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1 CILE PRACE

e Zpracovat literarni resersi s klicovymi slovy: cytokininy, metabolismus cytokinind,
cytokininové receptory, signalni draha cytokinini

e Vyklonovat promotorové oblasti Arabidopsis genti pro cytokininové receptory AHK3
a AHK4

e  Pripravit ptislusné ,.entry klony* pro systém Gateway

e Ziskat samotné kodujici sekvence receptort AHK3 a AHK4 a z téchto genti ptipravit ,,entry

klony*



2 TEORETICKA CAST
2.1 Cytokininy

Cytokininy (CK) jsou nizkomolekularni latky patiici do skupiny fytohormont, které
sehravaji klicovou roli v prub&hu Zivota rostliny (Werner & Schmiilling, 2009). Hraji ddleZitou roli
vV mnoha riznych vyvojovych a fyziologickych procesech rostliny, napt. pfi bunééném déleni
a regulaci rastu, rovnéz pii vétveni prytu a kotene. Ovliviiuji rovnéz vyvoj chloroplastt, opad listi,
reakce rostliny na stres a jeji odolnost proti patogentim (Mok & Mok, 2001). Cytokininy maji vliv na
regulaci mnoha dulezitych aspektu, které se tykaji vyvoje nadzemnich a podzemnich organu rostliny.
Piisobi-li na rostlinu vnéjsi faktory, zprostfedkovavaji cytokininy odpovédi na tyto podnéty. Patii zde
napt. svételné podminky v prytu, dostupnost zivin a vody v kofeni. Tyto aktivity pfispivaji

k dolad’ovani kvantitativni regulace rstu v rostliné¢ (Werner & Schmiilling, 2009).

2.2 Struktura cytokinini

Piirozen& se vyskytujici cytokininy jsou derivaty adeninu, které maji na pozici N°
isoprenoidni nebo aromaticky postranni fetézec (Frébort et al., 2011). Cytokininy, Které jsou
rozsifeny v ptirodé, oznaCujeme jako isoprenoidni, zatimco cytokininy aromatické byly dlouhou
dobu vyhradné syntetickymi artefakty (Barciszewski et al., 1996).

Cytokininy s nenasycenym isoprenoidnim postrannim fetézcem jsou nejrozsifenéjsi, zejména
ty s trans-hydroxylovanym N° postrannim fetézcem. Mezi tyto cytokininy patii trans-zeatin, tZ (Obr.
1) a jeho derivaty (Letham, 1963). V dormantnich semenech a v apikalnich pupenech se vyskytuje
dihydrozeatin (Mok et al., 1990). Mezi méné vyznamné zastupce cytokinini patii cis-zeatin (cZ)
a N°-(A-isopentenyl)adenin, iP (Emery et al., 1998), Obr. 2. Mezi nejznamé&jsi cytokininy se
substituovanym kruhem v pozici N® patii kinetin, Obr. 3, a N°-benzyladenin (BA), Obr. 4. Derivaty
benzyladeninu byly nalezeny v piirod¢ jiz v roce 1970 (Horgan et al., 1975). Jejich pfitomnost
v druhu Populus jim nakonec vynesla nazev topolin. Od té doby byly derivaty benzyladeninu
objeveny ve vét§im poctu druhti rostlin, napiiklad v nadorech korun rajéete nebo v hrasku
(Gaudinova et al., 2005; Nandi et al., 1989).

Cytokininy existuji v rostlinach nejen jako volné baze, ale také ve formé nukleotidl
a nukleosidii. Cytokininové baze mohou byt konjugovany s glukosou na polohach N3 N’ a N°
adeninového kruhu a na hydroxyl v postrannim fetézci. Hydroxylova skupina postranniho fetézce

mize byt také konjugovana xylosou (Turner et al., 1987).
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Obr. 1, 2, 3,4 (Sakakibara, 2006).

