byl vysuSen v digéstonasleda

k nému bylo gidano 100 pl sterilni vody. Vzorky byly poté uloZerfgnoc v lednici, kde
doSlo kuvolgni gDNA z peletu. Druhy den byla z#ena koncentrace pomoci
spektrofotometru ifp vinove délce 260 nm a 280 nntitemnost transgenu byla v izolované
gDNA owétena pomoci PCR metody s primery pouzivanymi pro klonovani (seyrsiej
rozpisem pipetovani i nastaveni programu jako bylo pouZzito pro plasmidové) EIN
restrikcniho S&épeni (viz kapitola 3.4.1.2).
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3.4.1.7 lzolace proteist CKX a jejich nasledné analyzy

DalSi ¢ast sklizeného rostlinného materialu po indukci byla pouzita proyanaktivity
proteini CKX. Izolace proteif byla provedena z 300 mg rostlinného materialu na vzorek.
Do kazdého vzorku bylofglano 500 pl CKX pufru a 2,5 pl 200mM PMSF. &nbyla
zvortexovana a inkubovana 1 h na dedPoté byla sw&s centrifugovana 10 minut
pii 14 000 rpm a 4C a supernatant byl odpipetovan do novych zkumavek.

Koncentrace CKX byla #tena na spektrofotometrdiprinové délce 595 nm. Spolu
se vzorky byly miteny i standardy pro vytweni kalibr&ni kiivky a blank. Blank
obsahoval 800 pl vody a 200 pl Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Cateent
(Bio-Rad, USA). Kalibrani kiivka byla vytvdaena ze 4 bad o koncentraci 4, 8, 12 a
16 mg-mi BSA. Na ng#ieni realnych vzork bylo pouzito vzdy 5 pl ziskaného
proteinového extraktu, 795 pl vody a 200 ul Bio-Rad Protein Assay. Po napipetovani
Bio-Rad Protein Assay byly vzorky zvortexovany, inkubovany 5 mirfutlgboratorni
teplot a nasled& zmeieny pomoci spektrofotometru.

Stanoveni aktivity CKX
Po zméteni koncentrace byla nastavena reakce pro stanoveni aktivity Ceb&ingr
Vzorky byly meteny v triplikatu s blankem. S¥® pro reakci vzorku obsahovala 300 pl
Mc. llivaineho pufru pH=7,5, 30 ul DCPIP 10 mM, 1,5 upl iP 100 mMrialysny ponar
vody a vzorku, ktery daval 268,5 ul. Smnpro reakci blanku obsahovala vSe siejen
misto iP bylo pidano DMSO. VSechny vzorky i blanky byly zvortexovany,¢etoy
a inkubovany na 37C pres noc. Druhy den byla reakce zastavefidapim 300 ul 40%
TCA a200 ul 2% pAF v6% TCA do kazdého vzorku i blanku. Poté bylo vse
zvortexovano, inkubovano 5 minut a dalSich 5 minut centrifugovarigt@®00 rpm.

Nasled® byla zneéifena absorbancgip352 nm a 500 nm, ze které byla vyfiana
aktivita (kat) a specificka aktivita CKX (kat-mpdle nasledujicich vzoiic

Aktivita = (Aasz-500y V1/(e-1)) - V2 Specificka aktivita = aktivita/c
A352-500 rozdil absorbanci z#enych @i 352 a 500 nm
Vi objem reaéni snesi \2) redéni vzorku
€ koeficient 15 200 c koncentrace prote{mg- mi?)
t doba reakce (s)
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Zda-li byl vysledek signifikanth vyznamny¢i nikoliv bylo zjiSttno pomoci T-testu, kde
byl porovnavan transgeni vzorek indukovany estradiol&nkontrolnim rostlinam.

SDS-PAGE a imunodetekce
Izolované proteiny byly pouzity i pro SDS-PAGE. Proteiny nejputovaly zaogbvacim
4% polyakrylamidovym gelem a nasledaelicim 10% polyakrylamidovym gelem. Rozpis
obsahu &chto gel je zobrazen v tabulce 2 (Tab. 2). Gely byly vloZzeny do elektroftetic
komory s @licim pufrem pro elektroforézu. Vzorky bylyer naneseni do jamek smichany
s 4x koncentrovanym nanaSecim pufrem a denaturovany *@@bdobu 5 minut. Poté
byly schlazeny na ledu a napipetovany na gel. Jako marker molekilbwnyatnosti byl
pouzit Precision Plus Protein™ unstained Standards (BioRad, USA). MnpasiZitého
vzorku bylo vypgitano tak, aby v kazdé jamce byldilghzné stejné mnozstvi proteinu
(38 — 40 pg). Nasled@nbyla spu&na elektroforéza, kterd nejprve probihala 15 minut
pii 100 V a poté 45 minutipl50 V. Déale byla provedena analyza protgimmoci western

blottingu s naslednou imunodetekci.

Tab. 2 Rozpis pro ffpravu dvou gel sloZzenych zé&iciho a zaosbvaciho gelu o velikosti
10 x 10 cm pro SDS elektroforézu.

Deélici gel mi

30% akrylamid, 0,8% bisakrylamid 5
pufr pro clici gel 2,5
voda 7,26
10% SDS ve vodl 0,15
TEMED 0,015
APS (100 mg- mt) 0,15

Zaostovaci gel mi
30% akrylamid, 0,8% bisakrylamid 2
pufr pro zaosbvaci gel 2,5
voda 10,26
10% SDS ve vodl 0,15
TEMED 0,015
APS (100 mg- mf) 0,15

Pro western blotting byly gely po SDS-PAGE nejprve na chvili engz
do transferového pufru, ve kterém byly nechany chvili pem®i houhiky a filtratni papir
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pouzivany p tvorbé western blottového sende. PVDF membrana bylaigd pouZzitim
aktivovana ponienim na #kolik sekund do 100% metanolu. Naslédbyl poskladan
sendvté do blottovaci kazety (houtka, filtratni papir, gel, membrana, filthai papir,
houbitka), kterd byla vloZzena do blottovaci komory s transferovym pufref@noB
proteini na membranu probihates noc fi 30 V a 90 mA. Usgsnost transferu byla druhy
den o¥iena obarvenim membrany v amidmi, ktera byla nasledrhned vymyta.

Pfi imunodetekci byla membrana nejprve 45 minut inkubovana iepate
v 5% mléku v TBST. Nasled@nbyla membrana promyta 5 minut v TBST a 2x 5 minut
v TBS. Poté byla membrana inkubovana 45 minut s primarni protilétiucaMyc (9E10)
Mouse monoclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, USA¥nou 1:1000 v 1% mléku.
Membrana byla off promyta v TBST a TBS a poté byla inkubovana dalSich 45 minut
na tepace se sekundarni protilatkou Antimouse in Rabbit IgG-HRP SC-358917 (Santa
Cruz Biotechnology, USA)jed®nou 1:5000 v 1% miéku. Poté byla membranatop
promyta a 5 minut inkubovana se substrateéamévé peroxidasy Clarity™ Western ECL

(BioRad,USA). Signal byl nasledrzachycen na fotograficky film.

3.4.1.8 Analyza genové exprese

Izolace RNA ze vzork odebranych po indukci byla provedena pomoci TRI Re8gent
Solution (Ambion, USA). Ke 200 mg vzorku byldiggno po 1 ml TRI reagentu a tato
smes byla zvortexovana a inkubovana 5 mintitl@boratorni teplat Dale byla provedena
centrifugace 10 minutip 14 000 rpm a 4C. K odebranému supernatantu bylisdano
100 pul chloroformu a s#&s byla inkubovana 5 minut. Nasledhyla snés centrifugovana
pii 12 000 rpm po dobu 12 minut &Gl Vrchni vodna faze bylaignesena do novych
zkumavek a bylo k nifpdano 500 pl isopropanolu. Po zvortexovani a 5 minutové inkubaci
byla provedena centrifugace 15 mindt p2 000 rpm a 4C. Supernatant byl odstrém
a pelet byl promyt 1 ml 75% etanolu. Po¢stioi (5 minut, 12 000 rpm, ) a dikladném
odpipetovani etanolu byl pelet vysusen v digéstdakonec byl pelet rozpust ve 45 ul
ultra ¢isté vody a nasledrbylo provedeno oSitni DNasou.

Pti oSetovani DNasou bylo ke vzolikn pripipetovano 2 pl TURBO
DNasy™ (Ambion, USA) a 5 pl 10x TURBO DNasa™ buffer (Ambion, USZ)es byla
zvortexovana a inkubovana na°@7 Po hodig byl ke snési pridan dalsi 1 ul DNasy a &p

smes byla inkubovana dalSich 30 minut 7°C.
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RNA oSetena DNasou bylaipcisténa pomoci magnetickych kaék AGENCOURT
RNA Clean XP. RNA byla fidana k 25 pl magnetickych kadik a 20 pl isopropanolu
a promichana pipetou. Po 10 minutové inkubaci bylasswioZena na magneticky stojan
na 5 minut. Supernatant byl odpipetovan do odpadu, vzorky byly promyty 200 pl 70%
etanolu a ten byl po 1 mirubpst odstragn. Tento promyvaci krok byl proveden celkem
tiikrat. Nasleda byly vzorky suSeny v digestiol0 minut. Eluce byla provedena do 20 pl
ultra cisté vody, kdy byly vzorky s kulkami a vodou inkubovany 10 minut mimo
magneticky stajen. Nakonec byly vzorky uraiist na magneticky stojan a voda s RNA
byla pepipetovana do ¢istych zkumavek. Koncentrace RNA byla &ena
spektrofotometricky na NanoDropu.

