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Abstrakt

Ribonukleové kyseliny hraju ddlezita rolu pri prenose informaécie, ale velké mnozstvo
z nich vykazuje aj regulacné schopnosti. Napriklad v procese alternacie génovej expresie.
Tieto nekodujuce varianty RNA (ncRNA) boli dlho povazované za nadbytocné
a nefunk¢né, alebo neaktivne formy. Dnes je ale zname, ze ncRNA riadia mnozstvo
bunkovych procesov na vysoko Specifickej urovni. NaSa znalost' funkcie ncRNA
v rastlinnom vyvoji je zatial obmedzena, preto sme sa v tejto praci zamerali na
identifikaciu a charakterizaciu novych dlhych ncRNA, regulujucich auxinom riadeny
vyvojovy program rastlin. Jedna sa o rastlinny hormon, ktorého smerovo orientovany
transport z bunky do bunky umoziuje tvorbu koncentraénych gradientov, ktoré su
kI'acové pre Siroku Skalu vyvojovych procesov. Smer auxinového transportu je prevazne
urCeny PIN transportérovymi proteinmi. Subcelularna lokalizacia a koordinacia PINov
jednotlivych buniek je regulovana kindzou CAMEL. A preto novo anotované formy
IncRNA v promotore PIN1 a v3'UTR CAMEL (nami pomenované IncRNA-PINI-1
a IncRNA-CAM) st vyhodnymi kandidatmi na sledovanie potencialnych funkcii IncRNA

v auxinovom transporte.

KTucove slova auxin, CAMEL, IncRNA, PIN, RNA
Pocet stran 58
Pocet priloh 0

Jazyk Slovensky



Bibliographical identification

Author’s first name and Karolina Tur¢iakova
surname
Title of thesis Identification of non-coding RNAs regulating

transport of auxin

Type of thesis Bachelor

Department Laboratory of Growth Regulators
Supervisor Mgr. Jakub Hajny, Ph.D.

The year of presentation 2022

Abstract

Ribonucleic acids play important role in the metabolism of living organisms. A great
amount show regulatory capabilities in the processes of gene expression and alternation.
These non-coding variants of RNA (ncRNA) used to be considered as mere
transcriptional junk as also non-functional and inactive. However today it is known, that
ncRNAs have the ability to control a number of cellular processes at a highly specific
level. Our knowledge of the function of ncRNAs in plant development is still limited, so
in this work, we focused on the identification and characterization of new long ncRNAs
regulating the auxin-driven plant development program. It is a plant hormone whose
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gradients, which are key to a wide range of developmental processes. The direction of
auxin transport is predominantly determined by PIN transporter proteins. The subcellular
localization and coordination of individual cell PINs are regulated by CAMEL kinase.
Therefore, the newly annotated forms of IncRNA in the PIN1 promoter and in the 3'UTR
CAMEL (named IncRNA-PIN1-1 and IncRNA-CAM by us) are preferred candidates for
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CIELE PRACE

- Vypracovanie prehl'adu problematiky na predlozena tému.

- Vyhl'adanie najlepSich kandidatov, zostrojenie konstruktov, naklonovanie
a transformacia do rastlin.

- Stadium vplyvu IncRNA na auxinovy transport.

- Zaznamenanie vysledkov a diskusia.

Ciel'om bakalarskej prace bolo vypracovanie literarneho prehl'adu zameriavajuceho sa na
nekodujuce RNA (ncRNA), ich formy, funkcie a vplyv na organizmus. V neposlednom
rade taktiez vplyv ncRNA na auxinovy transport u rastlin, konkrétne u druhu Arabidopsis
thaliana.

V praktickej Casti sa praca zameriava na rozdielne molekularne metody vyuzivané
v laboratoriu pri klonovani génov a ich naslednej transformécii. Cielom bolo najdenie
formy dlhej nekodujucej RNA (IncRNA) ovplyviiujiice] auxinovy transport. Praca
pozostavala z pripravy promotorovej fuzie pre IncRNA a z naslendej transfomacie do
rastlinnych jedincov druhu Arabidopsis thaliana. Nakoniec boli mikroskopicky
sledované transformované jedince T1 generacie pre otestovanie aktivity promotoru a

lokalizaciu jeho expresie.



1 UVOD

Ribonukleova kyselina, alebo aj RNA je molekula biopolyméru nachadzajuca sa
v bunkach zivych organizmov. Pozostava z ribozy, dusikatej bazy a fosfatu. VSeobecne
je zname, ze existuje vel'a foriem RNA, z ktorych najznamej§imi s mediatorova RNA,
ribozomalna RNA a transférova RNA. Tieto tri najznamejsie varianty RNA sa priamo
podiel’aju na prepise DNA do proteinov.

Okrem uz spomenutych foriem RNA, existuja aj d’alSie typy. Tieto druhy RNA sa
aj s transférovou RNA a ribozoméalnou RNA povazuju za nekodujuce formy. Vel'mi
dolezitymi a dnes uz nastastie neopominanymi formami su aj nekddujuce RNA
(ncRNA), ktoré mo6zu mat’ mnozstvo podob, ale aj funkcii. Dékazom objemnosti tejto
skupiny je aj fakt, ze v zivo€iSnom organizme je prevazujuce mnozstvo DNA
nekodujucej formy, a preto nedochadza k expresii do podoby proteinov. DNA a jej gény
ktoré nemaju protein-kodovaciu schopnost, ale nie vzdy musia byt po procese
transkripcie povazované za nepotrebné a odpadné formy bez akejkol'vek funkcie.
Odhaduje sa, ze velké mnozstvo ncRNA je vyznamné z hl'adiska regulacie organizmu
v procesoch epigenetickej regulacie, regulacie procesov transkripcie, translacie. ncRNA
sa mozu podielat aj na posttranslaénych upravach. Co dava tymto nekodujucim formam
RNA velky potencial. Konkrétne aj formy dlhych nekodujucich RNA (IncRNA) su
variabilné vo svojej funkcii, a to az natol’ko, ze dokazu interagovat aj s rastlinnymi
metabolitmi. Medzi tieto metabolity mdze patrit’ napriklad aj auxin. Vdaka interakcii
medzi auxinom a IncRNA by mohlo dochadzat k modulécii procesov, ktoré by mali
priamy vplyv na smer a spdsob transportu auxinu. Preto sme sa v nasej praci rozhodli
najst nové formy IncRNA, ktoré potencialne reguluju auxinovy transport a tiez sledovat

lokalizaciu ich expresie.



2 LITERARNY PREHLAD

2.1 Rastlinné hormdny

Rastlinné hormony, alebo inak aj fytohormoény, hraju vo vyvoji rastlinného jedinca
dolezitu rolu. Jedna sa o metabolity — prirodzene sa vyskytujice organické zluceniny
s pomerne vysokou aktivitou aj pri nizkych hodnotach koncentracii. V rastlinnom tele
maju zasadné postavenie v procesoch rastu, diferenciacie a reprodukcie (Davies, 2015).
Su produktami sekundarneho metabolizmu a su nepostradatelné pri adaptacii rastlinného
jedinca na externé podmienky Zzivotného prostredia. Delime ich do skupin auxinov,
giberelinov, brazinosteroidov, etylénov ¢i kyseliny abscisovej a po novom aj do skupiny

jasmonatov a strigolaktonov (Dilworth et al., 2017).

2.2 Auxin

Auxiny st prvymi znamymi rastlinnymi hormoénmi. Ich syntéza prebieha prevazne
v meristématickych regionoch stonkového apexu, odkial dochddza kich priamemu
transportu do korefiovej §picky. Dalsim miestom ich produkcie st aj mladé listy &i korene
v §tadiu svojho vyvoja. Do tejto skupiny rastlinnych hormonov su zarad’ ované napriklad
IAA (kyselina indol-3-octovd), PAA (kyselina fenyloctova), IBA (kyselina indol-3-
ylmaslovd) ¢i 4-CI-IAA (4-chlérindol-3-yloctova kyselina) (Sauer et al.,, 2013).
Spomenuté varianty auxinov spadaju do skupiny prirodnych foriem. Pocas dlhorocného
studia tejto rodiny rastlinnych horménov sa podarilo ziskat' aj niekolko syntetickych
foriem, medzi ktoré patria napriklad 2,4-D (kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova), NAA
(kyselina 1-naftyloctova) Dicamba (kyselina 3,6-dichlor-2-metoxybenzoova) (Dicamba
Technical Fact Sheet, n.d.), Picloram (4-amino-3,5,6-trichlor-2-pyridinkarboxylova
kyselina) (Dumancas, 2014) a mnoho d’alSich (Synthetic Auxins - Herbicide Symptoms,
n.d.). Pri procese transportu ma auxin unikatnu vlastnost’ byt smerovo orientovany, a tym
vytvarat koncentratné gradienty dolezité pre vyvoj rastliny (Blakeslee et al., 2005).
Medzi zékladné funkcie vplyvu rozlicnych auxinovych koncentracii moézu byt
zarad'ované procesy ako gravitropizmus, fototropizmus, organogenéza a embryogenéza

(Paque & Weijers, 2016)



2.2.1 Transport auxinu a jeho formy

Transport auxinu je zabezpeCovany dvomi cestami. Prvou variantou je transport auxinu
a inych metabolitov pomocou floému. Touto cestou sa zabezpecuje transport velkého
mnozstva auxinov na dlhé vzdialenosti (napriklad z listov do korefiov).

Druhou formou transportu je polarny auxinovy transport (PAT). Ten je mozné
charakterizovat’ ako smerovu distribiiciu auxinu medzi bunkami na zaklade aktivnych
prenaSacov. Tento transport je velmi dolezity z hl'adiska tvorby lokalnych vysokych
koncentracii auxinu, vyznamnych pre procesy ako je diferenciacia pletiv, fototropizmus,
organogenéza, embryogenéza a gravitropizmus (Blakeslee et al., 2005). PAT je zalozeny
na aktivnej a pasivnej zlozke. Pasivna je dana chemoosmotickou hypotézou, ktora opisuje
transport auxinu ako rastlinného hormoénu na zaklade jeho chemickej Struktury. Kyselina
indol-3-octova v mierne kyslom prostredi apoplastu (hodnoty pH = 5) voI'ne difunduje
cez membranu vd’aka svojej protonizovanej forme (IAAH). V prostredi cytozolu, kde sa
hodnoty pH mierne vyssie (pH = 7,5), dochadza k disociacii vodikového protonu zo
Struktiry auxinu, a ten sa v tom pripade stava IAA. Tato forma zabrafiuje molekulam
auxinu podnikat pasivne pradenie z obsahu bunky von. Preto je nasledne potrebna
aktivna zlozka pre jeho d’alsi pohyb. Aktivny transport vyuziva proteinové prenasace,
ktoré su lokalizované v plazmatickej membrane buniek aich presna subcelularna

lokalizacia priamo ovplyviiuje PAT (Adamowski & Friml, 2015).

2.2.2 Auxinové transportéry
Transport auxinu do bunkového priestoru a taktiez smerom von je spravovany
rozdielnymi prenaSacovymi proteinmi. Smerom do vnutra bunky ma na starosti import
AUXINI/LIKE-AUX1 (AUX/LAX) rodina proteinov, ktoré¢ si lokalizované
v plazmatickej membrane (R. Swarup & Bhosale, 2019). V tejto rodine proteinov su
zatial' charakterizované AUX1, LAX1, LAX2, LAX3. Zodpovedaju ¢i uz za riadenie
spravneho vyvoja gravitropizmu u koreniovej sustavy (AUX1), ovplyviiuju tiez vyvoj
lateralnych korefiov (AUX1, LAX3) (K. Swarup et al., 2008). Dokonca napomahaja
vyvoju cievneho systému rastliny (LAX2) (Péret et al., 2012). Patria vSak aj medzi
ddlezité faktory ovplyviiujice skory, ¢ize embryonalny vyvoj rastlinného jedinca v tesnej
a vyraznej spolupraci s PIN proteinmi (Robert et al., 2015).

DalSou skupinou transportérov st aj ¢lenovia rodiny ATP-BINDING CASSETTE

(ABC). Jedna sa vSeobecne o pomerne vel'ku skupinu transportérov podiel'ajucich sa ¢i



uz na procesoch detoxifikacie rastlinného metabolizmu, alebo vykazujacich schopnost
transportu rozmanitych foriem substratov. Medzi transportované metabolicky aktivne
latky patria napriklad tazké kovy, lipidy, katabolity chlorofylu arozli¢né formy
fytohormoénv. Pre samotny transport metabolitov je vyuzivana hydrolyza ATP a systém
transportu nie je zavisly od hodnot koncentratnych gradientov a membranovych
potencialov v bunke (Kretzschmar et al., 2011). Na procese auxinového transportu sa
podiel'aju Clenovia tejto rodiny na exporte rastlinného hormoénu z buniek smerom von.
V tomto transporte je vyraznd prave jedna podskupina, anglicky pomenovana BC-
B/multi-drug resistance/P-glycoprotein (ABCB/MDR/PGP). Jednd sa o podrodinu
s konkrétnymi predstavitelmi ABCB6 a ABCB20, ktoré vykazuji vyznamny prinos
v transporte hormoénu v smere ku korefiom. Ddlezitd je aj ABCB19, schopna transportu
auxinu a jemu prislu§nych derivatov (Jenness et al., 2019).

PIN-Formed proteiny su jednou znajstudovanejSich rodin membranovych
proteinov podielajucich sa na exporte rastlinného hormoénu auxinu smerom von
z bunkového tela. Zo Struktirneho hladiska obsahuji dva hydrofobne regiony
pozostavajuce z alfa-helixovych Struktur, ktoré su spojené hydrofilnou cytoplazmaticky
lokalizovanou slu¢kou (Obrazok 1). V Arabidopsis bolo charakterizovanych niekol'ko
druhov proteinov rodiny PIN. Tieto proteiny sa teda delia do skupin podl'a lokalizacie
adizky hydrofilnej slucky. PINI-7 si najbeznej§ie umiestnené na plazmatickej
membrane buniek v asymetrickom usporiadani (Adamowski & Friml, 2015). Ich
charakteristickym znakom odlignosti je aj vyrazne vacsia dizka hydrofilnej slucky

nachadzajucej sa v centre polypeptidového retazca (Jiang et al., 2017).
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Obrazok 1. Predpokladana struktura proteinov rodiny PIN (prevzaté a upravené podla Krecek et
al., 2009). Zobrazena Struktara sa odvija od predpokladanej formy AfPIN7. Pozicie znacené Zltou
farbou su invariantné v sekvencii pre vSetky PIN proteiny s dlhou slu¢kou, pozicie znacené
¢ervenou farbou poukazuju na invariantné sekvencie vSetkych PIN proteinov.
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Druhou skupinou st proteiny PINS, 6 a 8 Charakteristika ich hydrofilnej slucky
predstavuje mierne (PING6) alebo vyrazne (PIN5/8) redukovanu dizku. Proteiny st
prevazne lokalizované na endoplazmatickom retikule. Ich presna lokalizacia viazuca sa
na Specifické pletiva, a s flou spojena funkcia smerovo orientovaného transportu auxinu,
je nevyhnutnd v procese regulacie rastlinného vyvoja. Nazornou ukéazkou je aj Obrazok
2, poukazujuci na lokalizaciu variant PIN proteinov v §trukturach korefia Arabidopsis
(Mravec et al., 2009). Zatial' ¢o prva skupina s lokalizaciou plazmatickej membrane
moduluje prenos auxinu z bunkového tela, druha skupina svojou lokalizaciou spdsobuje
regulaciu vymeny auxinu medzi bunkovym cytozolom a lumenom endoplazmatického
retikula (ER) (Zwiewka et al., 2019). ER je vSeobecne vyznamny aj v procese syntézy
auxinu. Bolo preukazané ze gény rodiny YUC a TAA, kdédujuce enzymy potrebné pre
auxinovu syntézu su lokalizované v ER samotnom (Blakeslee et al., 2019). Pre ER je vSak
zname, ze sa podiela aj na skladovani auxinu, vd'aka ¢omu moze endoplazmatické
retikulum na zéaklade tychto dvoch faktov fungovat aj ako zdroj auxinu (Friml & Jones,
2010).

Smerovo organizovana distribucia auxinu je znacne dana polarnou distribuciou
roznych skupin PIN proteinov v cytoplazmatickej membrane. Pre priklad funkcie - PIN2
protein je bezne exprimovany v oblastiach korefiove] epidermy a kortexu (Obrazok 2).
Ziskané mutantné jedince pin2 nesu charakteristiku kratSich koreriov suvisle aj so stratou
schopnosti gravitropizmu (Miiller et al., 1998). To naznacuje, ze jeho tloha spociva v
presmerovani auxinovych koncentracii v zmysle elongacie buniek pri odpovedi na tento

tropizmus (Y. Zhang et al., 2019).



Polar distribution of PINs
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Obrazok 2. Lokalizacia PIN proteinov v korenovej Spicke Arabidopsis (prevzaté a upravend
podla Kleine-Vehn & Friml, 2008). Sipky oznadujii polarnu lokaliziciu PIN proteinov
v plazmatickej membrane, ¢o naznacuje, Ze polama vlastnost’ lokalizacie je priamo ovplyviiovana
typom buniek. Doélezité¢ je poukazat’ aj na odlisnu lokalizaciu PIN2 v epiderme (apikalnych
bunkach) a v mladom kortexe (bazalnych bunkach).

Ako dalsi priklad je mozné uviest PIN1 protein, u ktorého je pozorovana
asymetricka lokalizacia na bazalnom konci cievnych buniek (Obrazok 2). Alternacia
expresie PINI génu ma teda priamy vplyv na priestorovi organizaciu vznikajuceho
cievneho systému vo vyvijajicom sa rastlinnom tele (Kreusch et al., 1998). PIN1 expresia
je bezne v rastlinnom tele riadena roznymi mechanizmami pre zabezpecenie vyvazene]
koncentracie auxinu v bunkach, v ddsledku ¢oho dochadza k regulacii auxinového
transportu pomocou PIN1 prenasaCa. Priama pozitivna regulacia expresie je riadena
samotnym auxinom na urovni transkripcie PINI. Auxin ako taky dokaze regulovat’ aj
stabilitu §truktiry PIN1 proteinu a jeho subecelularnu lokalizaciu (Omelyanchuk et al.,

2016).



Vysoky vyznam PIN proteinov z hladiska polarneho auxinového transportu
dosvedcuje aj mutant pinl. Ten vykazuje zaujimavé defekty v Struktire rastlinného tela.
Najvyraznejsim fenotypom je absencia kvetov veduca k tvorbe obnazenych stoniek.
Taktiez dochadza k fizovaniu kotyledonov. Tieto zmeny v Struktirach sposobuje najmé
nedostatocny polarny transport, ktory nasledne nie je dostacujuci pre ustanovenie
lokalneho auxinového maxima, a teda k tvorbe delivého pletiva. Treba si teda uvedomit,

aky velky vplyv ma zmena transportnej drahy auxinu (Okada et al., 1991).

2.2.3 Auxinové receptory (CAMEL-CANAR komplex)

Cely metabolizmus auxinu, jeho transport, ale aj signalizdcia st dolezité Cinitele
ovplyviiujiice rastlinné telo aprocesy viiom. Pocas auxinového prenosu su
nenahraditelnymi Cinitelmi prenaSaCové proteiny priamo zabezpecujice riadeny
transport. Tieto proteiny ale musia podliehat regulacii na podnet komplexného
mechanizmu

Flexibilita regeneraéného mechanizmu rastlin je vysoko §pecializovana, a preto aj
vysoko variabilnd. Na neustadle meniace sa podmienky prostredia, stres ale aj vplyv
patogénov musi sesilny organizmus a jeho telo odpovedat adekvatne tak, aby nedoslo
k jeho uhynutiu. Jednym z mechanizmov adaptacie sa na prostredie je aj schopnost
riadenia , patterning” procesov. Tento mechanizmus zahriiuje napriklad konjugéciu
novych a vznikajucich organov s uz existujicim cievnym systémom rastlinného tela.
Taktiez sa da hovorit aj o mechanizmoch flexibilnej regeneracie vaskulatiry v oblasti
mechanického poskodenia, alebo poranenia. Tieto procesy zahriiujuce tvorbu nového
cievneho pletiva su riadené repolarizaciou buniek na zaklade toku auxinu. Jednym
z najvyznamnejsich faktorov v tomto procese je uz spominana rodina PIN proteinov. V
kratkosti sa jedna o polarne auxinové transportéry schopné generovat’ lokalne rozdielne
koncentracie auxinu. V pripade ich ovplyvnenia dochadza k upraveniu transportu auxinu.
Dolezité je ale poznamenat, ze samotna funkcia tychto prenaSacovych proteinov je
riadend na arovni transkripcie tym istym metabolitom, ktoré¢ maju PIN za ulohu
transportovat’. Tym metabolitom je teda auxin. Treba si uvedomit, ze aby dochadzalo
k procesom repolarizacie spominanych proteinov, musi prvotne dochéadzat' k detekcii
Specifického signalu. Ten cely proces zmeny polarizacie nastartuje. Tu vstupuju do hry

auxinove receptory.



Jedinym potvrdenym receptorom zapojenym v tomto procese je receptor
pochadzajuci z rodiny TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE/AUXIN-SIGNALING
F-BOX (TIR/AFB). V genéme Arabidopsis sa nachadza 6 proteinov tejto rodiny (Prigge
et al., 2020), ktorych produkty su pritomné v bunkovom jadre (Dharmasiri et al., 2005).
Mechanizmus funkcie TIR/AFB (Obrazok 3) spociva v tvorbe ko-receptoru spolu
s rodinou transkripénych faktorov AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF), a s represormi
rodiny AUXIN/INDOLE ACETIC ACID (Aux/IAA). ARF su schopné aktivacie, ale aj
represie procesu transkripcie. Aux/IAA vykazuji schopnost transkripcie auxin-
responzivnych génov. Princip celej funkcie komplexu ko-receptorov je zéavisly od
vzrastajuce] koncentracie samotného auxinu, t4 podmieniuje interakciu TRANSPORT
INHIBITORI/AUXIN-SIGNALLING F-BOX PROTEIN (TIR1/AFB) a Aux/TIAA
proteinu. To néasledne aktivuje proces ubiquitinacie, ktory zabezpeci degradaciu
Aux/TAA. Tento proces degradacie sluzi na to, aby doslo k aktivacii funkcie ARF, ktorej

nasledkom je aktivacia auxin-response genes (Lakehal et al., 2019).

Obrazok 3. Mechanizmus aktivity auxinu zaloZenej na TIR1. Po naviazani auxinu na podjednotku
F-Box (TIR1/AFB) komplexov SCF TIR1/AFB sa ich afinita k doméne II proteinov Aux/IAA
vyrazne zvy$i vd’aka auxinu samotnému. Ten pdsobi ako spojovaci faktor, ktory spaja dva
proteiny dohromady; tato vazba spusta proces ubikvitinacie Aux/IAA komplexom SCF. To vedie
k jeho destrukcii proteazomom 26S. Degradacia transkripéného represora uvoltiuje transkripénu
aktivitu ARF a exprimuju sa gény citlivé na auxin. E3 — ubikvitin protein ligaza (prevziaté
a upraven¢ podla da Costa et al., 2013).

Dolezité je aj podotknut, Ze rozdielne kombinéacie ko-represorov zabezpecuju
rozne odpovede, a vd'aka tomu moze auxin riadit’ nespocet rozlicnych procesov.
Medzi spominanymi auxin-responzivnymi génmi je aj WRKY23 kodujuci

transkripcné faktory u Arabidopsis. Tie su dolezité v procesoch stresovej odpovede



a v pripade interakcii s patogénnymi organizmami. Zaujimavym faktom je ich riadenie
expresie, ktoré je zavislé od auxinu.

WRKY23 priamo ovplyviiuje expresiu receptorovej kinazy CAMEL - anglicky
Malectin-type LRR receptor-like kinase. Bolo preukédzané, ze pri represii aktivity
WRKY23 klesla aj abundancia mRNA CAMEL. V skratke je CAMEL membranovo
orientovana kinaza bohata na leucin s obsahom malektinu (Obrazok 4). CAMEL priamo
ovplyviiuje lokalizaciu PIN1 na membrane, pomocou modifikacie — fosforylacie. Ta
priamo prebieha na slu¢kach PINov, ktoré su umiestnené v cytozole. Tento fakt je
potvrdeny vlastnostami mutantnych variant v Struktarach tychto sluciek, kedy v ich
pripade pri naruseni stavby slucky, nedochadza k aktivnej fosforylacii. Nedochadza teda
k riadenej repolarizacii prenaSacovych proteinov.

Aktivita CAMELu je zavisla na svojom interakénom partnerovi — CANAR.
Anglicky pomenovana ako Canalization-related Receptor-like kinase, je taktiez
lokalizovana na plazmatickej membrane a ma charakteristicky vysoky obsah leucinu
(Obrazok 4). Mézeme hovorit, Ze sa jedna o pseudokinazu, z dévodu jej neschopnosti
fosforylacie. Funkcia CANAR sa odhaduje na antagonisticki vo¢i CAMEL. To je
dokazané najmd poznatkom, ze mutanty v oboch génoch naraz (camel-Ixcanar-1)
podliehali obnoveniu Struktury cievneho systému, ktory byva v pripade jednoduchych
mutantov (camel-1/canar-1) chybny. Dodatocnym dokazom tvrdenia antagonistickej
funkcie CANAR voc¢i CAMEL, je schopnost CANARu znizovat' autofosforylaciu
CAMELu a tiez aj jeho kinazovu aktivitu voci PIN proteinom.

Cely proces regulacie repolarizacie PIN proteinov je pomerne vysoko prepojeny.
WRKY23 a CAMEL podliehaji podobnému procesu transkripcie. T4 je indukovana
priamo vplyvom samotného auxinu, zmenou jeho koncentracie a dizky posobenia. Pre
tento proces je ale nevyhnutna schopnost’ transkripénej auxinovej signalizacie. Preto pri
mutantoch v tejto drahe (HS::axr3-1, arf 7arf19) je proces repolarizacie obmedzeny.
Dolezité je tiez poznamenat’, ze CAMEL obsahuje 6 auxin-responzivnych elementov. Ich
aktivita je podporovana rychlou zvySenou regulaciou CAMEL spdsobenou vplyvom
auxinu. To znamena, ze CAMEL je regulovany na urovni transkripcie pomocou

transkripéného faktora WRKY?23 (Hajny et al., 2020).
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Obrazok 4. Schéma vizualnej reprezentacie organizacie Struktarnych domén CAMEL a CANAR
(prevzaté a upravené podl'a Hajny et al., 2020).

2.3 Ribonukleové kyseliny

Molekula ribonukleovej kyseliny (RNA) mé vysoky vyznam vzhl'adom na formy priamo
vyuzivané pre proces proteinovej syntézy. Existuju vSak aj Struktiry RNA zname svojou
katalytickou funkciou podobnou tej enzymatickej v mnohych procesoch, a existuju aj
formy schopné komplexnej regulacnej aktivity v bunkach (Eddy, 2001). Do formy RNA
je velka cCast genému vsetkych znamych organizmov kontinualne transkribovana.
Vseobecne je zname, ze existuje vela foriem RNA, z ktorych najzndmejSimi su
mediatorova RNA (mRNA), ribozomalna RNA (mRNA) a transférova RNA (tRNA).
Tieto tri najzname;jsie typy RNA sa priamo podiel’aju na procese expresie DNA do formy

proteinov.

2.3.1 Nekédujiace RNA
Okrem uz spomenutych foriem RNA, existuju aj d’alSie typy. Tieto druhy RNA sa aj

s tRNA a rRNA povazuju za nekodujiace formy, z dovodu ze nedochadza k ich translacii
do formy proteinu (Uchida, 2012; Feinbaum et al., 2004). Ked'ze pri tychto formach
priama primarna funkcia, a to prepis do formy proteinu neexistuje, vyskytuju sa d’alSie
ulohy, ktoré mozu tieto nekodujuce formy RNA (ncRNA) vykonavat. Medzi ne patri
napriklad regulacia transkripcie, zostrihu, translacie, alebo aj regulacia protein-
proteinovych interakcii (D. Wang & Farhana, 2021).