P prevadni RNA na cDNA bylo pouzito max. 2,5 pg RNA na 10 pl reakci, takze
dle nangtené koncentrace byldigano celkem 6 ul sési vody a vzorku. K této sési bylo
ptidano 0,5 pl Oligo (dT), (Sigm&;R) a byla vloZzena na 5 minut na 65. Vzorky byly
poté geneseny fimo na led a bylo k nimimano 2 ul 5x Reaction buffer for RT
(ThermoScientific, Litva), 1 pul 10 mM dNTP a 0,5 ul Reverd Al Minus Reverse
Transcriptase (ThermoScientific, Litva). Naslédiyla snés vioZzena do termocykléru, kde
byl nastaven program 60 minut 42, 10 minut 70C a 10 minut 10C. Poté byla cDNA
narecéna EB pufrem v pogru 1:2.

Pro gPCR byla ffipravena na kazdou reakci o 10 plésmobsahujici 2,5 pl mixu
primeri Fw i Rev (1 uM) v zavislosti na genu, 5 pl mixu pro gPCR (1000b$@ PCR
master mixu a 200 ul referém barvy ROX) a 2,5 ul cDNA. Vznikla reaki sneés byla
napipetovana doifslusnych jamek na de&tie, kterd byla vloZzena daiptroje, kde byl
spusén program Step One Plus. Detekovana byla relativni kvantifikace gerpvese pro
geny hygromycinu, aktinuAtCKX2 ZmCKX5aZmCKX2 Vyhodnoceni dat prablo

pomoci programu DataAssist.

3.4.2 Transformace Arabidopsis thaliana vektorem pER10
3.4.2.1 lzolace plasmidové DNA

Nejprve byly od vedouci prace Mgr. Jiskrové ziskany kuliirgoli TOP 10 s prazdnym
plasmidem pER10 a kultury s geBjnCKX2 ZmCKX5neboAtCKX2
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Nejdiive byl tedy izolovan pradzdny plasmid pER10 a plasmidy z kuurcoli
obsahujici genyAWtCKX2 ZmCKX2a ZmCKX5pomoci kitu QlAprefi Spin Miniprep Kit
(Qiagen) dle navodu.

Bakterialni kultury (3 ml) byly centrifugovany 2 minutyi @3 000 rpm. Pelet byl
resuspendovan na vortexu v 250 ul pufitslRNasou. Dale bylo ke $8i piidano 250 pl
pufru P a zkumavky byly 6x fevraceny a inkubovany 2 minutyipaboratorni teplat
Poté bylo do zkumavekiiplano 350 pl pufru N3, a zkumavky byly &@ppromichany
pievracenim. Dale byla provedena centrifugace 10 mifidt3000 rpm a supernatant byl
pirepipetovan na kolonky QlAprep s filtrem, které byly centrifugovang @0 13 000 rpm.
Protekla tekutina ze spodniéhbé zkumavky byla odstréana a kolonky byly promyty
500 pl PB pufru a 750 ul PE pufru. Po odstrdnproteklé tekutiny byly kolonky jedt
jednou stéeny ,na prazdno“. Po té byly kolonkygmistny do novych mikrozkumavek
a eluce byla provedena napipetovanim 50 pl sterilni vody dogdo§itru. Po minutové
inkubaci byla provedena centrifugace 6@isl3 000 rpm.

Koncentrace byla zji8ha pomoci spektrofotometru a transgen byl amplifikovan
pomoci metody PCR stejnym postupem popsanym v kapitole 3.4.1.2. Poté byldepimve
preciSteni PCR produkt. Ke vzorkim o mnozZstvi 50 pl bylofmldno 5x vice pufru PB tzn.
250 pl. Smis byla promichdna afgpipetovana na kolonky pouzivané k izolaci QIAprep,
které byly ogt centrifugovany 60 s ipl3 000 rpm. Protekla tekutina byla odsthaa
a na kolonky bylo pdano 750 ul PE pufru. Dale byla provedena centrifugace 60 s
pii 13 000 rpm a protekld tekutina byla odstrzen Nasled& bylo provedeno
centrifugovani prazdnych kolonek 60 i #3000 rpm. Kolonky byly poté vioZzeny do
novych mikrozkumavek a eluce byla provedena 30 ptatan sndsi (40°C) EB pufru
svodou vporru 1:3. Nasleddi byla neiena koncentrace DNA (PCR produktu)

na spektrofotometru NanoDrop.

3.4.2.2 Transformace Escherichia coli

Dale byla provedena restrikce cilového vektoru pER10 &,dgdrré nély byt do réeho
vloZeny. Spolu s gener@mCKX2 byl plasmid nagpen sndsi enzyni Ascl a Spel,
s genemAtCKX2 byl plasmid nagpen smisi enzyni Pacl a Xhol a s geneBEmMCKX5byl
plasmid nagpen enzymem Spel. Restfik reakce probihalyips noc fi 37°C.
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Po restrikci byla provedena inaktivace restriktdz. Enzymy SpeAscl byly
inaktivovany pi 80°C po dobu 20 minut, Xhol a Pacl byly inaktivovang §5°C také
po dobu 20 minut. Vzhledem k tomu, Ze fipact klonovani genlzmCKX5byl pouzit
pro Stpeni pouze enzym Spel, tak byl rg&ny plasmid oS&n alkalickou fosfatasou,
aby se zabréanilo épvnému samovolnému spojeni (10 ul restrikce po inaktivaci, 1 pl pufr
10x Fast AP buffer (ThermoScientific, Litva) a 0,5 pl alkaliclasfatasy Fast AP
(ThermoScientific, Litva). S¥s byla vioZzena do termocykléru, kde byl nastaven program
na 15 minut 37C a pak na 5 minut 7CC.

Nasledr byla provedena ligace fipkteré doslo ke spojeni plasmidu s transgenem.
Ligace byla nastavena v molarnim pom 1:3 (plasmid:inzert). Ligace préfa v 10 pl
objemu, smis obsahovala 1 ul pufr 10x T4 DNA ligasa (ThermoScientific, Ljt@g) pl
T4 DNA ligasy (ThermoScientific, Litva) a ve vypitaném pordru 8,5 pl mixu
(voda/pER10/fslusny gen; k vyp#iu objemii byla pouzita biokalkukka na strankach
www.molbiol.edu.ru). Ligani smés byla promichdna a ponechana 1 ihlgboratorni
teplot.

Po ligaci byla provedena transformdescherichia colivzniklym plasmidem nesouci
transgen pomoci teplotniho Soku. Z tigasnesi bylo odebrano 5 pl, které bylyigany
k chemicky kompetentnim kkédm E. coli. Snes byla inkubovana na ledu 30 minut, pak
byla vloZzena po dobu 45 s na 42 a pak byla ihned @p vioZzena naled na 5 minut.

K bunkam bylo gidano 300 pul SOC meédia a kultura byla inkubovana 60 minu{C

na tepace. Nasledé byla snés nanesena na pevné LB médium obsahujici spektinomycin
(100 mg-1), na kterém byla inkubovanaiB7 °C pres noc. Poté byla provedena colony
PCR (dle navodu v kapitole 3.4.1.2, jen misto plasmidové DNA byla pouzita voda
obsahujici DNA jednotlivych koloniE. coli) s naslednou detekci na agar6zovém gelu
pro owteni @Fitomnosti plasmidu.

Uspssnost spojeni plasmidu giglusnym genem a nasledna transfornfaceoli byla
také o¥irena sekvenaci (firma SEQme s.r.0.). V tabulce 3 jsou uvedeny pougitErpr

pro sekvenaci spate¢ s jejich sekvencemi (Tab. 3).
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Tab. 3 Sekvence primiepouZitych pro sekvenovantipravenych konstrukit

Nazev primeru Sekvence primeru

AtCKX2-bw-S1 5 CCGTCTTCTTAAGCACATC 3
AtCKX2-Pacl-Rev 5' CCTTAATTAAGGTCAAAAGATGTCTTGCCC 3
AtCKX2-rt/SG-Fw 5" GGACTCGCTCTTCTCTATCCAACA 3'
AtCKX2-Xhol-Fw 5' CCGCTCGAGCGGATGGCTAATCTTCGTTTAATG 3
ZmCKX2-rttag-Fw 5' GGTCACGGCAGCATTGC 3'

ZmCKX2-solo-Fw 5' CACGACGGCTTTGTCGAT 3
ZmCKX2-solo-Rev 5' CACGCAGGACATTGATCCA 3

ZmCKX5-seqR 5 AGGACGTTGGATATCTGC 3
ZmCKX5-Spel-Fw 5' GGACTAGTCCATGGCTAGAGCTACG 3
ZmCKX5-rt-Fw 5'GCGGCGTCCTCTACTTCCT 3

pER8RA4559 5' TTGACGAACGTTGTCGAAACC 3'

Nasled® byla provedena transformadggrobacteria stejnym zgsobem jako byl
popsan u plasmidu pERS8 (kapitola 3.4.1.3), ktera goksa transformachrabidopsis
Ze vSech kultur s potvrzenotifmmnosti transgenu bylyipraveny zasobni alikvoty a byly

uchovany pi -80°C pro dalSi pouziti.

3.4.2.3 Transformace kéinki Arabidopsis thaliana

Pro transformaci igs kadenovy systém byly semerfgabidopsis thalianaCol. 0 nejprve
zasazeny do pevného MS média, ve kterém rostly 2 tydny. Poté byéy nostliny
piesazeny do tekutého MS média, ve kterém rostly ve fytotronu dalSi 2 tydny.

Tti dny pred samotnou transformaci bylo rézmvano 50 ul kulturyAgrobacteria
s vloZzenym transgenem ve 3 ml MG/L média a tatésshyla tepana g 28°C, 200 rpm.
Nasledujici den bylo z néwnarostlé kultury odebrano 50 pl, které byiydany do 3 ml
cerstvého MG/L média. Kultura byla znovu inkubovéaia28°C, 200 rpm pes noc. Teti
den bylo narostlé@Agrobacteriumzcentrifugovano 10 minutip4 000 rpm a laboratorni
teploty a vznikly pelet byl resuspendovan v 10 ml MS média.

Rostlinam gstovanym v tekutém médiu byly za sterilnich podminekizodty
koreny, které byly nasekany na 0,5 cm dlouhé Useky.

Poté byly kaéeny inkubovany 5 minut se suspenZgrobacteriaa MS média.
Nasled® byly kofeny lehce osuSeny ubrouskem a rozénistna Petriho misky s CIM
médiem, na kterém byly inkubovany 3 dny. Poté bylyeky dikladrgé promyty vodou
s antibiotikem carbenicilinem o koncentraci 150-hhgKoreny byly po té smichany s 10
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ml 2x koncentrovaného MS média obsahujiciho hormony a antibiotika (iP T,nh&Al
0,15 mg-t, carbenicilin 100 mg4 a kanamycin 50 mg?), k tomu pak bylo filito 10 ml
0,8% agarosy a cela s$mbyla ihned rozlita na Petriho misky. Misky gikdy byly

vloZeny do kultivéni komory, kde rélo dojit k regeneraci novych transgennich rostlin.
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4 VYSLEDKY

V této praci bylo nejprve pracovano pouze s vektorem pERS8::ZmCKX5, ktgry b
inkorporovan doAgrobacteria tumefaciensTato transformace byla G potvrzena
detekci transgenu na agar6zovém gelu po PCR reakci (Obr. 7). TrafmgX5mé

velikost 1749 pb, coz odpovida velikosti vzniklého bandu.
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Obr. 7 Gel po agar6zové elektroforéze, ktertedphéazela PCR v porovnani s pouzitym markerem
(ladderem). Vzniklé bandy o velikosti cca 1700 bp potvrdily ¢sspu transformaci
PER8::ZmCKX5 doAgrobacteria tumefaciengrotoze gemCKX5ma velikost 1 749 bp. Ladder
na gelu je ozngen pismeny LD, 1-6 jsou vzorky kolonAgrobacteria obsahujici transgen
ZmCKX§ + pozitivni kontrola, - negativni kontrola.

Nasled# byly pomoci metody ,floral dip® plasmidem obsahujicim transgen
transformovany rostlinyArabidopsis thalianaSemena byla sazena na standardni &slek
média (MS média) s koncentracemi antibiotika hygromycinu 50 tray25 mg-t, poté i
na meédia sifidavkem @iznych koncentraci INCYDU (10 pmol, 5 umol, 1 pumol, 0,5 umol,
0,1 pmol a 0,01 umol) a cytokininu BAP (1 pumol, 0,5 pmol, 0,1 pmol a 0,01 pnia) ne
jejich kombinaci. Ani na jednom médiu nevyrostla Zadna transgenttinao§Obr. 8),

z toho divodu Ize transformaci povaZzovat za nedsou.
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Obr. 8 Fotka porovnavajici WT (netransformovana kontrolni rostieademeny po transformaci,
po 21 dnech istu na seleinim médiu obsahujici inhibitor degradace cytokiniNCYDE
o koncentraci 0,01 pumol.

Po této prvni neuggné transformaci bylo pracovano s vektory pER8::ZmCKX2,
PER8::AtCKX2 a opt i s pER8::ZmCKX5. Nejprve byla provedena transformace
Agrobacteria tumefaciengejiz Usgsnost byla potvrzena na agarézovém gelu po PCR
reakci. Vzniklé bandy odpovidaly velikosti transg€AamCKX21814 bp AtCKX21506 bp,
ZmCKX51749 bp), (Obr. 9).
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Obr. 9 Gely po agardzové elektroforéze, ktadphazela PCR, v porovnani s pouzitym ladderem.
Vzniklé bandy o velikosti cca 1 700 bp, 1 500 bp a 1 800 bp, které aldpiovélikosti vioZzenych
gem, potvrzuji uaspsnou transformaci vektdr pERS8:ZMmCKX5, pER8::ZmCKX2

a pER8::AtCKX2 do Agrobacteria tumefaciensLadder na gelech je ozfem pismeny LD,

1 ozn&uje vzorek s&mCKX5 2 AtCKX2 3ZmCKX2 + pozitivni kontrolu, - negativni kontrolu.
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Nasledr byly rostliny Arabidopsis thaliandransformovany vSemiémi konstrukty
opét metodou ,floral dip“. Semena byla po sklizeni sdzena na midils smédiem
a hygromycinem o koncentraci 50 myj-Na gchto miskach vyrostly rostliny generace F
(Obr. 10), jejichz transgenita byla potvrzena izolaci gDNA dedasu detekci transgenu
na agarézovém gelu po PCR reakci. Na gelech byt \idndy odpovidajicifslusSnym
gemim — ZmCKX2 AtCKX2 ZmCKXS5 (Obr. 11), coz potvrdilo, Ze transformace byla
uspESna a byly ziskany transgenni rostliny. U WT rostlin nebylging bandy vifpacdt
ZmCKX2aZmCKX5detekovany. Pouze gé&iCKX2byl detekovan i u WT rostlin, jelikoz

tento gen se Arabidopsisvyskytuje girozere.

Obr. 10 Fotky transgennich rostlin generagesfarych 21 dni na sekskim médiu. Transgenni
rostliny jsou vyraz# vétSi nez netransformované a Ize je snadno odliSit na zékédittosti.
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Obr. 11 Gely potvrzujici fitomnost transgenu v transformovanych rostlinach. Vzniklé bandy
o velikosti cca 1 800 bp, 1500 bp a 1 700 bp odpovidaji velikosti vioZzergréh gotvrdily tak
uspesnou transformadirabidopsis thalianalLadder na gelech byl ozten pismeny LD, WT zrid
netransformovanou rostlinu, + pozitivni kontrolu, - negativni kontrolu.
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Rostliny generace oFbyly zasazeny do toly, a byla z nich sklizena semena
transgennich rostlin 1F ze kterych dle i@dpokladu vyrostlo vice transgennich rostlin
(Obr. 14), u kterych byla nasletipomoci PCR us§$re potvrzena fitomnost transgenu.

Obr. 14 Fotka porovnavajici mnozstvi transgennich rostlin gemégdna levo) a generace ha
pravo) vyrostlych na selékim médiu po 21 dnech.

Pfi rastu rostlin na pevném médiu bylo z§i8b, Ze rostliny s vektorem
PER8::ZmCKX5 rostou pomaleji nez jiné transgenni rostliny (Obr. 1&%)rdBtu rostlin
S pPER8::ZmCKX5 v tekutéem médiu byl také viditelny rozdil veétSim rozvinuti
kofenového systému oproti ostatnim rostlinam (Obr. 16).

Obr. 15 Porovnanidstu 21 dni starych rostlin generace F1 s pER8:ZmCKX5 (na lavo)
s pER8::ZmCKX2 (na pravo) na pevném sétgkn médiu.

55



Obr. 16 Na levé stra&ne Erlenmeyerova lika s rostlinou obsahujici pER8::AtCKX2 v porovnani
se steji starou rostlinou (28 dni) obsahujici pER8::ZmCKX5 na stpaave.

Po fistu na seladnim médiu (3 tydny) byly rostliny kazdého konstruktu i WT
vloZeny po osmi rostlinach déeth Erlenmeyerovych bak (jedna slouzila pro indukci
a dw byly kontrolni) a dale kultivovany. Po tydnu byla zahajena indukce ebDwéj baky
byl ptidan 20 uM estradiol, do druhétiiy stejné mnozstvi DMSO &eti baika byla bez
jakéhokoliv zasahu. Indukce trvala vzdy 32 h a tento experiment byl prowetieem

dvakrat. Po obou indukcich bylakolikrat znméfena aktivita CKX a genova exprese.

Indukce |
VysSi aktivita po indukci estradiolem byla detekovana u rostlirZre€KX5 AtCKX2
i ZMCKX2 (Obr. 17). Staticky vyznamny rozdil v porovnani s kontrolnimi rostlinami
(p =<0,05) byl vSak zaznamenan pouze u rostliZm€KX5 a AtCKX2 Déle byla
detekovana migh zvySena aktivita CKX u kontrolnich rostlin semCKX5 tato vyssi
aktivita byla shledana také statisticky vyznamn& oproti WTtlinésn (p = <0,05).
Pti porovnavani aktivit bylo pozorovano, ze DMSO réma aktivitu CKX vliv. Hodnoty

ziskané po indukci | jsou zobrazeny v tabulce v kapitole 9 (Tab. 4).
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Specificka aktivita CKX po indukci |
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Obr. 17 Specifickd aktivita CKX po 32hugobeni induktoru. Kontrolni rostliny byly bez
jakéhokoliv zasahu. DalSi rostliny byly ponechany 32 HKitomnosti DMSO a zbyvajici rostliny
byly v pritomnosti estradiolu, ktery aktivoval vloZeny transgen, a tak bytransgennich rostlin
zaznamenana vySSi aktivita. Statisticky vyznamné vysledky bylyeapd (p = <0,05).