Vo v§eobecnosti existuje velké mnozstvo variant delenia ribonukleovych kyselin
do $pecifickych skupin. Ci uZ na zaklade ich funkcie, velkosti alebo aj inych faktorov.
A ked’ze je prevazné mnozstvo transkripcie v gendéme nekodujuce, nie je isté ¢i vacSina

ncRNa nie je v podstate odpadnou formou, vznikajucu ako Sum pervazivnej transkripcie
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genomu (Diamantopoulos et al., 2018). ncRNA je mozné delit do skupin na zaklade dizky
ich nukleotidového retazca. Prvli skupinu tvoria kratke nekodujuce RNA. Jedna sa o
kyseliny s dizkou mensou ako 200 nukleotidov. Medzi ne patria miRNA, ktorych
funkciou je posttranskripna uprava vznikajucej mRNA v procese génovej expresie
v cytozole. Podobnu funkciu, prevazne v jadre, vykazuju aj formy anglicky nazyvané
small-interfering RNA (siRNA) (Dana et al., 2017; O’Brien et al., 2018). Ich hlavnou
funkciou je RNA interferencia (RNA1). Jedna sa o proces posttranskripcného uml¢ovania
génov (PTGS), ¢o je pomerne vysoko konzervovana biologickd odpoved regulujuca
expresiu protein-kodujucich génov. Sluzi teda na ochranu pred endogénnymi
parazitickymi a exogénnymi patogénnymi formami nukleovych kyselin. V jednoduchosti
dochéadza k tvorbe siRNA z dsRNA alebo miRNA primarneho transkriptu, pomocou
enzymov Dicer a Drosha. Vzniknuta forma siRNA je nasledne zapojena do tvorby RNA-
indukovaného efektorového komplexu (RISC). Vyznamnym komponentom RISC je
Argonaurt protein, ten zabezpecuje Stiepenie siRNA. Tvori sa aktivovana forma RISC
komplexu s obsahom jednovlaknovej ,vodiacej“ molekuly siRNA, Specifickej pre
cielovi mRNA. Tato mRNA podlieha nakoniec degradacii vplyvom RNasy H (D. H.
Kim & Rossi, 2008). Dalsimi st anglicky small nucleolar RNA (snoRNA), ich tlohou je
metylacia r1ibozy a pseudouridylacia ribozomalnych RNA (Liang et al., 2019).
Nasledujucimi su aj formy anglicky nazyvané small nuclear RNA (snRNA),
zabezpecujuce odstrafiovanie intronovych sekvencii zo Struktir pre-mRNA (Karijolich &
Yu, 2010). Do skupiny nakoniec patria aj PIWI-interagujuce RNA (piRNA), interagujuce
s PIWI proteinmi, zabezpe€ujuce represiu transpozomalnych foriem génov (Iwasaki et
al., 2015).

Druhou skupinou su dlhé nekddujuce RNA (IncRNA), kde je mozné zaradit
nekodujiice RNA s dizkou nukleotidového retazca minimalne 200 bazi. Je viak velmi
dolezité dodat, ze aj IncRNA mdzu podliehat’ zostrihu, kedy su pretvarané na kratsie
useky funk¢nej RNA (Lakhotia et al., 2020). Vyznacuju sa podobnostou s mRNA, mozu
obsahovat’ aj poly-adenylované konce (poly-A) ¢i metyl-guanozinové ¢iapocky. Funkcia
poly-A koncov spociva v ochrane pred degradaciou molekuly RNA a tlohou metyl-
guanozinovych ciapociek je okrem ochrany pred degradaciou aj pomoc pri napajani
ribozomu na mRNA v procese translacie (Cowling, 2010). Oproti mRNA, su IncRNA
exprimované vo vyrazne mensSich mnozstvach abezne nie si v gendme vysoko
konzervované. IncRNA tiez obsahuju dlhSie exonové useky, ktoré sa ale vyskytuju

v menSom pocte oproti Struktiram mRNA (X. Zhang et al., 2019a). DIhé nekodujuce
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ribonukleové kyseliny sa tvoria pomocou nuclear DNA-dependent RNA polymerases
(Wierzbicki et al., 2021). IncRNA hraji doélezitu rolu v procese génovej regulacie.
Vzhl'adom na ich lokalizaciu dokazu interagovat’ nie len s DNA a RNA samotnymi ale aj
s proteinmi, a teda su schopné riadit epigeneticku, transkripénud, post-transkripéna
a translacnu regulaciu, ¢i dokonca aj post-translaéni modifikaciu (Statello et al., 2021).
Ich funkcie je mozné rozdelit’ podl'a lokalizacie na tie jadrové. Medzi ne patria napriklad
remodelacia chromatinu (Obrazok 5) alternativny zostrih (Obrazok 6) alebo epigeneticka
kontrola transkripcie (Obrazok 7). Druhou variantou su funkcie, ktoré sa lokalizuju do
cytoplazmatického priestoru. Medzi ne st zarad'ované napriklad modulécia translacie

a stability mRNA alebo dokonca skafoldovanie proteinov (Noh et al., 2018).

PRC2
complex

-

es

Obrazok 5. Chromatinovy remodeling (prevzaté a upravené podla Nie et al., 2012). V procese
chromatinového remodelingu st zahmuté IncRNA ako napriklad Xist/RepA, Air, Hotair, Tsix,
ANRIL and Kcnglotl, tie dokazu naviest POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX (PRC)
pomocou priamej interakcie s EZH2 alebo inymi komponentami na smer daného lokusu, kde
nasledne dochadza k trimetilacii H3K27, ¢o dokaze nasledne umlcat’ Specifické gény.
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Obrazok 6. Uloha AS vo funkénej diverzifikacii IncRNA Prevziate a upravené podl'a Khan et al.,
2021). Po transkripcii m6ze gén IncRNA prejst’ konstitutivnym zostrihom, aby sa vytvorila zrela
forma IncRNA (variant 1), ale m6Ze sa tiez prechadzat’ alternativnym zostrihom, aby sa vytvorila
zrela forma IncRNA (variant 2). IncRNA variant 1 je skelet pre interakciu s proteinom A, zatial’
¢o IncRNA variant 2 selektivne interaguje s proteinom B. Alternativne m6ze IncRNA variant 2
obsahovat’ maly nekanonicky ORF, ktory méze byt prelozeny do formy funkéného mikropeptidu.
Udalosti spitného zostrihu mozu tiez produkovat’ circRNA, ktoré mézu posobit” ako Spongia pre
miRNA alebo produkovat funkény mikropeptid prostrednictvom translacie malych
nekanonickych ORF. Vd'aka produkcii mikropeptidov m6zu produkty AS génu IncRNA (ako
varianty zostrihu IncRNA alebo circRNA) vykazovat’ opacné alebo odlisné biologické funkcie
(napriklad prezitie verzus apoptdza), ako je znazornen¢ na obrazku. Maju tiez podobné biologickée
funkcie zabezpecené prostrednictvom roznych mechanizmov. Skratky: AS, alternativny zostrih;
circRNA, kruhova RNA; IncRNA, dlha nekdédujuca RNA; ORF, otvoreny Eitaci ramec.

a Transcriptional activator b Transcriptional repressor

55 ar

transcription factor

(

T M

¢ Transcriptional guide d Scaffold for chromatin modification complex

v .\/ DNA @J’ DNA ;

chromatin-modifying enzyme

Obrazok 7. LncRNA v epigenetickej a transkripénej regulacii (prevzaté a upravené podla (F. Y.
Wang et al., 2020). St zobrazené Styri mechanizmy epigenetickej a transkripénej regulacie
prostrednictvom IncRNA. a - Priama interakcia IncRNA s transkripénymi faktormi (TF) indukuje
alostericku zmenu TF, b - IncRNA posobia ako navnada pre TF tym, Ze ich drzia d’aleko od ich
cielovych Struktir na chromatine, ¢ - IncRNA pdsobia ako transkripény sprievodca naborom
enzymov modifikujucich chromatin do cielovych génov, bud’ v cis alebo trans do vzdialenych
cielovych génov, d - IncRNA posobia ako a skafold, ktory spaja viacero proteinov za vzniku
ribonukleoproteinovych komplexov
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St zname aj formy takzvanych kédujucich IncRNA, kedy moze dochadzat
k tvorbe malych peptidov. Existuji rozne formy delenia IncRNA hl'adiac na rozne
kritéria. Vzhl'adom na polohu génu pre dani IncRNA v gendome pozname skupiny ako

intergénova, intragénova ¢i promotorova ncRNA (Obrazok 8).

M.M. Balas, AM. Johnson / Non-coding RNA Research 3 (2018) 108—117

[FB@n [ inton |

A. Intergenic IncRNA
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3 5' Noncoding strand
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Obrazok 8. Klasifikacia LncRNA zaloZena na umiestneni gendému (prevzaté a upravené podla
Balas & Johnson, 2018). A - Intergénové IncRNA sa nachadzaji medzi génmi kodujticimi protein.
B - Obojsmerné IncRNA sa transkribuju z rovnakého promotora ako gén kodujuci protein, ale v
opa¢nom smere. C - Antisense IncRNA pochadzaju z antisense vlakna RNA génu kodujiceho
protein. D - Sense-prekryvajice sa IncRNA sa prekryvaju s jednym alebo viacerymi intronmi
a/alebo exonmi génu kodujuceho protein v smere sense vlakna RNA.

Je zname aj delenie ktoré sa zaklad4 na umiestneni IncRNA vzhl'adom ku génu
koédujucemu protein, ktory sa nachadza vo vztahu s danou formnou ncRNA. Tu patria
skupiny anglicky nazyvané - nested, overlapping, sense, antisense, divergent, convergent.
(Obrazok 9). ,,Sense” forma je Strukturou originalnej sekvencie DNA alebo aj RNA
molekul. , Antisense” zas odkazuje na komplementarnu sekvenciu danej DNA alebo

RNA molekuly (Gupta et al., 2011).
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Obrazok 9. Typy prekryvania (prevzaté a upravené podla Chen & Stein, 2006). Sest typov
prekryvajucich sa génov. A - Vnoreny génovy par, rovnaky retazec. Kazdy par vnoren¢ho génu
pozostava z pril'ahlého génu (vonkaj$i gén) a vnoreného génu (vnitorny gén). B - Skupina
génovych parov s prekryvajucim sa exdénom, opacnym vlaknom. C - Prelozené génové pary
rovnakého vlakna a opacného vlakna. D - Génovy par na chrbte. E - Konvergentny prekryvajici
sa génovy par. F - Divergentna prekryvajuca sa génova skupina.

Potrebné je zmienit’ aj obojsmernu (anglicky bidirectional) metddu transkripcie,
ktora je hlavnym doévodom vzniku ,,antisense transkriptov. Zaklada sa na replikacnom
procese prebiehajicom v oboch alebo teda dvoch smeroch (Obrazok 10). Dochadza
k iniciacii syntézy nového vldkna dvomi polymerdzami naraz na danom useku v DNA.
Vzhl'adom na rézne typy tejto transkripcie, dochadza k zaciatku transkripcie bud’ na
rovnakom mieste v DNA, ale na op¢nych vlaknach. V tomto pripade by sa polymerazy
pohybovali smerom od seba a nedochadzalo by k prekryvaniu (Seila et al., 2009). Pri
druhom type je zaciatok transkripcie vo vnutri génu na opacnych vldknach. Pohyb
polymeraz by smeroval oproti sebe, ¢o by sposobilo v miestach prekrytia polymeraz

takzvany ,,antisense transkript. rovnakom useku v DNA (Chatterjee et al., 2011).
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A Unidirectional promoter

Obrazok 10. Transkripéné faktory vedu k divergentnej transkripcii (prevzaté a upravené podla
Wu & Sharp, 2013).

Co sa efte tyka delenia RNA, taktiez uréujeme samostatné skupiny. Napriklad
vzhl'adom na potencialne funkcie IncRNA foriem, ako st riboswitches, epigenetické,
translacné, kodujuce a architekturalne IncRNA. Takychto deleni a skupin je ale mnoho,
Co Castokrat dokaze spoOsobit’ isté nezrovnalosti v zaradeni. Tie mozu byt spOsobené
napriklad faktom, ze jeden typ ncRNA moze vykazovat' viacero vlastnosti, alebo taktiez
ze gén kodujuci nejaka formu ncRNa moze vytvarat rozne formy IncRNA (Lakhotia et
al., 2020) .

Dlhé formy nekoddujucich RNA su vyznamnymi faktormi epigenetickej regulacie,
do ktorej procesov su zarad’ ované modifikacie génovej expresie nezavislé od potreby
alternacie samotnej sekvencie DNA. Jedna sa o procesy ako metylacia DNA, modifikacia
histonov alebo remodelacia chromatinu. Tu dochadza k riadeniu priamo na urovni
procesu transkripcie prevazne pomocou acetylacie a metylacie DNA, alebo histonovej
modulécie (X. Zhang et al., 2019b).

Netreba vSak zabudat’ ani na enhancerové RNA (eRNA). St to formy nekodujice;
RNA lokalizovanej pred ale aj za cielovym génom, regulujuce jeho expresiu. Spolu aj
s prométormi reguluju nie len procesy transkripcie, ale vo vSeobecnosti aj osud bunky.
Vznikaju z enhancerov pdsobenim enzymu RNA-polymerasy II. Bezne su vSak
transkribované iba enhancerové struktury, ktoré obsahuju malé mnozstvo metylovanych
regionov, maju dostupny chromatin a transkripéné iniciacné faktory ako s TBP alebo
TFII. Aj ked’ §truktura a pdvod eRNA je vzdialena od IncRNA foriem, tieto dva rozdielne
typy RNA ale ukryvaji spolocnu vlastnost’. Tou je aktivacia transkripcie mRNA. Na
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rozdiel od IncRNA, ktoré su pomerne dlhé a stabilné, transkribované pomocou svojich
vlastnych promotorov, eRNA su bezne exprimované ,bidirectionally” (obojsmerne)
v jadre aich stabilita nie je vysoka. Su exprimované v eSte niz§ich hodnotach ako
spominané IncRNA. To moze byt sposobené faktom, ze enhancerové sekvencie ¢asto
neobsahuju Specifickt tri-metylaciu 4. lyzinového zvySku na histonovom proteine H3
(H3K4me3) v promotorovych usekoch. Pritomnost H3K4me3 priamo koreluje so silou
expresie génu. DalSou odli§nostou je aj fakt, e vit§ina eRNA nepodlieha beznej
maturacii vo forme zostrihu Struktary a polyadenylacie, ktoré s pre IncRNA bezné. Tato
forma upravy je skor typicka pre dlhsie formy eRNA, ktoré vSak vykazuju ind formu
aktivity. Kratke a teda nepolyadenylované eRNA funguju ako cis-regulacné elementy -
funguju interchromozomalne. Reguluju funkciu blizkych alebo susednych génov. Na
rozdiel od nich, dlhé a stabilné eRNA s polyadenylaciou ovplyviiuji expresiu
abundantnych génov procesom relokacie na iné chromozomalne regiony. Preto vykazuja
tvorbu takzvanych trans-regulacnych elementov. Jedna sa o proces regulacie vzdialenych
génov. Funkcia samotnych foriem eRNA je zavisla od procesu ich syntézy, ktory podlieha
regulacii. To znamena, Ze syntéza eRNA nie je iba takzvany transkripny Sum. Téato
eRNA zabezpecuje regulaciu expresie cielovych génov na zaklade signalizacie vyvolane]
stimulom. Na rozdiel od promotorovych Struktar, ktorych aktivite su vel'mi podobné, sa
enhancery neriadia spdsobom zavislym od pozicie asmeru Vv procese iniciacie
transkripcie. Su teda schopné ignorovat’ tieto podmienky a tvorit' chromatinové slucky,
¢o im umoziuje dosah na vzdialené promotory. To zabezpeci Specificku génovu expresiu

(T. K. Kim et al., 2015; Han & Li, 2022).