Indukce lI

Stejny experiment byl opakovan na dalSim rostlinném materidluragmek. Po 32 h
indukce byla zrétena specificka aktivita CKX (Obr. 18), kde byl pozorovan velkyistar
aktivity po pidani induktoru u rostlin s transgeneAtCKX2 a ZmCKX5 kde tento
vysledek byl shledén i statisticky vyznamny (p = <0,05). ZngSspecificka aktivita CKX
po indukci u rostlin s transgenefMCKX2nebyla detekovanaiiforovnavani aktivit bylo
pozorovano, ze DMSO v pozadovaném mnoZzstvi pro rogpu&stradiolu ne na
aktivitu CKX vliv. Hodnoty ziskané po indukci Il jsou zobrazeny v tabuldeapitole 9
(Tab. 5).
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Specificka aktivita CKX po indukci Il
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Obr. 18 Specifickd aktivita CKX po 32hugobeni induktoru. Kontrolni rostliny byly bez
jakéhokoliv zasahu. DalSi rostliny byly ponechéany 32 fitopnosti DMSO a zbyvajici rostliny
byly v piéitomnosti estradiolu, ktery aktivoval vloZzeny transgen, a taka hyl €chto rostlin
zaznamenana vysSi aktivita, aZz na rostlinyZseCKX2 Statisticky vyznamné vysledky byly
ozna&eny * (p = <0,05).
U vzorki rostlin po indukci | i 1l byla detekovana i genova exprese pomocRgPC

(Obr. 19). Touto metodou byla potvrzena zvySena genova expresesgemaich vzonk

po indukci estradiolem. Nejmensi rozdil v expresi transgenu po indukcitbghsgennich

rostlin seZmCKX5a nej¢tsi sAtCKX2
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c) Exprese genu ZmCKX5
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Obr. 19 Exprese g@nAtCKX2 (a), ZmCKX2 (b), ZmCKX5 (c) po 32h psobeni induktoru.
Kontrolni rostliny byly bez jakéhokoliv zasahu. DalSi rostlinyybgbnechany 32 h viftomnosti
DMSO a zbyvaijici rostliny byly vifitomnosti estradiolu, ktery aktivoval expresi transgenu. RQ
ozna&uje, kolikrat byl gen exprimovan vice oproti WT kontrole. €hgZmCKX5byla detekovana
vySSi exprese i u kontrolnich rostlin obsahujicich tranZge@KX5

Indukce I
Po zjisenych aktivitich CKX byly rostliny s pER8::AtCKX2 shledany jakojlége
odpovidajici na indukci estradiolem. Z tohotorddu byla u &chto rostlin déle zjigvana
maximalni a minimalni koncentrace estradiolu pro smiiséxprese. Tyto rostliny také
nejprve rostly 3 tydny na selékim médiu, nasledntyden v tekutém médiu a poté byla
u nich zahgjena indukce trvajici 32 h, kde na rostliigopil DMSO ¢i estradiol
o koncentraci 0,1 uM, 1 uM, 10 uM nebo 20 puM.

Po indukci Il byla néfena aktivita proteinu CKX (Obr. 20). VySSi specificka aktivita
proteinu CKX byla projevena jizipkoncentraci 0,1uM estradiolu. Také byl &idozdil
mezi indukci estradiolu o koncentraci 10 puM a 20 puM. Vliv rozpollgt DMSO
na aktivitu CKX nebyl zaznamenan. Vysledky ténodpovidajici aktivik CKX byly
zaznamenany i gPCRi@mnalyze genové exprese (Obr. 21), kde vSak byla zvySena exprese
genuAtCKX2 zjisténa az pi indukci estradiolu o koncentraci 1 uM. Hodnoty ziskané po

indukeci Il jsou zobrazeny v tabulce v kapitole 9 (Tab. 6).
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Specificka aktivita CKX
indukce Il
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Obr. 20 Specificka aktivita CKX u rostliny s vlozenym transge#¢@KX2po 32h indukci DMSO
(modke) a estradiolentérvert) o miznych koncentracich.

Exprese genu AtCKX2
indukce I
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Pouzitd koncentrace DMSO/estradiol

Obr. 21 Exprese gemitCKX2u transgennich rostlin po 32h indukci DMSO (ir&)da estradiolem
(Cerver®) riznou koncentraci.

Dale byla také provedena SDS elektroforéza s proteiny CKX po indukdi.
Po obarveni gelu v coomassie blue vSak nebynvithdny rozdil v intenzitrozdlenych
proteini mezi indukovanymi vzorky estradiolem a kontrolami, a proto tyto vygleékyly
v této praci publikovany.
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V ptipad rostlin transformovanych konstruktem pERS8:ZmCKX2-cmyc byla
vyzkouSena imunodetekce proteinu ZmCKX2-cmyc ve vzorcich ziskanych po indukci | i
Pomoci imunodetekce byl detekovan protein, jenz odpovidal veliknaemu hledanému
proteinu (55,2 kDa) a bylffitomen u transformovanych rostlin, zatimco u WT vaarkbyl
(Obr. 22). Intenzita praypodobného bandu ZmCKX2 byla vSak uvSech
transformovanych rostlin stejnd, nezavisle na indukci estradiolesto pylo mozné, ze
band byl vytvéen pouze &akou nespecifitou, stejrtak jako ostatni objevené bandy a nas
protein ZMCKX2 by tak mohl byt malo specificky a touto metodou nedetekovatelny.

.'..~ .-

Obr. 22 Film vyvolany po imunodetekci. Vyzafemy Usek s bandy o cca 60 kDa odpovida velikosti
hledaného proteinu ZmCKX2. Vzorky 4 jsou WT, kde se band ve vyzeaé oblasti neobjevil.
Vzorky 1-3 jsou rostliny s transgenem ZmCKX2, vzdy 1 je lad@hokoliv zasahu, 2 paigani
DMSO a 3 po indukci estradiolem. Vzorky se liSi terminem izof@oteiri.. Ostatni vzniklé bandy
nazn&uji nespecifitu protilatky. Pozitivni kontrola (+) jde ¥tdsilng, protoZe byla o koncentraci
100 ng- uit, kontrola byla o velikostiifiblizng 20 kDa.

pER10
V ramci této prace bylo provedeno i viozeni @jefmCKX2 ZmCKX5 a AtCKX2 do
vektoru pER10 a néasledrdo E. coli. Uspsnost vloZeni transgenu byla&motvrzena
na agarozovém gelu po PCR reakci detekci bandu odpovidajicimu velikostema
(Obr. 23). Zabudovani géndo plasmidu spravhym smem bylo owfeno pomoci
specifického restrisniho Stpeni plasmidové DNA. Plasmid pER10::ZmCKX2 byip&En

enzymem Bsal, po kterémiipspravném zabudovani genuélgn vzniknout 3 Spy
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o velikostech 5386 bp, 4623 bp a 3743 bp. Plasmid pER10::AtCKX2 byknrst
enzymem Bsal, po kterém &y vzniknout S&py o velikostech 5000 bp, 4 623 bp
a 3552 bp a enzymem Clal pémmz mely vzniknout S&py velké 8 797 bp a 4 381 bp.
U obou plasmid vSak tyto Sfpy na agar6zovém gelu nebyly dostatevidét (Obr. 24).
Nejlépe nazorér na agar6zovém gelu vyslaigeni plasmidu pER10::ZmCKX5, ktery byl
Sttpen enzymy Ascl a Xhol.tPopatném vloZeni transgenu vznikkptpo pisobeni Xhol

o velikosti 797 bp a po Ascl 163 bpii Bpravném vlozeni transgenu vzniké@ipo Ascl

o velikosti 1 660 bp a po Xhol 1 100 bp (Obr. 25). Préreni spravného zabudovani genu
do plasmidu byly plasmidové genomy osekvenovany. Vysledky ze sekvenmtardily
piitomnost get v plasmidové DNA i jejich spravnou orientaci.

LD ZmCKX2 + -°

1% Topilor™ LE GO Agarese [0451)

I
i
‘ ;
t
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t
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Obr. 23 Gely z agar6zové elektroforézy po PCR, potvrzufithrpnost vioZzenych génv E. col.
Bandy o velikosti cca 1 500 bp, 1 700 bp a 1 800 bp odpovidaji velikosti vioZzenyicH gdder je
ozna&en pismeny LD, 1-4 zgéakolonie E. Coli po transformaci s pER10::AtCKX2, band chybici
u kolonie¢. 2 znamena, Ze tato kolonie nenese transgen, + pozitivni kontrola, - neganivalak
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Obr. 24 Gely z agar6zové elektroforézy po restrikci. LD¢kadder, Z2 je pER10::ZmCKX2
Stpen enzymem Bsalpo kterém fi spravném zabudovani genwlgn vzniknout 3 Stpy

o velikostech 5 386 bp, 4 623 bp a 3 743\ymrky 1-6 jsou vzorky pER10::AtCKX2 &teny
enzymem Bsal (1-3)po kterém maly vzniknout Sépy o velikostech 5000 bp, 4 623 bp
a 3 552 bm enzymem Clal (4-6po kterém naly vzniknout Sépy velké 8 797 bp a 4 381 bp.
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ZmCKX5-Xhol

1% TopVelr® LE G Agarces (FR04%1)

Obr. 25 Gel z agar6zové elektroforézy po restikn Sepeni 5 vzork ZmCKX5 Od kazdého
vzorku bylacast Stpena enzymem Ascl a drulidst byla 3tpena enzymem Xhol.iPopainém
vloZeni transgenu vznikly &y po misobeni Ascl 163 bp a 797 bp po Xhol (3 pfedni vzorky).
Pri spravném vlozeni transgenu vzniklg@t o velikostech po Ascl 1 660 bp a po Xhol 1 100 bp

(oba krajni vzorky). LD znd ladder.

Dale bylo &€mito plasmidy transformovanagrobacteriuma pges kdenovy systém
Arabidopsismélo dojit k transformaci rostliny. Tento typ transformace vSak nésgiSny,
protoZe ani fi tietim pokusu nedoSlo k dost&éwému vymytiAgrobacteriaa misky, kde
meél rast kalus, bylyAgrobacterienplné pokryty. Restoze nadkolika miskach bylo mozné
spatit zelend mista tudciho se kalusu (Obr. 26), tak i tyto misky byly kontaminovany

Agrobacteriema zadna transgenni rostlina z nich nevzesla.

Obr. 26 Kdeny Arabidopsis thaliangpo transformaci pomodhgrobacteriana seleknim médiu
(MS médium, 1AA, iP, karbenicilin, kanamycin). Na fotkach jsou ¢engcasti kaeni, ze kterych
zatinaly vznikat nadzemriiasti rostlin.
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5 DISKUSE

Inducibilni expresni systémy hraji velkou rofi gjiStovani a ovliviovani funkci éiznych
geni. V této diplomové préaci byla zkoumana funkce expresniho systému XVHelpod
kontrolou byly doArabidopsis thalianavlozeny 3 genyAmCKX2 ZmCKX5a AtCKX2.
Pro aktivaci systému byl pouzivan estradiol o koncentraci 20 uM, ay$akle i zjif¥ovan
rozdil v sile rostlinné odp@di v zavislosti na koncentraci induktoru v ré#,1 — 20 uM.