2.4 APOLO IncRNA
AUXIN REGULATED PROMOTER LOOP (APOLO). Jedna sa o formu RNA, pomerne

novoobjavenu a anotovanu u rastlinného druhu A. thaliana. Konkrétne je mozné hovorit
o long intergenic noncoding RNA (lincRNA). Je zname, ze dochéadza k jej transkripcii
pomocou enzymov DNA dependentnych RNA polymeras II (polymerasa II, RNAP II,
EC 2.7.7.6) a V (polymerasa V, Pol V, EC 2.7.7.7). Je v§ak potrebné poukazat aj na fakt,
ze cely proces transkripcie je iniciovany rastlinnym horménom auxinom, a je teda
znatel'né, ze sa jednd o auxin-responzivny gén. APOLO je umiestneny na lokuse
v blizkosti d’alSieho auxin-responzivneho génu PINOID (PID), ¢o zabezpecuje ich ko-

regulaciu v procese génove] expresie. PINOID koduje serin/threonin-protein kinazu,
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ktora pozitivne reguluje auxinovy transport. Aktivne fosforyluje PIN proteiny, ¢o ma za
nasledok ovplyvnenie ich polarity (Ariel et al., 2020).

V beznych podmienkach oba gény podliehaja represii. Ta je zabezpeCena zlozitou
kompoziciou spoluprace viacerych faktorov. Faktor trimetylacie H3K27me3 je
sprostredkovany POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 2 (PRC2), dokopy v spolupraci
s DNA metylaciou, chromatinovou slu¢kou (Obrazok 11) a zlozkou komplexu - LIKE
HETEROCHROMATIN PROTEIN I (LHP1I) zaistuje epigenetickt represiu (Ariel et al.,
2014).

Chromatin fiber Chromatin Loop
y®
y© ‘
;@ Enhancer_
©

Cohesin CTCF

Obrazok 11. Schéma chromatinovej slucky (prevzaté a upravené podla Fujita & Yamashita,
2021). CTCF - vazbovy faktor zabezpecujici spojenie vzdialenych sekvencii DNA vytvarajici
3D chromatinovu slucku.

Zvysena hladina koncentracie rastlinného hormoénu aktivuje pdsobenie
demetylasy, vplyvom ktorej dochddza k znizeniu metylacie DNA, Comu nasleduje
rozvolnenie lokalnej chromatinovej slucky. Vtedy sa otvori promotor a dochadza
k transkripcii APOLO a PINOID. Proces expresie génov je indukovany aj v d’alSom
kroku, kedy novovznikajuca APOLO IncRNA je zodpovedna za oddelenie z PRC1 zlozky

LHP1, nasledkom ¢oho dochadza k strate H3K27 trimetylacie. Tymto procesom

dochadza k odburavaniu chromatinovej slucky. V stulade s tym, vSak auxin indukuje
tvorbu aj inych transkripcnych faktorov, ktorym je napriklad AUXIN RESPONSIVE
FACTOR 7 (ARF7). Ten vykazuje schopnost vizby na promoétorovu sekvenciu APOLO,
najméd v Case nepritomnosti chromatinovej slu¢ky. To indukuje proces transkripcie

pomocou uz spominanej] RNA-polymerasy II (Csorba, 2021).
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Ako uz bolo uvedené IncRNA funguju v organizme ako vysoko dolezité faktory
regulacie chromatinu a dynamiky jeho Struktar, vplyvom ¢oho su schopné modulovat
proces transkripcie génov. To moze mat’ za nésledok alternaciu procesu vyvoja jedinca
sposobujucu anatomické ainé zmeny. Do skupiny IncRNA patri aj APOLO, ktoré
konkrétne rozoznava rozlicné a nezavislé lokusy génov u A. thaliana v genéme. Ked'ze
sa jedna o aktivitu na vzdialenych génoch, je mozné teda hovorit o trans-aktivite na
vzdialenych miestach v gendéme. Lokusy detekovanych génov maju spolocnu
charakteristiku, tou je sekvencna komplementarita a moznost’ tvorby R-sluciek (DNA-
RNA duplexy) a auxin-responzivna vlastnost. Jeho Cinnost' pozostava z odstranenia
PRC1 zlozky - LHP1, ¢o indukuje zmeny v 3D Struktarach chromatinu ciel'ovych génov.
V jednoduchosti to znamena, ze dochadza k modulacii procesu transkripcie (Moison et
al., 2021).

No aj vdneSne] dobe eSte stile neexistuju kompletné poznatky o funkcii
nekodujuce) regulacie v auxinovom transporte, a preto sme sa rozhodli zamerat’ svoju
pozornost na novo anotované kandidaty lokalizované v blizkosti PINI a CAMEL

sekvencii. Tieto kandidaty sme pomenovali IncRNA-PIN1-1 a IncRNA-CAM.
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Materialy

3.1.1 Biologicky material

semena Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia (Col-0)
chemokompetentné baktérie Escherichia coli TOP10

elektrokompetentné baktérie Agrobacterium tumefaciens GV3101

3.1.2 Chemikalie

Agarosa - Sigma Aldrich (USA)

2-amino-2-hydroxymetylpropan-1,3-diol (Tris) — Duchefa Biochemie (Holandsko)
Deoxyribonukleozidtrifosfaty (ANTPs) — Sigma-Aldrich (USA)
Dimetylsulfoxid (DMSO) — New England Biolabs (UK)

Etanol — Lachner (Ceska republika)

Etidium bromid — NeoLab (Nemecko)

Etyléndiaminotetraoctova kyselina (EDTA) — Penta (Ceska republika)
Murashige & Skoog including vitamins — Duchefa Biochemie (Holandsko)
MgClz - Thermo Fisher Scientific (USA)

Protease Inhibitor Cocktail Tablets — Roche Applied Science (Svaj&iarsko)
Sachardza — Lachner (Ceska republika)

X-Gluc — Thermo Fisher Scientific (USA)

3.1.3 Standardy molekulovej hmotnosti
1 kb plus DNA ladder — Thermo Fisher Scientific (USA)

3.1.4 Antibiotika

Gentamycin — Duchefa Biochemie (Holandsko)
Kanamycin — Duchefa Biochemie (Holandsko)

Rifampicin — Duchefa Biochemie (Holandsko)

Spectinomycin — Duchefa Biochemie (Holandsko)
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3.1.5 Enzymy a enzymové pufry

5x Go Taq Green Flexi Buffer — Promega (USA)

5x Phusion HF pufr — Thermo Fisher Scientific (USA)

6x TriTrack DNA loading dye - Thermo Fisher Scientific (USA)

10x FastDigest buffer - Thermo Scientific (USA)

10x T4 DNA ligase buffer - Thermo Scientific (USA)

50x TAE (Tris/Acetat/EDTA) - Thermo Scientific (USA

Dpnl — NEB (USA)

Gateway BP Clonase II enzyme mix — Thermo Fisher Scientific (USA)
Gateway LR Clonase II enzyme mix — Thermo Fisher Scientific (USA)
GoTaq G2 Flexi DNA polymerase (5 U/ul) — Promega (USA)
High-Fidelity DNA polymerase - Thermo Fisher Scientific (USA)
Phusion HF (High-Fidelity)

DNA polymerase (2 U/pl) — Thermo Fisher Scientific (USA)
Proteinase K solution (2 ug/ul) — Thermo Fisher Scientific (USA)

Sall - NEB (USA)

T4 DNA ligase - Thermo Scientific (USA)

TE buffer - Thermo Scientific (USA)

3.1.6 Roztoky pre gélovu elektroforézu
50x TAE pufer:

50 mol-1"' EDTA, 2 mol-1"! Tris, 1 mol-I"! kyselina octova

1 % (w/v) agardzovy gél:

10 g agardzy na 1000 ml TAE pufru, uvarené v mikrovinnej rare

3.1.7 Roztoky a média pre pracu s baktériami

Tekuté Luria Bertani (LB) médium:

10 g trypton, 5 g kvasnicovy extrakt, 10 g NaCl, Milli-Q H20 do 1000 ml, sterilizované

autoklavovanim
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LB agar:

1000 ml tekuté LB + 15 g agaru, sterilizované autoklavovanim

SOC médium:

20 g trypton, 5 g kvasnicovy extrakt, 0,5 g NaCl, Milli-Q H20 do 950 ml, 10 ml 250
mmol-1"' KCI (pH 7,0). Milli-Q H20 do 1000 ml, sterilizované autoklavovanim, 20 ml
sterilnej 1 mol-1"! D-glukézy a 5 ml sterilného 2 mol-1"' MgCl,

3.1.8 Roztoky pre vysev semien Arabidopsis

Poloviéné Murashige & Skoog (AM+) médium:

1,1 g MS soli, 5 g sacharoza, pH 5,7 (NaOH), 4g agar, MilliQ H>O do 500 ml,

sterilizované autoklavovanim

3.1.9 Roztoky pre stabilna transformaciu Arabidopsis:

Inokulaéné médium:

5 g sacharéza, 50 pl Silwet L-77, Milli-Q H20 do 50 ml

3.1.10 Komercné kity
ENZA Plasmid DNA Mini Kit I — Omega Bio-tek (USA)
NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kit — Machenery Nagel (Nemecko)

3.1.11 Primery
Lyofilizované primery — Sigma Aldrich (USA)

Tab. 1: Zoznam pouzitych primerov

Primer Sekvencia
29_JH_GA_pCAMEL cgagattagatgatatgacggctttgg
30_J H_G?\F_IPCAMEL tttcgtctggtttcttgaaaaacaagg
317 H_GjAR_lpCAMEL tttcaagaaaccagacgaaaAAGGGCGAATTCGACCCAAG
327 H_G?\F_ZPCAMEL cgtcatatcatctaatctcgAAGGGCGAATTCGGAGCCAAC
R2
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Tab. 2: Zoznam pouzitych primerov (pokracovanie)

17 JH GA_IncRNA-
PIN1-1 3.0kb F1
18 JH GA_IncRNA-
PINI-1_3.9kb R1
19 JH GA_IncRNA-
PIN1-1 3.0kb F2
20 JH GA_IncRNA-
PINI-1_3.9kb R2
14 JH M13 R
59 JH plneRNA-
PIN1-1-F1_3.8
60_JH plneRNA-
PIN1-1-R1
54 JH NLS-GFP-
GUS-F1
55 _JH NLS-GFP-
GUS-R1

74 _JH_attL4 F1

75 _JH_attL4 R1

76 _JH_attR1_F1

77 _JH attR1 R1

CCGGAACCAATTCAGTCGACTTCGTAGTTGGAAGGTCTCGGAG
AGGCTGCATGTCGACTGAATaacatgeattattttcggottpeg
acccgaaaataatgcatgtATTCAGTCGACATGCAGCCTTCTCTTAAAC
CGAGACCTTCCAACTACGAAGTCGACTGAATTGGTTCCGGC

CAGGAAACAGCTATGACC
GGTGTCGCAGATAAGCCTTGAG

aaaCTCGAGaacatgcattattttcgggttgeg
TCAGTCGACATGCAGCCTTCTCTTAAACG

GGGTCTAGATATCTCGAGTCATTGTTTGCCTCCCTGC

GATCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGC
AACAAATTGATAAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTATA
GAAAAGTTG

GATCCAACTTTITCTATACAAAGTTGGCATTATAAAAAAGCATTGC
TTATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAA
ATCATTATTT

TCGACCAAGTTTGTACAAAAAAGTTGAACGAGAAACGTAAAATG
ATATAAATATCAATATATTAAATTAGATTTTGCATAAAAAACAGA
CTACATAATACTGTAAAACACAACATATGCAGTCACTATG

TCGACATAGTGACTGCATATGTTGTGTTITTACAGTATTATGTAGTC
TGTTTTTTATGCAAAATCTAATTTAATATATTGATATTTATATCAT
TTTACGTTTCTCGTTCAACTTTITTITGTACAAACTTGG

3.1.12 Vektory

PENTR2B NLS-GFP-GUS
€716p

Obrazok 12. Mapa plazmidu pENTR2B fuzovaného s GFP a GUS
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(266) Acc6SI Kpnl (270)
(3842) BspQI - Sapl

Sphl (278)
Pstl (283)
{3725) Pcl Miul (285)
SnaBl (293)
BamHI (299)
EcoRI (306)
(dz0) Bsolt Ry (516)
co 1
Sall (327)
(3316) AlwNI Accl (328)
Hincll (329)
HindIIl (333)
PaeR71 - Tiil - Xhol (339)
Avrll - Styl (345)
Nhel (350)
Bmtl (354)
Xbal (356)
Alel - Pmll (367)
BstXI (369)
EcoO109I - PspOMI (374)
Apal (378)
EcoS3kI (382)
Sacl (384)
Eagl - Notl (387)
Psil (684)

Dralll (812)
BtgZI (813)

NgoMIV (913)

(2875) PfIMI

(2629) Bpul0ll
(2628) BsmBl
(2612) AsiSI

Nael (915)
(2524) EcoNI
(2486) Smal
(2484) TspMI - Xmal
BsaHl (1422)
Tatl (1479)
Scal (1481)
(2303) BspDI - Clal
(2269) Nrul

NmeAlll (1815)
Bpml (1893)
(1962) Ahdl

Bsal (1896)
Obrazok 13. Mapa plazmidu pDrive

(10 553) Eco53kI

Sac (0)

(10516) Spel |/ HindIIl (2)
(10162) Pvull \ [/ pmel g

(10 058) EcoRI | N\ /

BbsI (207)
(9757) Ncol

(9611) MIuI_

(9191) Srfl_
(9078) BStXI_

(8552) Apal
(8548) E€00109I - PSPOMI |
(8542) Xbal '\|
(8531) Kpnl -
(8527) Acc6S5I .
(8502) BspHI*
(B331) Bsu36I
(8190) PShAT —

PH7WG
(7808) RsrIl—

10 555 bp

T BsiwI (30%0)
Fspl (2423)
(7017) Xmnl
(7016) Asel
(6954) AfIIX

“BseRI (3483)
EcoNI (3519)
" Agel (3700)

_— Kasl (3991)

T Nart (3992)

Sfol (3993)
PIUTI (3995)

(6769) MauBI

(5937) BStEID |
(5723) Pwul

Hpal (5263)

Obrazok 14. Mapa plazmidu pH7WG

3.1.13 Zariadenia a pomocky
Elektroporacny systém ECM 399 — BTX (USA)

Flowbox Esco Sentinel Gold microprocessor.- Esco Senitel (Singapur)
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Fluorescencny mikroskop
Mikrotrepacka a vortex Combi-spin PCV-2400 — GrantBio (UK)
Minitrepacka Thermomixer comfort — Eppendorf (Nemecko)

Mini Gel Tank — Thermo Fisher Scientific (USA)

NanoDrop OneC — Thermo Fisher Scientific (USA)

pH meter EDGE — Hanna Instruments (USA)

Pipety research 1000; 200; 20; 10ul; 2,5 ul — Eppendorf (Nemecko)
Stereomikroskop SZX16 — Olympus (Japonsko)

Terméalny cyklér Analytik Jena GmbH - Biometra (USA)
Termalny cyklér Doppio — Avantor (USA)

Transiluminator Gel Doc EZ Imager - Bio-Rad (USA)
Ventilovana mikrocentrifiga Micro Star 17R — Avantor (USA)
Vortex Orbital shaker vortex 2 — IKA (Nemecko)

Vyrobnik l'adu GB 903 HC - Brema Ice (Taliansko)

Zdroj napatia pro elektroforézu — Biometra (Nemecko)

3.1.14 Software

ImageLab — Bio-Rad (USA)
Microsoft Office 365

SnapGene — GSL Biotech LLC (USA)
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3.2 Metédy

3.2.1 Polymerazova ret'azova reakcia

Metoda bola vyuzita pre amplifikovanie génov promotorov sledovanych IncRNA-PINT,
pIncRNA-CAM. Pouzité templaty pochadzali z genomickej DNA izolovanej z A.
thaliana. Reakcia prebiehala v 50 ul objemu reakcnej zmesi (Tab. 3) za pouzitia
termalneho cykléru so Specifickym nastavenim podmienok (Tab. 4). Vysledny produkt
bol podrobeny elektroforetickej separacii na 1 % agarézovom géli s pouzitim GelRed

farbiva a TriTrack DNA loading dye pre detekciu spravnosti amplifikacie.

Tab. 3: Zlozenie reakénej zmesi pre amplifikaciu génu

Chemikalia Objem pre 1 vzorku (ul)
5 x Phusion HF buffer 10
dNTP (10 mmol-1") 3
Forward primer (5 mmol-1") 2,5
Reverse primer (5 mmol-17) 2,5
Genomicka DNA 1
Phusion DNA Polymerase 0,5
PCR H,O 32,5
Celkovy objem 50

Tab. 4: Program termocykléru pre amplifikaciu Phusion HF polymerasou

Krok Teplota (°C) Cas Opakovanie
Pociatocna 98 30 sekiand
denaturacia
Denaturacia 98 10 sekind
Nasadanie pimerov 59 20 sekund 40 cyklov
Elongacia 72 2 minuty
Koneéna elongacia 72 10 minut
Uskladnenie 16 neobmedzeny

3.2.2 Elektroforeticka separacia na agarézovom géli
Zasobny roztok 50x TAE pufru pozostava z Trisu — (HOCH2);CNHa», acetatu a EDTA -
((CH2)2N2(CH2COOH)4. Priprava zasobného roztoku EDTA (0,5 M) pozostavala zo
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zmesi 93,05 g EDTA, rozpustenej v 400 ml deionizovanej vody. Nasledne bolo potrebné
upravit hodnoty pH za pouzitia NaOH. Po upraveni hodnoty pH = 8 bol objem
vznikajuceho roztoku doplneny na findlny objem 500 ml. Nakoniec bol roztok
autoklavovany. Pre pripravu samotného 50x TAE pufru bolo potrebné navazit’ 242 g Tris
a nasledne rozpustit v 700 ml deionizovanej vody. Dalej bolo potrebné opatrne pridat’
57,1 ml 100% kyseliny octovej a nasledne aj 100 ml predom pripraveného 0,5 M roztoku
EDTA (pH 8,0). Objem musel byt doplneny na finalny objem 1000 ml a pH pufru bolo
upravené na hodnotu pH 8,5. Takto pripraveny TAE pufor bol skladovany pri izbove;j
teplote, a po nariedeni vyuzity pre gélovu elektroforézu. Potrebny 1x TAE pufer bol
pripraveny zo zasobného 50x TAE pufru. Tento pufer je vyuzivany v procese
elektroforetickych separacnych metdd na polyakrylamidovom alebo agarézovom géli,
pre separaciu nukleovych kyselin o vel'kosti viac ako 1500 bp. Vyhodou je jeho moznost’
variability vyuzitia aj pri separacii roznych Struktir DNA ako je vysoko Spiralizovana
alebo genomickd DNA. Nevyhodou je ale jeho nizka pufrovacia kapacita, a nie je
odportucané jeho pouzitie pri dlhych separa¢nych procesoch.

Samotny roztok 1x TAE pufru vznikd nariedenim 8 ml 50x koncentrovaného
roztoku TAE pufru pomocou destilovanej H>O o objeme 400 ml. Pufor sa tiez vyuziva
nie len ako migra¢na tekutina, ale nachadza svoje vyuzitie aj v procese pripravy gélov.
Sterilizacia prebieha pomocou filtracie cez 0,22 um membranu.

Pre pripravu gélu je roztok bol potrebny roztok 1% agardzy. Ten vznikol
povarenim 4g agarézy v 1x TAE pufri o objeme 400 ml. 100 ml roztoku 1% agarézy bolo
zmieSanych s 8 pl farbiva GEL RED. Nasledne bol roztok naliaty do elektroforetickej
vanicky s hrebienkom. Z gélu bol po stuhnuti odstraneny hrebienok a gél bol presunuty
do komory elektroforatoru vyplnenej 1x TAE pufrom. Pre orientéciu pri vizualizacii bolo
potrebné pouzit' 1 kb plus DNA ladder, ktory bol pipetovany o objeme 5 ul do prvej
jamky gélu. Pred pipetovanim boli vzorky zmieSané s migra¢nym pufrom TriTrack DNA
loading dye. Na 8 ul vzorky pripadal objem 2 pl migracného pufru. Nasledne boli vzorky
pipetované do jamiek a separované 30 min pri 100 V. Vzniknuty gél bol vizualizovany
za pouzitia UV transiluminatora Gel Doc EZ Imager - Bio-Rad (USA) a vysledné snimky

boli spracovavané v programe Imagel.ab — Bio-Rad (USA).
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3.2.3 Precistenie fragmentov DNA

Amplikony ziskané PCR reakciou boli purifikované pouzitim kitu NucleoSpin Gel and
PCR clean-up (Machery Nagel). Proces prebiehal na zéklade dodaného navodu. Vzorka
bola zmieSana s ¢inidlom NTI o objeme 100 pl a nasledne bola premyvana NT3 pufrom
2x. Objem pouzitého elucného pufru bol 15 pl. Po precisteni bola vysledna koncentracia

vzorky merana pomocou zariadenia NanoDrop OneC — Thermo Fisher Scientific (USA).

3.2.4 Stanovenie koncentracie DNA

Detekcia prebiehala za pouzitia spektrofotometrického zariadenia NanoDrop (Thermo
Scientific). Pri merani bol pristroj nastaveny na detekciu dsDNA formy fragmentov pri
vinovej dizke 260 nm. Ako blank bol pouZity samostatny eluény pufer z kitu NucleoSpin
Gel and PCR clean-up (Machery Nagel). Vzorky boli pipetované na detektor o objeme 1

ul.

3.2.5 Ligacia
Inkubacia prebiehala v reakénej zmesi (Tab. 5) po dobu 2 hodin pri izbovej teplote
a nasledne pri teplote 16 °C cez noc. Pre inhibiciu enzymatickej aktivity sa vyuzila

metdda tepelnej inaktivacie inkubéciou pri 70 °C po dobu 10 minut.

Tab. 5: ZlozZenie reakénej zmesi pre ligaciu

Zlozka zmesi Objem (ul)
10x T4 DNA ligase buffer 1
T4 DNA ligasa 1
Vektor 2
PCR produkt 6
Celkovy objem 10
3.2.6 Gibson assembly

Je jednou z variant klonovania. Metoda vyvinutd doktorom Danielom Gibsonom a jeho
timom v roku 2009 na institate J. Craig Ventera. Aj ked nepatri medzi tradi¢né metody,
je pomerne jednoducha a nevyzaduje vysoku ¢asovu narocnost. Zaklada sa na vyuzivani
restrikénych enzymov v kombinacii s tymi ligaénymi. Je schopna vyuzivat' 2 a viac

fragmentov ssDNA alebo dsDNA pocas procesu klonovania, kedy ich pocCet moze
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dosiahnut az 15 réznych variant, to znamena ze je mozné ligovat' viac fragmentov
v jednom jednoduchom kroku. Dalou vyhodou tejto metody je aj fakt, Ze nie je potrebné
mat Specifické reStrikéné miesta v oblasti spojov fragmentov, a preto je mozné ligovat’
akékol'vek fragmenty takmer neobmedzene. Taktiez pri procese konjugacie nedochadza
k tvorbe ,,jaziev" — nerovnosti v mieste spojov. Cely proces konjugacie fragmentov je
zalozeny na spajani prekryvajtcich sa koncov oligonukleotidov, ktorych dizka méze byt
variabilna vo vel'kosti prekryvov od 15 do 30 bp. Ked'ze sa v nasom pripade jednalo
o jednokrokovy proces inkubacie, dochadzalo k aplikécii enzymatického mixu aktivneho
v jednom pufrovacom roztoku. Aktivnymi enzymami boli exonukleasa, polymerasa
a DNA ligasa. Funkciou vyuzivaného exonukleazového enzymu je Stiepenie a tvorba
prekryvajucich sa koncov na 3" strane pouzitej nukleotidovej sekvencie. Tento proces
Stiepenia je nepostradatelny z dévodu tvorby komplementarnych miest potrebnych pre
spravne spajanie. Polymerasovy enzym ma zabezpecit zuzovanie vol'nych medzier medzi
jednotlivymi usekmi DNA. Findlne DNA ligasa zabezpeCi vytvorenie vizieb medzi
jednotlivymi fragmentami, ¢o vedie k vytvoreniu pozadovaného konstruktu. Cely proces
prebieha pocas inkubécie v teplote cca 50 °C. Vysledny produkt moze byt nasledne
vyuzity na priame spracovanie metodou PCR bez potrebného predchadzajuceho
precistenia.

V nasom pripade sme ligovali dva fragmenty, a preto sme pouzili jednoduchsiu
metodu zahriiujucu jednostupfiovu inkubéciu a to konkrétne pri teplote 55 °C. Na cely
proces sme vyuzili High-Fidelity DNA polymerasu.

do ktorého boli pridané dve varianty fragmentov, a to DNA (plncRNA-CAM
a pIncRNA-PIN1-1) fragment avektor, ktoré museli byt navzijom v rovnomernej
ekvimolarnej koncentracii.

Metoda vyzaduje konstrukciu dlhych primerov pre svoju funkciu. Tieto Specifické
primery boli navrhnuté v programe Snapgene. Po vytvoreni tychto primerov (Tab. 1) bolo
prvym krokom pripravy amplifikovanie konstruktov plncRNA-CAM a plncRNA-PIN1-
1 pomocou jednoduchej PCR metody. Reakcia prebiehala v reakénej zmesi (Tab. 3) a za
nastavenia termalneho cykléra (Tab. 4). Nasledne bolo potrebné potvrdit' pritomnost
amplikonov. To prebiehalo metodou gélovej elektroforézy na 1% agarézovom géli za
pouzitia farbiva GEL RED. Vysledny gél bol vizualizovany pomocou UV
transiluminatora Gel Doc EZ Imager - Bio-Rad (USA) avysledné snimky boli

spracovavané v programe ImagelLab — Bio-Rad (USA). Po potvrdeni pritomnosti
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amplifikacie boli PCR produkty precistené. Takto pripravené PCR produkty mohli byt
vyuzité priamo v metdde Gibson assembly (GA).
Metoda GA bola vyuzita ako nahrada restrikéného klonovania, ktoré v pripade
pIncRNA-CAM::NLS-GFP-GUS aj pIncRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS bolo neuspesné.
Objem pipetovaného vektoru voci DNA fragmentu bol v ekvimolarnom pomere
koncentrécii vyrovnany pre zamedzenie neSpecifického zhlukovania a uzatvarania Casti
fragmentu. Reakcia prebiehala v reak¢nej zmesi (Tab. 6) pri teplote 50 °C po dobu 30

minut.

Tab. 6: Zlozenie reakénej zmesi pre Gibson assembly

Zlozka zmesi Objem (ul)
High-Fidelity DNA polymerasa 5
Fragment DNA 3,5
Vektor 1,5
Celkovy objem 10

3.2.7 LR - reakcia

Vysledkom LR reakcie bol expresny/destinacny vektor pripraveny zo vstupnych
konStruktov  obsahujucich IncRNA-CAM/PIN1-1::NLS-GFP-GUS v pENTR2B
(Obrazok 12) do vektoru pH7WG (Obrazok 14). Inkubacia prebiehala v reakénej zmesi
(Tab. 7).

Tab. 7: Zlozenie reakénej zmesi pre LR reakciu

Zlozka zmesi Objem (ul)
pENTR2B entry klon (150 ng) 5
destinaény vektor (150 ng) 1
TE pufer. pH 8,0 8
LR Clonase II enzyme mix 2

Finalna zmes bola dvakrat zvortexovana (2 sekundy) a nasledne bola kratko
cektrifugovana za pouzitia mikrocentrifiigy. Zmes bola ponechana na inkubéaciu pri
laboratorne) teplote po€as noci. Pre ukoncenie reakcie rekombinacie bolo potrebné
pridanie 1 pl proteinazy K. Nasledne musela byt reakéna zmes inkubovana po dobu 10

minut pri teplote 37 °C.
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3.2.8 Transformacia bakterialneho druhu Escherichia coli metodou

teplotného Soku

Na transforméciu boli vyuzité chemokompetentné baktérie druhu E. coli TOPI10,
skladované pri teplote -80 °C. Pred pracou boli roztopené na l'ade. K 50 pl bakterialne;
kultary bolo pipetovanych 2 pl LR reakcie, alebo 4 pl liga¢nej zmesi. Tento roztok bol
ponechany na l'ade po dobu 30 minut pre pripravu podmienok na navodenie teplotného
Soku. Po vychladeni boli baktérie inkubované pri 42 °C po dobu 30 s a ihned” potom boli
zas umiestnené do 'adu na dobu 2 minut. Nasledne bol baktériam pridany roztok SOC
média o objeme 500 pl. Zmes bola umiestnena na vyhrievanu trepacku (37 °C) a bola

inkubovana po dobu 1 hodiny pri teplote 37 °C a 400 RPM.