Mira exprese genkontrolovanych XVE systémem byla studovana jiivel Zuoet
al. (2000) studovali expresi genu pro GFP, ktery byl vioZzeny pod kontrolu Xgtemau
v Arabidopsis thaliana Indukce genu byla provedena 16Hlispbenim estradiolu o
koncentraci 0,0016 — 100 puM a intenzita rostlinné odgiobyla stanovena na arovni
MRNA pomoci tzv. northern blotu. Maximalni odgdvbyla detekovanaipkoncentraci
5 uM a prvni signal byl detekovan jiti froncentraci 8 nM. Zuet al. (2000) také sledovali
vliv doby pisobeni induktoru na expresi GFP. Indukce 2uM induktorem probihala 0 — 96 h;
maximalni odpo¥d’ byla detekovana jiz po 24h (Zeb al, 2000).

Tyto vysledky vSak nejsou shodné s poznatky ziskanymi v této praciydSejv
odezva byla detekovandi pnaximalni pouzité koncetraci induktoru, tedy 20 uM. Mozné
v3ak je, Ze aniiptéto koncentraci nedoslo k plné aktivaci systému a po zvySeni koncentace
by byl detekovan dalSi ni#st miry exprese. Zajimaveé je, Ze na urovni RNA, tedy pomoci
gPCR, byla prvni odezva systému detekovana az u pouzité koncetraceQpgo¥l.tomu
narst v aktivie proteinu byl detekovan jiz u vzarkoSetenych 0,1 uM estradiolem.
Logicky by se vSak dalipdpokladat vysledek opay, vzhledem k tomu, Ze musi byt
nejprve zvysena exprese genu, aby mohla byt zaznamenana vySSi aktigitauprot

Pro stanoveni aktivity proteinu jeuldzité gedem odhadnout spravné mnozstvi
proteinového extaktu. Hodnoty absorbanci liyngieni aktivity proteinu nesty byt vyssi
nez 1, coz se vifpact pouziti induktoru o vysSi koncentraci (10 uM a 20 uM) neplada
Z tohoto divodu jsou udaje ziskané pihto indukcich pouze oriertai, bohuzel vsak jiz
nebylc¢as tato miteni zopakovat s menSim mnozstvim proteinového extrakiolifebyla
testovana rozdilna dobaigpbeni estradiolu, na zaktagysledki Zuo et al. (2000) Ize
predpokladat, Ze 32h indukce byla dostagepro ziskani piné odpé&di.

Dale Torneroet al. (2002) vArabidopsis thalianadetekovali vloZzeny gen pro
rezistenci k bakterii, kde nejvyssi signal byl zaznamenan po induld¥l kstradiolem a

prvni signédl po indukci 50nM estradiolem metodou qPCR (Tornero et al., 2002).
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Schlickinget al. (2013) uNicotiana benthamianaetekovali minimalni signal transgenu
GFP az p koncentraci estradiolu 1 uM a maximalni signalg® uM, avSak analyzy byly
vyhodnoceny pomoci fluoresagriho mikroskopu, ktery je v porovnani s g°PCR #én
citivou metodou. Podokinnevyhovujici se zda byt i vyhodnoceni pomoci western blotu,
kde byl signal zachycen az u vzérkdukovanych 50uM estradiolem.

Rozdily namtenych maximalnich a minimalnich koncentraci bylyisgbeny tedy
pouzitim Kiznych zmsohi detekci, dlezitou roli také hraje studovany transgen a odliSnost
expresnich systéim Idealni koncentraci estradiolu pro aktivaci systému XVE je tedgé
zjistit pro kazdy gen zvl@Xostaténé citlivou metodou.

Ucinnost XVE systému, v zavislosti na tom, jaky studovany gen obsahuije téty
praci viditelny i v dalSich experimentech.

Rostliny se zabudovanym transgengmCKX5byly odliSné od ostatnich rostlin jiz
pii rastu na selednim médiu, coz bylo projeveno v ramci fenotypu pomalejSistem
a rozvtvengjSim kaenovym systémem. Tento jev poukazoval na snizené mnozstvi
cytokinina v rostline (tzv. cytokinin-deficientni fenotyp) a tedy zvySenou aktivitu
degradaniho enzymu CKX (Frébortovét al, 2010). Také Niemanat al. (2015) uvedli,

Ze i zvySené tvorb enzymu CKX se rostlina vyviji mnohem pomaleji (Niemaatral,
2015). Subcelularni lokalizace ZmCKX5 je predikovana do vakuol na zékigdalniho
peptidu (Zalabalet al, 2014). Vliv zvySené aktivity AtCKX1 a AtCKX3 lokalizovanych
ve vakuole na rostlinny fenotyp byl popsan jiz vroce 2003 tymem prof. Schgaull
(Werneret al, 2003).

Aktivita CKX byla zjiStna 2x vySSi i u kontrolnich rostlidmCKX5 (kontrola,
DMSO) v porovnani s WT rostlinami. ZvySeni expreamCKX5i u neindukovanych
vzorka byla potvrzena i na urovni RNA (20x vySSi genova expré@seWT rostlinam). Na
zaklad fenotypoveho projevu a naenych dat Ize usuzovat, Ze tiga ZmCKX5nebyl
XVE systém dostate¢ specificky a dochazelo k bazélni expresi CKX i v inaktivovaném
stavu. Zajimavé bylo, ZeigstoZe byla u rostlin sémCKX5 po indukci estradiolem
nantiena nejvyssi aktivita ze vSech transgennich rostlin, tak po qRCHiden naopak
nejmensi rozdil v expresi trangenu. Tento jefzenbyt zgisobeny vysokou aktivitou
samotného proteinu ZmCKX5 ié5toZze po indukci byla aktivita CKX (200x) i exprese
genu (172x) vysSSi, tak pro dany gen byl XVE systém shledan spiwdny kvali

samovolné expresi genu nezavisle na induktoru.
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U rostlin obsahujickmCKX2odhalila gqPCR 680x zvySenou expresi g&muCKX2
oproti kontroldm, avSak specificka aktivita CKX byla zvySena pounedizteld (5x).
Jednou z variant je malé zastoupeni ZmCKX2 v proteinovém extraktu, daifiosti je
nevhod@ nastavena reakce (elektronovy akceptor, substrat). Je mozné,piaein
ZmCKX2 je sam o sabmér aktivni, gipadré Ze dochazi k chybv zawrecném skladani
proteinu.

Nejvhodrgji se systéem XVE jevil u gentAtCKX2 kde ged indukci nebyla
zaznamenana tefh zadna zvySena aktivita CKX stéjrjako u kontrolnich rostlin a
ani nebyla zvySena genova exprese, zatimco po hormonalni iniciacalliivita proteinu
80x zvySena a exprese transgenu byla 1254x zvySena oproti kontrolnim rostlinam.

Pritomnost transgennich protéin ZmCKX2 byla také zkoumana pomoci
imunodetekce po western blottingu. | kdyZz na vyvolaném filmu po imunodebgkci
zretelny band velikostn odpovidajici hledanému proteinu, tak zde bylogtvidspoustu
nespecifickych band Nebylo proto mozné s jistotou dity zda se pod#do zachytit
opravdu pray protein ZmCKX2. LepSi detekce by mohla byt pomoci d@jliv metody
northern blot (Josefsen a Nielsen, 2011) nebo také po indukci vysSi koncestragdiolu,
protoZe nap jiz zmireni Schliickinget al. (2013) detekovali signdl pomoci western blotu
az po indukci 50uM estradiolem.

Pro transformaciArabidopsis thalianabyly v této praci vyzkouSeny dvmetody:
Lfloral dip* a transformace ifgs kdenovy systém rostliny. Po prvni transformaci metodou
Jfloral dip“ nezataly rnist na seleénim médiu Zadné transgenni rostliny. Z tohotwadiu
vznikla dongénka, Ze by systém XVE mohl byt aktivni v rostlinach nezavisle na imdukc
Nasledw byl tedy do dstového médiafidavan inhibitor INCYDE oizné koncentraci,
ktery pisobi jako ¢inidlo branici degradaci cytokinin (Aremu et al, 2014), takze
podporuje @ist nadzemnicasti rostlin. Tato aplikace neta Zadny dinek na rostliny,

z toho divodu byly aplikovany do ustového média zaroies timto inhibitorem i
cytokininy BAP, které rily také podpéit rast (Kieber a Schaller, 2014). Ani tato aplikace
vSak rostlinam kirstu nepomohla a Zzadna transgenni rostlina nevyrostla. Vzhledem k tomu,
Ze dalSi transformace stejnou metodou i se stejnym konstruktekhlaralsgsne a byly

z ni ziskany transgenni rostliny, ta prvni transformaci pravghodobré doslo k chy® pri
prenosu transgenu do rostliny.
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Druh& vyzkouSena transfortird metoda, ktera je zaloZzena na kokultivactekd
Arabidopsis thalianas transformovanynfAgrobacteriem tumefaciendy nela byt mér
c¢aso¥ nara@na a méa pracna (Zuoet al, 2006). V této metad je dilezité zvlask
zawrecné promyvani kieni od Agrobacteria.Prestoze Zucet al. (2006) uspsre pouZzili
pro vymyti Agrobacteriaantibiotikum carbenicilin o koncentraci 100 my-tak v této
diplomové praci nebyla dostated ani koncentrace 150 mdg-Icarbenicilinu, kdy
i po dikladném promyvani transformovanychi&ni byly koreny dale kontaminovany
AgrobacteriemTransformace rostlin druhou metodou anii@ditn pokusu Usfna nebyla.