Po inkubacii bol cely objem zmesi v sterilnom prostredi flowboxu oc¢kovany na
pevné LB médium s obsahom kanamycinu (pre pENTR2B) alebo spectinomycinu (pre
pH7WG), akultara bola rozotreta po povrchu pomocou sterilnej sklenenej hokejky.

Naockované misky boli umiestnené do 37 °C pre inkubaciu cez noc.

Narastené kolonie boli nasledne testované pomocou PCR pre detekciu pozitivnej

transformacie.

3.2.9 Kolony PCR

Proces obsahoval postup podobny metode PCR samotnej. Narastené kolonie
transformovanych bakterialnych buniek boli ocislované. Reakcia prebiehala v reak¢ne;j
zmesi (Tab. 8) s pouzitim Specifickych primerov M13 - vSeobecné primery a Forward
primery (Tab. 1) pre amplifikovany fragment. Zmes bola nasledne pipetovanad do PCR
stripov o objeme 25 pl pre jednu jamku. Nasledne boli odoberané casti kolonii
umiestiiované do reakénej zmesi. Kazda kolonia mala samostatni jamku, ktorej Cislo
koreSpondovalo s Cislom kolonie. Nastavenie automatického termalneho cykléru bolo

Specifikované pre tento proces (Tab. 9).
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Tab. 8: ZlozZenie reakénej zmesi pre kolony PCR

Zlozka zmesi Objem (ul)
5x Go Taq pufer 10
25 mM MgCl, 1
10 mM dNTP 1
10 uM primer A 1
10 puM primer B 1
Go Taq polymerasa 0,25
H.O 31,75
Celkovy objem 50

Tab. 9: Program termocykléru pre kolony PCR Go Taq polymerasou

Krok Teplota (°C) Cas Opakovanie
Pociato¢na 95 5 minut 1x
denaturacia
Denaturacia 95 30 sekund

Nasadanie primerov 55 30 sekund 25%
Elongacia 72 1 mintta
Konecna elongacia 72 10 minat
Uskladnenie 16 neobmedzeny

Po ukonceni procesu amplifikdcie boli produkty kontrolované metodou
elektoroforézy na agar6zovom géli 1% bez pouzitia TriTrack DNA loading dye, z dovodu
ze vyuzivany pufer uz obsahoval tuto zlozku.

Kolonie u ktorych sa pomocou elektroforetickej metody detekcie potvrdila
pritomnost transformovaného konStruktu boli ockované do tekutého média pre
inkubaciu.

Z narastenej suspenznej kultury boli izolované plazmidy atie boli nasledne
nariedené na pozadovanu koncentraciu (~ 100 ng-ul') a poslané na sekvenovanie pre

potvrdenie spravnosti vlozenej sekvencie.

3.2.10 Transformacia Agrobacterium tumefaciens GV3101 pomocou
elektroporacie

Vyuzita transformacnd metdda zahriiovala pouzitie bakterialneho druhu A. tumefaciens
GV3101 skladovaného pri teplote — 80 °C. Prvotne boli baktérie rozmrazené ponechanim

na lade po dobu 10 minat. Do pripravenej kultiry bola pipetovana izolovana DNA
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destina¢ného plazmidu objeme 2 pl. Vzorky boli nasledne pipetované do kyviet, ktoré
boli predom ponechané na l'ade po dobu 30 minut. Zmes bola podrobend procesu
elektroporacie pri  podmienkach napétia rovného 1800 V a Casu trvajuceho 5 ms, po
ktorom bolo potrebné pridanie predhriateho SOC média (28 °C). Vzorky boli umiestnené
na trepacku pre nasledni inkubaciu (400 rpm, 28 °C, 2 h). Po inkubacii bola
transformovana kultira o objeme 25 ul sterilne v prostredi flowboxu ockovana na LB
agar s obsahom gentamycinu, rifampicinu a spectinomycinu. Misky boli ponechané na

inkubaciu po dobu 2 dni pri teplote 28 °C.

3.2.11 Transformacia rastlin Arabidopsis thaliana — metoda floral dip
Tekut¢ médium sobjemom 10 ml aobsahom rifampicinu, gentamycinu
a spectinomycinu bolo naockované transformovanymi bakteridlnymi bunkami A.
tumefaciens GV3101 danym kon§truktom. Transformované baktérie niesli konStrukty
plncRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS a plncRNA-CAM::NLS-GFP-GUS. Takto
pripravené bakterialne kultury boli inkubované cez noc pri teplote 28 °C na mieSacke 180
rpm.

Nasledujuci deri bol cely objem kultiry zmieSany s 50 ml LB média v sterilnych
Erlenmeyerovych bankach (200 ml). Banky boli ponechané na inkubéciu pri 28 °C a 180
RPM cez noc.

Treti den pred samotnym procesom transformacie, boli rastliny A. thaliana Col-0
premiestnené do laboratdria z prostredia fytotronu pre zabezpecenie aklimatizacie. Bolo
potrebné z nich prednostne odstranit’ SeSule a ponechat’ uz iba otvorené kvety. Proces
pripravy bolo potrebné vykonavat predCasne tak, aby boli rastliny ponechané na
regeneraciu po dobu priblizne 2 hodin. Predpripravené bakterialne kultury boli
centrifugované 10 minut pri teplote 28 °C a2 800xg. Supernatant bol odstraneny
a vznikajuci pelet bol resuspendovany v transformacnom roztoku so zlozenim: 50 ml
Mili-Q H>O, 5 g sacharoza, 50 pl Silwet L-77.

Proces transformacie spocival v namacani kvetov do pripraveného
transformacného roztoku/média A. tumefaciens po dobu asi 8 sekund. Rastliny boli

zabalené do tmavého igelitového obalu pre zabezpecenie tmy a vlhkosti cez noc.

Dalsi defi bol z rastlin odstraneny igelitovy obal. Nakoniec bolo potrebné rastliny

zaliat’ a umiestnit’ do fytotronu.
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3.2.12 Spracovanie, sterilizacia a vysievanie semien transformovanych

rastlin Arabidopsis thaliana

Pozbierané semena transformovanych jedincov druhu A. thaliana boli primarne
sterilizované pomocou etanolu v prostredi flowboxu. Na proces sterilizacie bol vyuzity
etanol o koncentracii 70% a 100%. Semena boli nasypané do Eppendorf tib 2 ml.
Nasledne bol pridany 70% etanol o objeme 1 ml na dobu 8 min. Semena boli pocas
procesu sterilizacie premieSané. Nasledne bol prvy sterilizacny roztok odpipetovany a bol
aplikovany etanol o koncentracii 100% na dobu pdsobenia 8 min. Po uplynuti doby
pdsobenia bol roztok odstraneny a sterilizované semena boli umiestnené samostatne na
filtrany papier pre vysusenie.

Po sterilizacii boli semena vysievané na pevné AM+ médium s obsahom
selekéného antibiotika hygromycinu. AM+ médium je vlastne MS médium s polovi¢énym
obsahom MS soli. Médium bolo ziskané zmieSanim SM soli, sachar6zy a agaru. Primarne
bol 1,1 g SM soli (0,22%) rozpustenych v 450 ml Mili-Q vody. Zmes bola neustale
mieSana a nasledne bolo potrebné pridat 5 g sacharozy (1%). Nasledne bolo pH roztoku
upravené na hodnotu pH 5,7 pouzitim NaOH a boli pridané 4g agaru (0,8%). Objem
roztoku bol doplneny na 500 ml. Zmes bola nakoniec autoklavovana, ¢o zabezpecilo aj

sterilizovanie média aj rozpustenie agaru.

3.2.13 Fluorescencna mikroskopia

Zeleny fluorescenény protein je jednym z najvyuzivanejSich reportérovych génov
v oblasti molekularnej a bunkovej bioldgie, a to aj z dovodu nizkej toxicity pre bunkovy
metabolizmus. Jeho vyuzitie je takmer neobmedzené a nachadza svoje aplikacie aj
v medicine. Vyhodnymi charakteristikami si pomerne vysoka tepelnd stabilita
a odolnost’ proteinu voci denaturujucim latkam, Co zabezpeCuje zachovanie jeho
fluorescencnych vlastnosti v roznych podmienkach. Primarne bol ziskany z tela morskej
meduzy Aequorea victoria. V dneSnej dobe uz existuje nespocet mutantnych foriem,
ktoré ale nie su dokonale charakterizované a ich zakladné vlastnosti su stale nezname.
Aj ked fluorescenéné vlastnosti tychto mutantov su vyrazne odlisné, ich Struktarne
vlastnosti st napadne totozné. Velkost proteinu je 27 kDA aje zlozeny z238
aminokyselin. Tento zeleny fluorescenény protein ma typicky wvalcovity tvar
pozostavajuci z jedenastich retazcov f — skladaného listu a jedného ret'azca Struktary o —

helixu, nachadzajuceho sa v stredovej casti, obsahujuceho dodlezité fluorescencné
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centrum (Obrazok 15). Toto centrum obsahuje aminokyselinovu sekvenciu s poradim
serin, tyrozin, glycin. Skladanie celého proteinu do finalnej Struktary je vysoko doélezité

pre jeho biouminiscencné vlastnosti. (Yang et al., 1996; Zimmer, 2002).

Obrazok 15. Terciarna Struktara GFP zlozena z jedenast’ B-skladanych listov a jednej a-helix
zavitnice s fluorescenénym centrom — chromoférom (prevzaté a upravené z Remington, 2011).

Zname varianty tohto proteinu nesu rozne vlastnosti vzhladom na vinové dizky
svetla potrebného na exitaciu. St udavané hodnoty od 490 nm do 520 nm, s maximom
v okoli hodno6t 508 - 509 nm. Zato emisné spektra doteraz znamych a testovanych
zelenych fluorescencnych proteinov nevykazuju taka Siroka §kalu, a teda rozdiel vo
vinovej dizke emitovaného svetla v oblasti ich maxim, nie je aZ tak markantny (Ward,
2005). Aplikacie zeleného fluorescenéného proteinu sa vSak v genetickych
a molekularnych §tudiach neobmedzuju iba na schopnost vizualnej lokalizacie génovych
produktov. Vdaka univerzalnosti GFP, ale aj jeho variant disponujucich réznymi
spektralnymi vlastnostami, moze byt tento protein vyuzivany aj v procesoch detekcie
bunkovych aktivit a dokonca aj v pripade Studia samotne] bunkovej organizacie.
Nachadza teda svoju aplikaciu pri procesoch sledovania transportu metabolitov a ich
interakcie. V neposlednom rade sa jeho schopnost neobmedzuje ani na skimanie
bunkovych kompartmentov, ich tvaru, mobility, ataktiez dynamického vyvoja
prebiehajuceho pocas odpovede metabolizmu na vplyvy prostredia (Hanson & Kohler,

2001).
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V nasom pripade boli pre lokalizaciu expresie konsStruktov vyuzité reportérové
gény GUS a GFP v kombinacii s nuklearnym lokalizaénym signalom (NLS). Jedna sa
o sekvenciu kratkych peptidov, ktord sa prejavuje ako jeden kompletny fragment so
schopnostou navadzania exprimovanych proteinov z cytoplazmatického priestoru do
jadra bunky. NLS samo o sebe vykazuje schopnost’ prenosu Struktury cez jadrovy obal
pomocou v iiom pritomnych poérov na zaklade prenaSacovych proteinov rodiny
importinov (Lu et al., 2021). Pre nas§ pripad transformacie konstruktov pilncRNA-CAM
a pIncRNA-PIN1-1, kedy sa jedna o dlhé nekodujuce RNA, je zname, Ze ich expresia
v organizme nedosahuje vysokej urovne. Preto je abundancia IncRNA castokrat velmi
nizka. Ak by dochadzalo k expresii reportérovych génov GUS a GFP v celej cytoplazme
prislusnych buniek, a nie len v jadre, mohlo by dochadzat k , rozptyleniu® signalu. Signal
pri detekcii by bol teda nizsi a horSie detekovatel'ny. Takto s pouzitim NLS teoreticky
zabezpecime expresiu a jej lokalizaciu koncentrovane na jednom mieste bunky — v jadre.
To by malo zabezpecit jednoduchsiu detekciu aj v pripade slabo abundantnych
produktov.

Varianta fluorescen¢nej mikroskopie bola vyuzitd pre selekciu prezivajacich
transformantov s najvysSou expresiou daného konstruktu apre jeho lokalizaciu.
Preparaty boli pripravené z rastlinnych jedincov T1 generacie, ktoré prezili selekciu. Na
pripravu preparatov bol potrebny set krycieho a podlozného skla a destilovana voda. Na

sledovanie bol vyuzity konfokalny mikroskop ZEISS LSM 900.

3.2.14 GUS farbenie

Jedna sa o enzym vyuzivany vo forme reportérového génu (gus alebo aj uidA) pre
vizualizaciu génovej expresie, pochadzajuci z bakteridlneho rodu Escherichia coli,
z kmenia K-12. Tento enzym je vyuzivany pocas histochemickych chromogénnych
(farebnych) a fluorometrickych eseji, pri vizualizécii pozitivnej genetickej transformacie.
Vzhl'adom na typy transformaénych metod kedy sa tento reporterovy systém modze
vyuzivat' nie je GUS obmedzeny ani na tranzientné, ale ani na stabilné transformacné
metody (Hull & Devic, 1995). Jedna sa o enzym zo skupiny hydrolas, kedy dochadza
k Stiepeniu substratu za pritomnosti H>O (Jefferson et al., 1986). Jeho substratmi je Siroka
Skala B-glukuronidov a B-galakturonidov, ktoré podliehaju hydrolyze vplyvom tohto
enzymu. PoCas chromogénnych eseji vizualizujucich pletivovo $pecificka expresiu, s

vyuzivané substraty X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolylb-D-glucuronid), kedy sa
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procesom hydrolyzy a néslednej oxidativnej dimerizacie za pritomnosti vzdusného
kyslika vytvara typické modré zafarbenie.

Samotny proces pripravy vzoriek pri vizualizacii GUS zahriiuje aj proces fixacie.
Ten je pocas tohto tipu vizualizdcie nevyhnutny a dokéaze cCastokrat manipulovat
vysledkami procesu farbenia. Pre priklad je mozné uviest glutaraldehyd - bezne
vyuzivana fixacna zlozka. Ten vSak vzhl'adom na kutikularny povrch listov nedokaze
dokonale prenikat do samotného pletiva. Naopak vSak v pripade stoniek je jeho
schopnost’ penetracie pletiva vyrazne vyssia. Fixacna Cast’ postupu ale zamedzuje prezitiu
sledovanych rastlinnych jedincov, ¢o je jednou z vyraznych nevyhod samotnej metddy
vizualizacie (Bottino, 2015).

Z nasho hladiska bola metdda GUS vyuzitd z dovodu vizualizacie expresie
transformovanych konStruktov v celej rastline, teda aj v nadzemnych castiach, kde je
monitorovanie GFP expresie problematické. VSeobecne su hodnoty expresie IncRNA
nizke a tato metdda je vyhodna pre potvrdenie pritomnosti aj nizkej abundancie génovych
produktov.

Vyclenené semenaciky vykazujuce GFP pozitivny signal pocas mikroskopického
sledovania fluorescencnym miroskopom, boli podrobené vizualizacnej metode GUS.
Ked'ze sa jedna histochemicku metddu je jasné ze pocas pripravy preparatov dochadza
k usmrteniu rastlinnych jedincov. Zlozkami roztoku boli substrat X-Gluc, ktory bolo
potrebné rozpustit v DMSO (Tab. 10). Reakcia prebiehala v reakénej zmesi (Tab. 11)
s obsahom substratu X-Gluc. Nutné je aj pridanie Cinidiel ako Hexokyanozelezitan
draselny - Ki[Fe(CN)s] a ferokyanid draselny - CsFeKaNs. Pridanie ferokyanidu
draselného zabezpecuje zaostrenie signalu vznikajiceho substratu s charakteristickym
modrym sfarbenim a zabrani jeho pohybu medzi bunkami.

Priprava hexokyanozelezitanu draselného spocivala v navazeni a rozpusteni 0,823
g v 40 ml H20. Po rozpusteni bol roztok doplneny na finalny objem 50 ml pre vytvorenie
zasobného roztoku (50 mM). Tento roztok bol pre pouzitie vo farbeni nasledne nariedeny
1000x. Pre pripravu zasobného roztoku ferokyanidu draselného bolo potrebné rozpustit’
1,056 g v 40 ml H>O a doplnit finalny na objem 50 ml. Pred pouzitim bol roztok taktiez
1000x nariedeny. Pre vytvorenie 0,5 M EDTA bolo potrebné rozpustit' 18,61 gramov soli
v 80 ml H20. Dalej bolo potrebné upravit hodnotu pH pomocou NaOH na pozadované
pH 8,0 aobjem bol potom doplneny na findlnu hodnotu 100 ml. Vytvorenie

pozadovaného fosfatového pufru vyzadovalo pripravu 2 roztokov. Jeden 0,2 M
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monohydrat dihyhrogénfosfore¢nanu sodného - NaH>POs x H>O, kedy bolo 24g
rozpustenych v 900 ml H>O, nésledne bol objem doplneny na pozadovani hodnotu 1000
ml. Druhym roztokom bol 0,2 M dihydrat hydrogénfosfore¢nanu sodného - NaoHPO4 x
2H»0, kedy bolo 28,4 g rozpustenych v 900 ml vody a objem bol doplneny na 1000 ml.
Samotny fosfatovy pufer vznikal zmieSanim 32 ml dihydrogénfosfore¢nanu sodného a 68
ml hydrogénfosforecnanu sodného z ich zasobnych roztokov. Nakoniec bolo potrebné
pripravit’ aj 10% Triton X-100, nariedenim 10 ml objemu Triton-X pomocou 90 ml H20.

Pouzité objemy latok prislachali findlnemu objemu pouzitému na naméacanie
rastlinnych jedincov, kedy bol objem zéavisly od pouzitého mnozstva sledovanych rastlin.

Nasledne dochadzalo k inkubacii v tme pri teplote 37 °C pocas noct, a to z dovodu
o¢akavania nizkej expresie. Reakcia bola ukoncena pouzitim 70% etanolu, v ktorom boli

rastliny ponechané na fixaciu a odfarbenie vzorky cez noc.

Tab. 10: Objemy DMSO pre rozpustenie prislusného mnozstva X-Gluc

xGluc (mg) DMSO (ul) Objem zmesi (ml)
5 50 5
10 100 10
15 150 15
20 200 20

Tab. 11: ZloZenie reakcnej zmesi pre GUS farbenie

Zlozka zmesi Objem (ml)
Hexokyanozelezitan draselny (50 nM) 1
Ferokyanid draselny (50 nM) 1
Sodna sol’ EDTA (0,5 M) 0,02
Pufer (fosfore¢nan sodny) pH 7,0 5
Triton X (10%) 1
H,O 0,78
Celkovy objem 10
3.2.15 Mikroskopia

Stereomikroskop Oympus SZX16 bol vyuzity pre detekciu transformacie a lokalizaciu
expresie pomocou metddy GUS. Predom ofarbené a fixované rastlinné selektanty T1
generacie boli vyuzité pre tvorbu preparatov zlozenych z krycich a podloznych sklicok
s obsahom chloralhydratu - C2H3Cl130; pre d’alSie odfarbenie rastlin. Ziskané snimky boli

nasledne vyhodnocované.
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4 VYSLEDKY

V tejto bakalarskej praci su ziskané vysledky a poznatky prezentované v oddelenych
podkapitolach zahfriajucich pripravu konstruktov, ich naslednu transformaciu do baktérii
s kone¢nou metddou selekcie transformovanych jedincov a spdsobom vizualizacie

lokalizacie expresie.

4.1 Priprava konStruktov

Bola ziskana genomickd DNA zA. thaliana pre amplifikaciu promotorov
IncRNA-CAM, IncRNA-PIN1-1. Jedna sa onovo anotované formy IncRNA v okoli
génov PIN a CAMEL, ktoré hraji vyznamnu rolu v procese regulacie auxinového
transportu. Kandidatne IncRNA sme nazvali na zaklade prislusného protein-kédujuceho
génu. Kandidat IncRNA-CAM sa nachadza v 3’UTR oblasti génu CAMEL, zatial' ¢o
IncRNA-PIN1-1 sa nachadza v promoétore PIN1, a tato IncRNA je podla databazy
transkribovand z oboch stran. Pre analyzu funkcnosti tychto IncRNA, sme sa rozhodli
naklonovat’ transkripéné fuzie oboch promotorov s GFP-GUS. Promotory (o dizke okolo
4 kb) IncRNA-CAM a IncRNA-PIN1-1 boli najprv boli najprv amplifikované za pouzitia
metody PCR. Nasledne boli podrobené gélovej elektroforéze za pozadovanych
podmienok s naslednou detekciou vznikajuceho gélu. Velkost jednotlivych konstruktov
charakterizovala vel'kost bendov vznikajucich po separacii v pripade pozitivneho nalezu
vyskytu (Obrazok 16). Prvy promoétor (Obrazok 16 a) tvoril silny bend. V pripade
druhého promotoru (Obrdazok 16 b) sa ale bend netvoril. Nedochadzalo teda

k amplifikacii, preto bolo nevyhnutné optimalizovat podmienky procesu.
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Obrazok 16. Elektroferogram gélovej elektroforézy pre analyzu detekcie restrikcie konstruktov a
- pIncRNA-CAM (4,1 kb), b - pInc-RNA-PIN1-1 (3,8 kb). Cerveny obdiznik vyjadruje priblizné
miesto vznikajiceho bendu pre konstrukt b, plnc-RNA-PIN1-1 (3,8 kb) v pripade pozitivnej
detekcie. Marker — 1 kb Plus DNA Ladder marker molekulovej hmotnosti. Separacia bola
prevedenana 1 % agar6zovom géli.

Pre optimalizaciu procesu a ziskanie bendu pre plnc-RNA-PIN1-1 (3,8 kb),
dohadzalo ku zmene teploty vyuzitej v kroku PCR amplifikacie, kedy bola vyuzita
optimalizovana teplota 61 °C. Tato teplota bola ziskana na zaklade testovania primerov
v teplotnom gradiente metdédou PCR. Vznikajuce produkty boli podrobené gélovej

elektroforéze na zédklade spomenutych podmienok (Obrazok 17).

M
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Obrazok 17. Elektroferogram gélovej elektroforézy pre analyzu teplotné¢ho gradientu pre primery
pouzit¢ na amplifikaciu konstruktu pIncRNA-PIN1-1 (3,8 kb). 1 — 56 °C. 2 - 57,1 °C. 3 — 58,3
°C.4-59,4°C.5-60,6 °C. 6 -61,7°C. 7 -62,9 °C. 8 - 64°C. M — 1 kb Plus DNA Ladder
marker molekulovej hmotnosti. 5, 6 — rozmedzie optimalnej teploty. Separacia bola prevedena na
1 % agarézovom géli.
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Po potvrdeni pritomnosti amplifikacie doSlo k precisteniu PCR produktov a
nasledne bola detekovana koncentracia fragmentov dsDNA.

Dalej boli PCR produkty podrobené restrikénému $tiepeniu enzymom Sall.

Dalsimi krokmi bola purifikacia aligacia produktov §tiepenia do vektoru
pENTR2B nesuceho GFP a GUS za pouzitia T4 ligasy. Vysledok procesu ligacie bol
nasledne transformovany do baktérii E. coli. Vyuzity postup transformacie, ockovania
a inkubacie kultury sa zhodoval s obsahom v sekcii Metddy. Narastené kolonie boli
pomocou metdody kolony PCR otestované na pritomnost pozadovaného inzertu
pIncRNA-CAM (739 bp), plncRNA-PIN1-1 (4,3 Kb). Vznikajuce PCR produkty boli
podrobené elektroforetickej separacii (Obrazok 18) za uvedenych podmienok separacie

a vizualizacie.

M
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Obrazok 18. Elektroferogram gélovej elektroforézy pre analyzu kolony PCR pre konstrukty
pIncRNA-CAM a plncRNA-PIN1-1 a vektrorom pENTR2B. Bola analyzovana pritomnost
fragmentov o vel'kosti plncRNA-CAM (739 bp), plncRNA-PIN1-1 (4,3 kb). M — 1 kb Plus DNA
Ladder marker molekulovej hmotnosti. Cisla znaéia jednotlivé klony bakterialnych kolonii.
Cervené obdizniky signalizuju kolonie odoslané na sekvenaciu. Separacia bola prevedena na 1 %
agardzovom géli.

Na zéklade vysledkov metddy kolony PCR, boli vybraté kolonie pre konstrukt
pIncRNA-PIN1-1 ¢. 9, 14, 15 a 17. Prisluchajuce bakterialne kolonie boli nasledne
naockované do tekutého LB média pre inkubdciu a vytvorenie suspenznych kultur.
Vznikajuce kultiry boli nasledne odoslané na komeréné sekvenovanie pre kontrolu
spravnosti konstruktu. Sekvenacia ale nepotvrdila pritomnost’ danej sekvencie.

Ani pre konStrukt plncRNA-CAM vSak nedochéadzalo k potvrdeniu pritomnosti
pozadovaného fragmentu u ziadneho z vysledkov kolony PCR. Preto boli oba konstrukty

podrobené metdde Gibson assembly ako nahrada metody restrikéného klonovania.
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Do6vodom nepotvrdenia pritomnosti konstruktu mohol byt fakt, ze v procese
klonovania mohlo dochadzat’ k tvorbe takzvanych vlasenkovych Struktur alebo inych
sekundarnych struktar. Tie mozu Casto vznikat v pripade repetitivnych sekvencii ako su
napriklad prométory. Dovodom je, ze mnohé restrikéné enzymy nestiepia DNA efektivne
na konci linearneho useku. Preto je napriklad odporacané pridanie 3-6 bazi pred miestom
restrikcie pre zvySenie ucinnosti §tiepenia. Tato kombinécia bazi je variabilna, ale treba
sa vyvarovat variantam, ktoré mozu zvySit pravdepodobnost tvorby sekundarnych
Struktar eSte viac. Druhou moznostou uUpravy postupu pre obmedzenie tvorby
spominanych Struktur je metoda klonovania Gibson assembly, ktora sme vyuzili my.

Pred aplikaciou samotnej GA bolo potrebné najprv fragmenty konstruktov
amplifikovat’ podl'a uz uvedeného postupu v Casti Metody. VSetky amplifikacie boli
Stiepené Dpnl enzymom pre odstranenie vektorov, ktoré sluzili ako templat po
amplifikacii. Za pouzitia GA boli amplifikované konstrukty - konkrétne pIncRNA-
CAM_F: + Rz z NLS-GFP-GUS v pENTR2B a pIncRNA-CAM_F; + R; z plncRNA-
CAM v pDRIVE (Obréazok 19).

PINCRNA-CAM 4.1kb B4+B1r in pDrive
3047 bo

Obrazok 19. Vektor pDrive po fuzii s konstruktom plncRNA-CAM_F; + R; z plncRNA-CAM

Nasledne boli tieto konstrukty detekované elektroforézou za uvedenych
podmienok (Obrazok 20). Velkost plncRNA-CAM_F; + Ri zplncRNA-CAM
v pDRIVE zodpovedala vel'kosti 4 200 bp a plncRNA-CAM_F> + Rz z NLS-GFP-GUS
v pENTR2B zas 5 000 bp.
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Obrazok 20. Elektroferogram gélovej elektroforézy pre analyzu produktov Gibson assembly pre
konstrukt plncRNA-CAM. Bola analyzovana pritomnost’ fragmentov 1. plncRNA-CAM_F; + R,
z pIncRNA-CAM v pDRIVE (4 200 bp), 2. plncRNA-CAM_F. + R» z NLS-GFP-GUS
v pENTR2B (5 000 bp). M — 1 kb Plus DNA Ladder marker molekulovej hmotnosti. Separacia
bola prevedena na 1 % agarézovom g¢li.

Konstrukt piIncRNA-PIN1-1 detekovany elektroforézou za uvedenych podmienok
ako pIncRNA-PIN1-1_F1 + R1 genomicka (3 900 bp) a plncRNA-PIN1-1_F2 + R2 z
NLS-GFP-GUS v pENTR2B (5 000 bp). Vysledky detekcie pritomnosti konstruktu boli
analyzované pouzitim elektroforézy na 1% agar6zovom géli za vyuzitia uz spomenutych
podmienok separacie a detekcie uvedenych v sekcii Metddy plncRNA-CAM (Obrazok
21).