PrestoZze druhou metodou byéla vyrist transgenni rostlina v kratSigasovém
useku, tak dle mého nazoru je tato metoda g@dicn(priprava vice druln médii,

promyvani) a vysledek v zavislosti na promyvani vice nejisty oproti igfiodal dip®.
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6 ZAVER

V ramci této diplomové prace byly Gspe transformovany rostlinirabidopsis thaliana
metodou ,floral dip“. Diky transformaci byla do rostlin zabudovana satereplasmidu
PER8 s expresnim systémem XVE obsahujici gen kodujici protein ZmCEXREZKX5
nebo AtCKX2. Dle vysledk stanoveni aktivity CKX a v porovnani genovych expresi bylo
Zjisténo, Ze tento inducibilni systém funguje spolehiiveakci na 1B-estradiol.

Dale byly do plasmitl pER10 vloZzeny genymCKX2 ZmCKX5a AtCKX2 Témito
plasmidy pak byla transformovana bakteBscherichia colia néasled& Agrobacterium
tumefaciens jehoz pomoci rlo dojit k transformaci Arabidopsis thaliana Tato
transformace byla vyzkouSena metodou kokultivacéero rostlin s bakterii, ktera
ani po tetim pokusu usfna nebyla, ziovodu kontaminaceAgrobacteriem | pres tuto
neusgSnou transformaci byly alespaziskdny zasobni kultunAgrobacteriaa E. coli
obsahujici pER10::ZmCKX5, pER10::ZmCKX2 nebo pER10::AtCKX2, které budou moci

byt vyuZzity v nasledujicich pracich.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

ACEI kvasnicovy transkrigni faktor aktivujici expresi zavislou naédnych

iontech (activating copper-metallothionein expression 1)

AD aktivatni doména

AHK2 cytokininovy receptoArabidopsis

AHKS3 cytokininovy receptoArabidopsis

AHP Arabidopsis fosfotransferasa obsahujici histidin

AlcA alkoholem regulovany promotor

AlcR alkoholem regulovany transkéipi faktor

APS peroxodisiran amonny (ammonium persulfate)

BAP cytokinin 6-benzylaminopurin

BMV mozaikovy bromo virus (brome mosaic virus)

BSV pruhovany australsky virus bananu (australian banana streak virus)
BTH benzothiadiazole

Camv mozaikovy virus k¥taku (cauliflower mosaic virus)
CKX cytokinindehydrogenasa

Cor39 chladem inducibilni promotor pSenice

CRE1 cytokininovy receptdkrabidopsis

CsvVMV mozaikovy virus kasavy (cassava vein mosaic virus)
DBD DNA vazebnd doména (DNA binding domain)

DCPIP dichlorfenolindofenol

DEX dexametason

DMSO dimetylsulfoxid

EcR ekdysonovy receptor (ecdysone receptor)

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

ER estrogenni receptor

FAD flavinadenindinukleotid

FMV mozaikovy virus kriiniku (figwort mosaic virus)

GAL4 kvasinkovy transkrigni faktor zeSacharomyces cerevisiae
GFP zeleny fluoresceéni protein (green fluorescent protein)
GR glukokortikoidni receptor

GUS B-glukuronidasa
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GVE
GVG
Hvhspl7
IAA
INCYDE

iP

IPT
LBD
LhGAL4

m35S
MMV
Mpi

pAF
PMSF
PR

RQ

SDS
TaDREB3
TCA
TEMED
tet

TetR
TFIIAZIf

TGV
Topl0
tTA
UAS

VP16

chimericky protein obsahujici GAL4 DBD, VP16 A ER LBD

chimericky protein obsahujici GAL4 DBD, VP16 AD a GR LBD

heat shock protein o velikosti 17 kDa

indol-3-octova kyselina

inhibitor cytokininové degradace (inhibitor of cytokinine degradgtio
2-chloro-6-(3-methoxyphenyl)aminopurine)

dimethylallylaminopurine (isopentenyladenin)

isopentenyltransferasa

ligand vazebna doména (ligand-binding domain)

fuzni protein tvéeny z mutantniho Lac represoru vazaného na operator a AD
pro GAL4 zeSacharomyces cerevisiae

minimalni promotor 35S

mozaikovy virus nocenky (mirabilis mosaic virus)

kukuri¢ény inhibitor proteas (maize proteasa inhibitor)

para-aminofenol

fenylmetansulfonylfluorid

proteiny uvaiované po napadeni patogenem (pathogen-related)

relativni kvantifikace

dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)

protein exprimovany za sucha (drought-responsive element binding)protein
kyselina trichloroctova

tetrametyletylendiamin

tetracyklin

tetracyklinovy represor
fuzni protein tvaeny c¢tyimi zinkovymi  prsty TFIIIA propojenych
prostednictvim tech zinkovych prst Zif265

chimericky protein obsahujici TetR, GR LBD, a VP16 AD
tetracyklinem-inaktivovany promotor
tetracyklinovy transkripni aktivator

aktiva&ni sekvence umigta nad genem z4mu (upstream activation
sequence)

lidsky protein herpes viru o velikosti 16 kDa
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WRKY71
WT

XVE

ZBS
ZF-VP16

ZF-VP64

chladem inducibilni promotor ryze

netransformovana kontrolni rostlina

chimericky protein obsahujici LexA DBD, VP16 AD a ER LBD

vazebna doména zinkoveého prstu (zinc finger binding site)

transkripni aktivator, vznikly fazi TFIIIAZIif s aktivéni doménou z herpes
simplex viru VP16

transkripni aktivator, vznikly fazi TFIIIAZif s aktivani doménou z herpes

simplex viru tetramerem VP64
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9 PRILOHY

Tab. 4 Hodnoty nattenééi vypogitané po indukci | z reakce stanoveni aktivity prate@ikX. Cerveré vyznaseny jsou hodnoty, které do kameho
vysledku nebyly zahrnuty. Cely pokus byl proveden ve 2 opakovanich, samotné stanawdainglesu aktivity proteinbylo provedeno v triplikatech.

Vzorek Koncentrace Absorbance Absorbance  Absorbance Objem Aktivita Specificka aktivita
(ng-ml?) 352nm 500nm (352-500) extraktu (pl) (pkat) (pkat-mg™?)
WT kontrola 0,0199 -0,0105 0,0304 20,0 4,364 2,100
WT kontrola 2078,20 0,0235 -0,0065 0,0301 20,0 4,317 2,077
WT kontrola 0,0239 -0,0029 0,0268 20,0 3,855 1,855
WT kontrola 0,0195 0,0006 0,0189 40,0 1,356 0,851
WT kontrola 1592,85 0,0212 0,0021 0,0191 40,0 1,371 0,861
WT kontrola 0,0231 0,0017 0,0214 40,0 1,534 0,963
WT DMSO 0,0228 -0,0122 0,0350 20,0 5,025 2,838
WT DMSO 1770,65 0,0204 -0,0143 0,0346 20,0 4,975 2,810
WT DMSO 0,0260 -0,0164 0,0424 20,0 6,091 3,440
WT DMSO 0,0103 -0,0080 0,0183 40,0 1,310 0,791
WT DMSO 1656,35 0,0121 -0,0097 0,0218 40,0 1,564 0,944
WT DMSO 0,0138 -0,0104 0,0242 40,0 1,737 1,049
WT Estradiol 0,0203 -0,0079 0,0282 20,0 4,046 1,774
WT Estradiol 2281,20 0,0200 -0,0071 0,0271 20,0 3,896 1,708
WT Estradiol 0,0222 -0,0070 0,0292 20,0 4,186 1,835
WT Estradiol 0,0233 0,0059 0,0174 40,0 1,247 0,562
WT Estradiol 2218,60 0,0302 0,0055 0,0247 40,0 1,771 0,798
WT Estradiol 0,0322 0,0130 0,0192 40,0 1,379 0,621
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Vzorek Koncentrace Absorbance Absorbance Absorbance Objem Aktivita Specificka aktivita
(ng-ml?) 352nm 500nm (352-500) extraktu (pul) (pkat) (pkat-mg?)
ZmCKX2 kontrola 0,0176 -0,0121 0,0297 20,0 4,265 2,015
ZmCKX2 kontrola 2116,80 0,0223 -0,0125 0,0348 20,0 4,994 2,359
ZmCKX2 kontrola 0,0244 -0,0121 0,0365 20,0 5,242 2,477
ZmCKX2 kontrola 0,0190 0,0003 0,0187 40,0 1,344 0,715
ZmCKX2 kontrola 1880,05 0,0186 0,0001 0,0186 40,0 1,332 0,709
ZmCKX2 kontrola 0,0096 0,0062 0,0034 40,0 0,241 0,128
ZmCKX2 DMSO 0,0242 -0,0140 0,0382 20,0 5,487 2,853
ZmCKX2 DMSO 1923,30 0,0208 -0,0107 0,0315 20,0 4,526 2,353
ZmCKX2 DMSO 0,0275 -0,0118 0,0393 20,0 5,642 2,934
ZmCKX2 DMSO 0,0192 -0,0002 0,0195 40,0 1,398 0,699
ZmCKX2 DMSO 1999,60 0,0291 -0,0010 0,0301 40,0 2,160 1,080
ZmCKX2 DMSO 0,0200 0,0000 0,0200 40,0 1,437 0,718
ZmCKX2 Estradiol 0,0507 -0,0184 0,0690 20,0 9,910 5,890
ZmCKX2 Estradiol 1682,50 0,0522 -0,0172 0,0694 20,0 9,972 5,927
ZmCKX2 Estradiol 0,0521 -0,0129 0,0650 20,0 9,332 5,547
ZmCKX2 Estradiol 0,0859 -0,0099 0,0958 40,0 6,876 4,473
ZmCKX2 Estradiol 1537,30 0,0990 -0,0070 0,1061 40,0 7,614 4,953
ZmCKX2 Estradiol 0,1118 -0,0011 0,1129 40,0 8,104 5,272
ZmCKX5 kontrola 0,0585 -0,0006 0,0590 40,0 4,239 3,708
ZmCKX5 kontrola 1143,30 0,0569 0,0007 0,0562 40,0 4,036 3,530
ZmCKX5 kontrola 0,0572 -0,0005 0,0577 40,0 4,146 3,626
ZmCKX5 DMSO 0,0590 -0,0033 0,0623 40,0 4,473 4,020
ZmCKX5 DMSO 1112,60 0,0629 0,0002 0,0627 40,0 4,502 4,047
ZmCKX5 DMSO 0,0598 -0,0035 0,0633 40,0 4,548 4,088
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Koncentrace Absorbance Absorbance  Absorbance Objem Aktivita Specificka aktivita