M | 1

(9]
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Obrazok 21. Elektroferogram gélovej elektroforézy pre analyzu produktov Gibson assembly pre
konstrukt plncRNA-PIN1-1. Bola analyzovana pritomnost’ fragmentov 1. plncRNA-PIN1-1_F1
+ R1 zplncRNA genomicka (3 900 bp), 2. plncRNA-PIN1-1_F2 + R2 z NLS-GFP-GUS
v pENTR2B (5 000 bp). M — 1 kb Plus DNA Ladder marker molekulovej hmotnosti. Separacia
bola prevedena na 1 % agar6zovom g¢li.
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Produkty GA reakcie ktorymi boli plncRNA-CAM::NLS-GFP-GUS v pENTR2B
a pIncRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS v pENTR2B boli vyuZit¢é na vklonovanie do
pH7WG pomocou enzymu LR Clonase II enzyme mix. Vznikali konStrukty pIncRNA-
CAM::NLS-GFP-GUS v pH7WG (Obrazok 22) a plncRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS
v pH7WG (Obrazok 23).

pIncRNA-CAM_NLS-GFP-GUS in pH7WG
15 652 bp

pIncRNA-PIN1-1_NLS-GFP-GUS in pH7WG
15 453 bp

Obrazok 23. Vektor pH7WG s konstruktom plncRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS
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Produkty reakcie boli transformované do chemokompetentnych baktérii E. coli
pomocou metddy teplotného Soku. Vznikajuca kultira bola ockovana na pevne LB
médium s obsahom selekéného prvku kanamycinu. Narastené koldnie boli podrobené
metdde klony PCR a produkty tejto reakcie boli detekované na 1% agar6zovom géli.

Vysledky boli zaslané na sekvenaciu.

4.2 Transformacia konStruktov do Agrobacterium tumefaciens a floral
dip

Po potvrdeni pritomnosti boli konstrukty transformované do bakterialneho druhu
A. tumefaciens GV3101 a ockované na médium pre inkubaciu. Proces prebiehal podla
postupu uvedeného v Casti Metody.

Narastené kolonie boli vyuzité pre vytvorenie tekutych kultir pre vytvorenie
inokula¢ného média. Toto médium bolo aplikované na kvety rastlinnych jedincov A.
thaliana Col-0 pre transformovanie. Semend transformovanych rastlin boli vysiate na
pevné AM+ médium s obsahom hygromycinu pre selekciu uspesne transformovanych

linii.

4.3 Selekcia transformovanych jedincov T1 generacie a lokalizacia
expresie

Vznikajuce selektanty boli odliSené od netransformovanych jedincov vdaka vac¢§im
klicnym listom a dlh§iemu koreriu. Tieto selektované semenaciky boli pouzité na
vytvorenie mikroskopického preparatu pre sledovanie pod konfokalnym mikroskopom.
Bol detekovany nizky fluorescencny signal v Castiach koreniovej sustavy u oboch

konstruktov. Vysledky ale neboli pouzitel'né pre reprezentaciu lokalizacie.

Preto bolo nevyhnutné vyuzit metédu GUS. Ato aj z dovodu vizualizacie
expresie konstruktov v nadzemnych castiach rastliny. Metoda farbenia GUS prebiehala
podl'a zadaného protokolu. Doba trvania inkubacie vzoriek bola dlhsia, kedy dochadzalo
k inkubacii pocas noci. To malo zabezpecCit vyraznejSie zafarbenie nizko abundantnych
transformovanych plncRNA. Ofarbené jedince obsahujuce konstrukty plncRNA-CAM
a pIncRNA-PIN1-1 boli pouzité na vytvorenie preparatov pre sledovanie. Pritomnost

signalu sa potvrdila v pripade oboch konstruktov. Vysledné obrazky boli upravené.
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Transformovany konstrukt plncRNA-CAM::NLS-GFP-GUS (Obrazok 24) bol
vizualizovany za pouzitia stereomikroskopu. Pritomnost’ signalu bola viditelna v
zilnatine novovznikajucich pravych listov (Obrazok 25) a v epidermis hlavného korena
(Obrazok 26 A, D). Tento signal koncil na prechode korefi/hypokotyl. Zaujimava expresia
bola tiez detekovana v korenlovych vlaskoch (Obrazok 26 B, C). Pritomnost signalu ale

nebola potvrdena v koreniovej Spicke, apikalnom meristéme korena (Obrazok 26 D).

plncRNA-CAM::NLS-GFP-GUS

Obrazok 24. Preparat transformovaného jedinca A. thaliana T1 generacie s konsStruktom
plncRNA-CAM::NLS-GFP-GUS. Je viditeI'na cela rastlina s lokalizacou expresie konstruktu
v koreniovych vlaskoch a Zilnatine na baze mladé¢ho pravého listu. A —hlavny koreni, B — lateralny
koreni, C- semenny obal, D — korefiové vlasky, E — hypokotyl, F — kli¢ne listy, G -pravy list, H
— trichémy.

plncRNA-CAM::NLS-GFP-GUS
B

Obrazok 25. Preparat transformovanych jedincov A. thaliana T1 generacie s konStruktom
plncRNA-CAM::NLS-GFP-GUS. Na obrazkoch je mozné pozorovat dobre viditeI'né trichomy.
A, B - viditeI'né su kliéne listy dvoch jedincov. Sipka - lokalizacia expresie konstruktu v epikotyl/
zilnatine na baze mladého pravého listu.
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plncRNA-CAM::NLS-GFP-GUS

Obrazok 26. Preparat transformovanych jedincov A. thaliana T1 generacie s konStruktom
plncRNA-CAM::NLS-GFP-GUS. A - hlavny koren s badatelnou lokalizaciou expresie
konstruktu v koreriovych vlaskoch. B - expresia v korenovych vlaskoch, dochadza
pravdepodobne k precipitacii GUS vd’aka dlhému farbeniu, ¢o sposobuje tvorenie viacerych
zhlukov v jednej bunke korenového vlasku. C — ofarbena cast’ hlavného korena, lokalizacia
expresie konstruktu v povrchovych bunkach koreria a korefiovych vlaskoch. D — korefiova §picka
hlavného korena bez expresie.

Pre konstrukt plncRNA-PIN1-1::NLS-GFP:GUS (Obrazok 27). Potvrdena
pritomnost’ expresie bola aj ako v pripade konS§truktu plncRNA-CAM::NLS-GFP-GUS
v nadzemnych cCastiach rastliny. Ofarbenie bolo detekovatelné v zilnatine na baze
mladych pravych listov, v Zilnatine epikotylu po celej jeho diZke. Signal bol detekovany
az do zilnatiny bazy kli€nych listov. (Obrazok 28). Potvrdila sa pritomnost expresie
v lateralnych korenoch, konkrétne v Casti stredového valca (Obrazok 29 A, B). Expresia
bola badatel'na uz v skorych stadiach vyvinu bo¢nych korenov (Obrazok 29 C). Signal

nebol potvrdeny v primarnom koreni a ani v jeho meristématickej ¢asti (Obrazok 30).
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plncRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS

Obrazok 27. Preparat transformovaného jedinca A. thaliana T1 generacie s konstruktom
plncRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS. Je viditelna rastlina snetplnym hlavnym koreriom
s lokalizacou expresie v lateralnych koretioch a v Zilnatine na baze mladého pravého listu. A —
lateralny koreni, B — primamy koreni, C — semenny obal, D — epikotyl, E — kli¢ny list, F — mlady
pravy list, G — trichom.

IncRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS

Obrazok 28. Preparat transformovanych jedincov A. thaliana T1 generacie s konsStruktom
pIncRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS. Na obrazkoch je mozné pozorovat’ dobre viditeI'né trichomy.
A, B - viditeI'né su kliéne listy dvoch jedincov. Sipka - lokalizacia expresie konstruktu v epikotyl/
zilnatine na baze mlad¢ho pravého listu.
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plncRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS

Obrazok 29. Preparat transformovanych jedincov A. thaliana T1 generacie s konStruktom
plncRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS. A - hlavny koreni bez pritomnosti zafarbenia a zafarbeny
lateralny koreri. B — zafarbena apikalna Cast’ lateralneho koreria, kedy je badatelna expresia
konstruktu v centralnej Casti koreria a nie v pokozkovych bunkach. C — vznikajuci lateralny koreri
s pritomnostou GUS signalu.

o

Obrazok 30. Preparat transformovanc¢ho jedinca A. thaliana T1 generacie s konsStruktom
pIncRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS. Viditelny je hlavny koreri s koreriovymi vlaskami a ziadna
Cast’ nevykazuje pritomnost’ expresie konstruktu.
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S DISKUSIA

Bakalarska praca sa zaobera identifikaciou kandidatnych IncRNA, ktoré mozu zohravat
rolu v auxinovom transporte, v jeho regulacii a alternacii. Medzi vybrané sledované
varianty patria novo anotované IncRNA, nachadzajuce sa v blizkosti génov PIN
a CAMEL, nami nazvané IncRNA-PIN1-1 a IncRNA-CAM.

Z tychto variant IncRNA boli pripravené promotorové fuzie s GFP a GUS, pre
detekciu promotorovej aktivity.

V pripade pozitivnej detekcie bolo cielom aj lokalizovat miesto expresie.
Spominanymi konstruktami doslo k transformacii Arabidospis thaliana, na zaklade ¢oho
boli ziskané jedince T1 generacie. Jedince ktoré prezili metodu selekcie, boli podrobené
mikroskopickému pozorovaniu s vizualizaciou expresie za pomoci GUS farbenia.

Pocas pozorovania sme boli schopni detekovat’ expresie transformovanych
konstruktov, Co naznacuje, ze Studované kandidatne IncRNA st funk¢né. Intenzita
expresie sa vzhl'adom na rozlicné konS§trukty liSila, ale jej lokalizacia bola podobna vo
vSetkych analyzovanych nezavislych transformantoch. Tento rozdiel vznikal na zaklade
rozliénych pozicii transgénov v genome transformovanych rastlin. Minimalne 15
transformovanych jedincov bude spropagovanych do d’alSej generacie, kde sa vyberu
kandidati iba s jednou inzerciou. Nésledne v d’alsej generacii sa zo vznikajacich linii
vyselektuju homozygotne jedince.

Expresia plncRNA-PIN1-1 bola viditelnd prevazne vo vaskulature listov
(Obrazok 27 a 28) av laterarnych korefioch (Obrazok 29). Tento expresny patern
koresponduje s expresiou PIN1-1 (Adamowski & Friml, 2015). Prekvapivo oproti PIN1,
IncRNA-PIN1-1 nie je exprimovana v primarnom koreni (Obrazok 30). Ked'ze expresia
pIncRNA-PIN-1-1 v niektorych organoch kore§ponduje sexpresiou PIN1 proteinov
samotnych, navadza to na mySlienku, ze v tychto miestach tato IncRNA priamo moduluje
chovanie PIN1 proteinov. Aky je mechanizmus tejto modulacie zatial' nie je mozné
povedat bez viacerych experimentalnych dat.. Tento fakt vSak musi byt esSte hlbSie
preStudovany pre jeho pripadné potvrdenie. Hoci pozicia IncRNA-PIN1-1 vo
vzdialenejSom promotore PIN1 a fakt, ze IncRNA-PIN1-1 je transkribovana obojstranne
(IncRNA-PIN1-2 na druhom vlakne) naznacuje, ze sa jedna o enhancerovu IncRNA,
modulujucu lokalnu §trukturu chromatinu a tym transkripciu PIN1.

U konstruktu plncRNA-CAM bol signal pritomny v pokozkovych bunkach

hlavného korenia (mimo meritématickl zonu a lateralnych koretiov) (Obrazok 26) a tento
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signal koncil na hranici koret/hypokotyl (Obrazok 24). Signal bol tiez viditelny
v koreniovych vlaskoch v zilnatine na baze vznikajucich pravych listov (Obrazok 25).

Na zéklade dostupnej literatiry je expresia nasho konStruktu znova podobna
expresii génu CAMEL (Y. Wu et al., 2016). Co opit’ podporuje spravnost’ vol'by nasho
kandidata. Ked’ze dochadza k expresii v podobnych miestach, da sa predpokladat, ze nas
kandidat je teda spojeny s CAMEL kinazou a mohol by mat’ potencial ovplyviiovat jeho
expresiu.

Expresia génu CAMEL ale nebola na zéklade dostupnej literatury potvrdena
v listoch. To by mohlo byt vysvetlené¢ nedostato¢ne dlhym promdétorom vyuzitim pre

transkripénu fuziu CAMEL, ktory bol len okolo 1500 bp dlhy.
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6 ZAVER

Podarilo sa nam identifikovat' dve kandidatne IncRNA, ktoré podl'a nasich vysledkov
maju biologicku relevanciu. Dal§im krokom pre ich funkénu charakterizaciu bude
analyza promotorovej aktivity. Hlavnou otazkou je, ¢i tato aktivita je regulovana auxinom
alebo aj inym rastlinnym horménom. KIi€ové bude vytvorit mutatné linie, kde expresia
danej IncRNA bude potlacena. Vysledny fenotyp potom budeme Studovat v kontexte

auxinového transportu.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

AFB
BAM
CAMEL
CANAR
DMSO
EDTA
DNA
eRNA
dNTP
DNA
dsDNA
ER

GFP
GUS
IAA

LB
IncRNA
mRNA
ncRNA
NLS
PCR
PILS
PIN
RNA
rRNA
ssDNA
TAE
TIR
tRNA

auxin-signaling F-BOX proteiny

barely any meristem

Malectin-type LRR receptor-like kinase
Canalization-related Receptor-like kinase
dimetylsulfoxid

Etyléndiaminotetraoctova kyselina
deoxiribonukleova kyselina

enhancerova ribonukleova kyselina
2-deoxinukleosid 5-trifosfat

deoxiribonukleova kyselina

dvojvlaknova molekula deoxiribonukleovej kyseliny
endoplazmatické retikulum

Zeleny fluorescen¢ny protein (ang. Green fluorescent protein)
B-glukuronidaza

kyselina indol-3-ostova

Luria-Bretani médium

dlha nekodujuca ribonukleova kyselina

mediatorova ribonukleova kyselina

nekodujuca ribonukleova kyselina

nuklearny lokalizacny signal

polymerazova retazova reakcia

PIN-LIKES proteiny

PIN-FORMED proteiny

ribonukleova kyselina

ribozomova nukleova kyselina

jednovlaknova molekula deoxiribonukleovej kyseliny
tris-acetat-ETDA

transport ihhibitor response

transférova ribonukleova kyselina
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