Vzorek (ng-ml?) 352nm 500nm (352-500) extraktu (pl) (pkat) (pkat-mg™?)
ZmCKX5 Estradiol 0,7441 -0,0462 0,7903 40,0 56,738 53,577
ZmCKX5 Estradiol 1059,00 0,7638 -0,0438 0,8076 40,0 57,981 54,750
ZmCKX5 Estradiol 0,7726 -0,0442 0,8167 40,0 58,635 55,369
AtCKX2 kontrola 0,0176 -0,0043 0,0219 20,0 3,150 1,555
AtCKX2 kontrola 2026,35 0,0169 -0,0026 0,0196 20,0 2,810 1,387
AtCKX2 kontrola 0,0187 -0,0094 0,0282 20,0 4,043 1,995
AtCKX2 kontrola 0,0157 0,0042 0,0115 40,0 0,825 0,512
AtCKX2 kontrola 1611,95 0,0158 0,0038 0,0120 40,0 0,861 0,534
AtCKX2 kontrola 0,0111 -0,0007 0,0118 40,0 0,850 0,527
AtCKX2 DMSO 0,0306 -0,0164 0,0470 20,0 6,751 3,543
AtCKX2 DMSO 1905,45 0,0242 -0,0097 0,0340 20,0 4,876 2,559
AtCKX2 DMSO 0,0287 -0,0086 0,0373 20,0 5,357 2,811
AtCKX2 DMSO 0,0229 0,0050 0,0179 40,0 1,285 0,732
AtCKX2 DMSO 1755,10 0,0191 0,0026 0,0164 40,0 1,180 0,673
AtCKX2 DMSO 0,0213 0,0034 0,0179 40,0 1,285 0,732
AtCKX2 Estradiol 0,2253 -0,0109 0,2362 20,0 33,915 18,449
AtCKX2 Estradiol 1838,35 0,2269 -0,0088 0,2356 20,0 33,834 18,404
AtCKX2 Estradiol 0,2286 -0,0119 0,2405 20,0 34,526 18,781
AtCKX2 Estradiol 0,3756 0,0014 0,3742 40,0 26,865 16,388
AtCKX2 Estradiol 1639,30 0,3819 0,0042 0,3777 40,0 27,116 16,541
AtCKX2 Estradiol 0,3877 0,0073 0,3805 40,0 27,315 16,662
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Tab. 5 Hodnoty na#tenégi vypocitané po indukci Il z reakce stanoveni aktivity praie@KX. Cerveré vyznaseny jsou hodnoty, které do kameho
vysledku nebyly zahrnuty. 8eni byla provedena min. ve 3 nezavislych opakovanich, aktivity jednotlivyeckiMayly stanoveny v triplikatech.

Koncentrace Absorbance Absorbance  Absorbance Objem Aktivita Specificka aktivita
Vzorek (ng-ml?) 352nm 500nm (352-500) extraktu (pl) (pkat) (pkat-mg-1)
WT kontrola 0,0152 -0,0012 0,0165 40,0 1,183 0,621
WT kontrola 1906,10 0,0148 -0,0018 0,0166 40,0 1,190 0,624
WT kontrola 0,0150 -0,0003 0,0153 40,0 1,101 0,578
WT kontrola 0,0136 -0,0020 0,0156 20,0 2,236 1,258
WT kontrola 1777,50 0,0138 -0,0007 0,0145 20,0 2,082 1,171
WT kontrola 0,0135 0,0045 0,0090 20,0 1,296 0,729
WT kontrola 0,0137 -0,0048 0,0185 5,0 1,063 5,670
WT kontrola 1874,90 0,0120 -0,0036 0,0156 5,0 0,896 4,778
WT kontrola 0,0199 0,0000 0,0199 5,0 1,141 6,086
WT DMSO 0,0117 -0,0038 0,0155 40,0 1,113 0,719
WT DMSO 1549,40 0,0145 -0,0055 0,0200 40,0 1,435 0,926
WT DMSO 0,0156 -0,0051 0,0207 40,0 1,483 0,957
WT DMSO 0,0096 -0,0023 0,0119 40,0 0,857 0,550
WT DMSO 1558,80 0,0089 -0,0026 0,0115 40,0 0,827 0,530
WT DMSO 0,0095 -0,0042 0,0137 40,0 0,987 0,633
WT DMSO 0,0121 0,0019 0,0102 5,0 5,839 3,891
WT DMSO 1500,75 0,0135 -0,0002 0,0137 5,0 7,855 5,234
WT DMSO 0,0126 -0,0003 0,0129 5,0 7,381 4,918
WT Estradiol 0,0070 -0,0162 0,0232 40,0 1,666 0,972
WT Estradiol 1714,00 0,0055 -0,0208 0,0262 40,0 1,884 1,099
WT Estradiol 0,0059 -0,0203 0,0262 40,0 1,880 1,097
WT Estradiol 0,0208 0,0010 0,0198 20,0 2,845 1,690
WT Estradiol 1683,65 0,0096 -0,0088 0,0184 20,0 2,638 1,567
WT Estradiol 0,0118 -0,0088 0,0206 20,0 2,960 1,758
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Vzorek Koncentrace Absorbance Absorbance Absorbance Objem Aktivita Specificka aktivita
(ng-ml?) 352nm 500nm (352-500) extraktu (ul) (pkat) (pkat-mg™)
WT Estradiol 0,0063 -0,0035 0,0097 5,0 5,598 3,505
WT Estradiol 1597,10 0,0079 -0,0059 0,0138 5,0 7,923 4,961
WT Estradiol 0,0086 -0,0081 0,0168 5,0 9,621 6,024
ZmCKX2 kontrola 0,0184 0,0019 0,0165 40,0 1,184 0,566
ZmCKX2 kontrola 2092,70 0,0170 0,0034 0,0136 40,0 0,980 0,468
ZmCKX2 kontrola 0,0176 0,0027 0,0149 40,0 1,069 0,511
ZmCKX2 kontrola 0,0143 0,0018 0,0124 20,0 1,786 0,868
ZmCKX2 kontrola 2057,50 0,0148 0,0036 0,0111 20,0 1,596 0,776
ZmCKX2 kontrola 0,0177 0,0045 0,0132 20,0 1,897 0,922
ZmCKX2 kontrola 0,0092 -0,0021 0,0113 5,0 6,481 3,205
ZmCKX2 kontrola 2022,15 0,0087 -0,0012 0,0099 5,0 5,695 2,816
ZmCKX2 kontrola 0,0090 -0,0008 0,0098 5,0 5,602 2,770
ZmCKX2 kontrola 0,0192 -0,0011 0,0203 45,0 1,294 0,640
ZmCKX2 kontrola 2022,15 0,0152 -0,0033 0,0186 45,0 1,185 0,586
ZmCKX2 kontrola 0,0080 0,0013 0,0067 45,0 0,429 0,212
ZmCKX2 DMSO 0,0135 0,0035 0,0101 40,0 0,722 0,397
ZmCKX2 DMSO 1816,30 0,0141 0,0023 0,0118 40,0 0,851 0,468
ZmCKX2 DMSO 0,0178 0,0046 0,0132 40,0 0,945 0,520
ZmCKX2 DMSO 0,0115 0,0014 0,0101 20,0 1,446 0,818
ZmCKX2 DMSO 1768,35 0,0116 0,0009 0,0107 20,0 1,530 0,865
ZmCKX2 DMSO 0,0073 0,0041 0,0032 20,0 0,466 0,264
ZmCKX2 DMSO 0,0119 0,0043 0,0076 5,0 4,372 2,681
ZmCKX2 DMSO 1630,80 0,0111 0,0003 0,0108 5,0 6,210 3,808
ZmCKX2 DMSO 0,0114 0,0000 0,0114 5,0 6,569 4,028
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Vzorek Koncentrace Absorbance Absorbance  Absorbance Objem Aktivita Specificka aktivita
(ng-ml?) 352nm 500nm (352-500) extraktu (pl) (pkat) (pkat-mg™)
ZmCKX2 DMSO 0,0171 0,0003 0,0168 45,0 1,074 0,659
ZmCKX2 DMSO 1630,80 0,0162 0,0007 0,0155 45,0 0,987 0,605
ZmCKX2 DMSO 0,0197 0,0031 0,0166 45,0 1,060 0,650
ZmCKX2 Estradiol 0,0184 0,0040 0,0145 40,0 1,038 0,583
ZmCKX2 Estradiol 1781,35 0,0195 0,0047 0,0148 40,0 1,066 0,598
ZmCKX2 Estradiol 0,0183 0,0044 0,0139 40,0 0,998 0,560
ZmCKX2 Estradiol 0,0212 0,0056 0,0156 20,0 2,246 1,265
ZmCKX2 Estradiol 1775,35 0,0222 0,0091 0,0131 20,0 1,878 1,058
ZmCKX2 Estradiol 0,0199 0,0046 0,0153 20,0 2,192 1,235
ZmCKX2 Estradiol 0,0099 0,0029 0,0070 5,0 4,023 2,409
ZmCKX2 Estradiol 1670,45 0,0105 0,0029 0,0076 5,0 4,387 2,626
ZmCKX2 Estradiol 0,0129 0,0025 0,0103 5,0 5,937 3,554
ZmCKX2 Estradiol 0,0184 -0,0014 0,0198 45,0 1,265 0,757
ZmCKX2 Estradiol 1670,45 0,0225 0,0036 0,0189 45,0 1,207 0,723
ZmCKX2 Estradiol 0,2596 0,0051 0,2545 45,0 16,241 9,722
ZmCKX5 kontrola 0,1053 -0,0019 0,1072 40,0 7,699 5,931
ZmCKX5 kontrola 1298,05 0,0951 0,0005 0,0946 40,0 6,794 5,234
ZmCKX5 kontrola 0,1007 0,0009 0,0999 40,0 7,170 5,524
ZmCKX5 kontrola 0,0685 0,0034 0,0651 20,0 9,342 7,290
ZmCKX5 kontrola 1281,35 0,0727 0,0070 0,0656 20,0 9,425 7,356
ZmCKX5 kontrola 0,0642 0,0070 0,0572 20,0 8,213 6,409
ZmCKX5 kontrola 0,0157 -0,0021 0,0178 5,0 10,222 8,213
ZmCKX5 kontrola 1244,65 0,0173 0,0006 0,0166 5,0 9,561 7,681
ZmCKX5 kontrola 0,0179 0,0004 0,0174 5,0 10,009 8,042
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Vzorek Koncentrace Absorbance Absorbance Absorbance Objem Aktivita Specificka aktivita
(ng-ml?) 352nm 500nm (352-500) extraktu (pul) (pkat) (pkat-mg?)
ZmCKX5 DMSO 0,0680 0,0018 0,0663 40,0 4,756 4,579
ZmCKX5 DMSO 1038,80 0,0868 0,0064 0,0804 40,0 5,776 5,560
ZmCKX5 DMSO 0,0754 0,0009 0,0745 40,0 5,348 5,149
ZmCKX5 DMSO 0,0456 0,0035 0,0422 20,0 6,053 5,352
ZmCKX5 DMSO 1131,05 0,0400 0,0021 0,0380 20,0 5,453 4,821
ZmCKX5 DMSO 0,0481 0,0038 0,0443 20,0 6,359 5,622
ZmCKX5 DMSO 0,0191 0,0000 0,0191 5,0 10,954 10,535
ZmCKX5 DMSO 1039,80 0,0231 0,0015 0,0216 5,0 12,388 11,914
ZmCKX5 DMSO 0,0225 -0,0004 0,0228 5,0 13,121 12,618
ZmCKX5 Estradiol 0,9737 -0,0050 0,9788 40,0 70,269 51,583
ZmCKX5 Estradiol 1362,25 0,9953 -0,0031 0,9984 40,0 71,679 52,618
ZmCKX5 Estradiol 0,9813 -0,0086 0,9898 40,0 71,065 52,167
ZmCKX5 Estradiol 1,2338 0,0004 1,2334 20,0 177,105 136,555
ZmCKX5 Estradiol 1296,95 1,2420 0,0031 1,2389 20,0 177,891 137,161
ZmCKX5 Estradiol 1,2411 0,0020 1,2391 20,0 177,918 137,182
ZmCKX5 Estradiol 0,4659 0,0056 0,4604 5,0 264,423 200,298
ZmCKX5 Estradiol 1320,15 0,4653 0,0031 0,4622 5,0 265,465 201,087
ZmCKX5 Estradiol 0,4629 0,0026 0,4603 5,0 264,371 200,258
AtCKX2 kontrola 0,0216 0,0091 0,0126 40,0 0,901 0,560
AtCKX2 kontrola 1608,55 0,0228 0,0100 0,0128 40,0 0,918 0,570
AtCKX2 kontrola 0,0337 -0,0474 0,0811 40,0 5,823 3,620
AtCKX2 kontrola 0,0300 0,0082 0,0218 20,0 3,124 1,860
AtCKX2 kontrola 1679,55 0,0302 0,0090 0,0213 20,0 3,053 1,818
AtCKX2 kontrola 0,0237 0,0048 0,0188 20,0 2,704 1,610
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Koncentrace Absorbance Absorbance  Absorbance Objem Aktivita Specificka aktivita

Vzorek (ng-ml?) 352nm 500nm (352-500) extraktu (pl) (pkat) (pkat-mg™?)
AtCKX2 kontrola 0,0150 0,0060 0,0090 5,0 5,141 3,411
AtCKX2 kontrola 1507,10 0,0116 0,0050 0,0065 5,0 3,737 2,479
AtCKX2 kontrola 0,0130 0,0085 0,0045 5,0 2,596 1,723
AtCKX2 DMSO 0,0204 -0,0015 0,0218 40,0 1,568 0,880
AtCKX2 DMSO 1781,85 0,0164 -0,0117 0,0281 40,0 2,018 1,133
AtCKX2 DMSO 0,0235 0,0025 0,0210 40,0 1,505 0,845
AtCKX2 DMSO 0,0226 0,0067 0,0159 20,0 2,287 1,327
AtCKX2 DMSO 1724,25 0,0185 0,0043 0,0142 20,0 2,036 1,181
AtCKX2 DMSO 0,0169 0,0003 0,0166 20,0 2,382 1,382
AtCKX2 DMSO 0,0105 0,0084 0,0021 5,0 1,197 0,700
AtCKX2 DMSO 1710,70 0,0131 0,0073 0,0058 5,0 3,303 1,931
AtCKX2 DMSO 0,0152 0,0061 0,0092 5,0 5,274 3,083
AtCKX2 Estradiol 1,0166 0,0028 1,0138 40,0 72,785 46,412
AtCKX2 Estradiol 1568,25 1,0115 0,0086 1,0029 40,0 72,002 45,912
AtCKX2 Estradiol 1,0449 0,0040 1,0409 40,0 74,730 47,652
AtCKX2 Estradiol 0,9546 -0,0009 0,9555 20,0 137,199 87,404
AtCKX2 Estradiol 1569,70 0,9101 0,0029 0,9073 20,0 130,272 82,992
AtCKX2 Estradiol 0,9253 -0,0013 0,9266 20,0 133,042 84,756
AtCKX2 Estradiol 0,2006 0,0090 0,1915 5,0 110,007 73,005
AtCKX2 Estradiol 1506,85 0,2151 0,0057 0,2094 5,0 120,267 79,814
AtCKX2 Estradiol 0,2115 0,0073 0,2043 5,0 117,322 77,859
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Tab. 6 Hodnoty nagiené ¢i vypocitané po indukci Il z reakce stanoveni aktivity proiel@KX. Méeteni koncentrace protdinbyla provedena
v duplikatech, absorbance v triplikatech. Jako vzorek slouzily rostlimnsgenenitCKX2indukovanéiiznou koncentraci estradictuDMSO.

Vzorek Koncentrace Absorbance Absorbance  Absorbance Objem Aktivita Specificka aktivita
(ng-ml?) 352nm 500nm (352-500) extraktu () (pkat) (pkat-mg™?)
AtCKX2 DMSO 0,1 uM 0,0237 0,0020 0,0217 15 4,156 1,972
AtCKX2 DMSO 0,1 pM 2107,15 0,0240 -0,0010 0,0250 15 4,785 2,271
AtCKX2 DMSO 0,1 uM 0,0246 0,0009 0,0236 15 4,525 2,147
AtCKX2 DMSO 1 pM 0,0147 0,0015 0,0131 15 2,515 1,502
AtCKX2 DMSO 1 uM 1674,35 0,0115 0,0048 0,0067 15 1,283 0,766
AtCKX2 DMSO 1 pM 0,0103 0,0011 0,0092 15 1,753 1,047
AtCKX2 DMSO 10 uM 0,0122 0,0026 0,0096 15 1,841 1,000
AtCKX2 DMSO 10 uM 1840,45 0,0127 0,0033 0,0093 15 1,789 0,972
AtCKX2 DMSO 10 uM 0,0135 0,0018 0,0117 15 2,238 1,216
AtCKX2 DMSO 20 uM 0,0107 0,0020 0,0088 15 1,678 1,071
AtCKX2 DMSO 20 uM 1566,70 0,0119 0,0034 0,0085 15 1,627 1,039
AtCKX2 DMSO 20 uM 0,0114 0,0040 0,0074 15 1,420 0,906
AtCKX2 Estr 0,1 uM 0,0144 -0,0012 0,0156 15 2,983 16,640
AtCKX2 Estr 0,1 uM 1792,70 0,0122 -0,0039 0,0160 15 3,067 17,110
AtCKX2 Estr 0,1 uM 0,0133 -0,0027 0,0160 15 3,068 17,115
AtCKX2 Estr 1 uM 0,1387 -0,0021 0,1408 15 26,954 12,641
AtCKX2 Estr 1 pM 2132,25 0,1327 0,0019 0,1308 15 25,037 11,742
AtCKX2 Estr 1 uM 0,1344 0,0005 0,1339 15 25,627 12,019
AtCKX2 Estr 10 uMm 1,1684 -0,0031 1,1715 15 224,28 107,386
AtCKX2 Estr 10 pM 2088,55 1,1545 -0,0031 1,1576 15 221,624 106,114
AtCKX2 Estr 10 uMm 1,1491 -0,0033 1,1524 15 220,636 105,641
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Vzorek Koncentrace Absorbance Absorbance Absorbance Objem Aktivita Specificka aktivita
(ng-ml?) 352nm 500nm (352-500) extraktu (pl) (pkat) (pkat-mg™?)
AtCKX2 Estr 20 uM 1,4950 -0,0006 1,4956 15 286,338 183,762
AtCKX2 Estr 20 uM 1558,20 1,4926 -0,0022 1,4948 15 286,180 183,661
AtCKX2 Estr 20 uM 1,4903 -0,0009 1,4912 15 285,500 183,224
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