2.3 Metabolismus cytokinini
Pro normalni rust a vyvoj rostliny je dilezitym urcujicim faktorem homeostaza, ktera je

podminéna spravnou funkci cytokininovych metabolickych drah. Biosyntetick4 draha isoprenoidnich
cytokinind a jejich nasledné metabolické pfemény byly podrobné popsany a fyziologické disledky
zpusobené ztratou jejich funkce nebo naopak nadprodukci byly dobie zdokumentovany. Naproti
tomu informace o biosyntéze aromatickych cytokininti jsou netpln a jejich mechanismus je stale

neobjasnén (Zalabék et al., 2012; Mok & Mok, 2001).



2.3.1 Biosyntéza cytokinini
Podstatnym  krokem v biosyntéze cytokinini je reakce katalyzovana enzymy

isopentenyltransferasami (IPT), které existuji jako adenosinfosfat-IPT a tRNA-IPT (Werner &
Schmiilling, 2009). Rostliny maji dvé tfidy IPT pusobici na adeninovou c¢ast: ATP/ADP
isopentenyltransferasy (v Arabidopsis thaliana, AtIPT1 , 3, 4 — 8) a tRNA IPT (v Arabidopsis
thaliana, AtIPT2 a 9). ATP/ADP IPT jsou pravdépodobné zodpovédné za velkou ¢ast cytokininové
syntézy. Predpoklada se, Ze cytokininy typu c¢Z jsou produkovany pravdépodobné degradaci
cis-hydroxyisopentenyl tRNA a jsou tvofeny tRNA IPT (Miyawaki et al., 2006).
Dimethylallylpyrofosfat (DMAPP) nebo (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl difosfat (HMBDP) jsou
darci postrannich isoprenoidnich fetézt (Krall et al., 2002; Sakakibara et al., 2005), Obr. 5. Tyto dvé
slouceniny jsou produkovany methylerythriol fosfatovou drahou tzv. MEP drahou, lokalizovanou
v plastidech a mevalonatovou drahou tzv. MV A drahou umisténou v cytosolu (Lombard & Moreira,
2011; Laule et al., 2003).

IPT mohou syntetizovat nukleotid iP a nukleotid tZ, pokud jsou pouzity jako substraty
DMAPP nebo HMBDP (Krall et al. 2002, Sakakibara 2005). IPT vysSich rostlin vyuzivaji
prednostné ADP nebo ATP pted AMP. Uzivaji jich jako prenylové akceptory a témét vyhradné
uzivaji DMAPP jako prenylové donory produkujici isopentenylribosid-5"-difosfat (iPRDP) nebo
isopentenylribosid-5"-trifosfat, iPRTP (Sakano et al., 2004), Obr. 5. Na druhou stranu IPT
z Agrobacterium tumefaciens, Tmr (tumour morphology root) vyuziva AMP jako akceptor
a jako donor vyuziva HMBDP nebo DMAPP in vivo, Obr. 5. Pokud je pouzito donoru HMBDP, pak
vznikd tZ za pomoci Tmr. Trans-zeatin je vysoce aktivni druh cytokinin®, ktery se nachazi
v plastidech hostitelské buiiky (Sakakibara et al., 2005).

Ve vyssich rostlinach vznika pomoci trans-hydroxylace isopentenylovych typa cytokinint
tZ. Reakce jsou katalyzovany pomoci P450 monooxygenasy, CYP735A. Biochemické studie
prokazaly, ze Arabidopsis CYPT735A vyuziva iP-nukleotidy, ale rovnéz prokazaly, ze nevyuziva
nukleosidy a volné baze. Navic CYPT735A preferuje uzivani iPRMP nebo iPRDP spise nez iPRTP
(Takei et al., 2004). Poslednim krokem biosyntézy cytokinini je jejich hydrolytickd aktivace.
Existuji specifické fosforibohydrolasy (nazyvané Lonely Guy; LOG), které byly odhaleny v ryzi
(Kurakawa et al., 2007). Tato genova rodina byla rovnéz nalezena v genomu Arabidopsis (Kuroha et
al., 2009). LOG enzym je zodpoveédny za Sté€peni ribosy 5 'monofosfatu z cytokininovych nukleotid
na formu biologicky aktivnich cytokininovych volnych bazi vjednom enzymatickém kroku

(Kurakawa et al., 2007).


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1399-3054.2006.00665.x/full#b14#b14

Cytokininové nukleotidové fosfatasy mohou byt in vivo defosforylovany fosfatasami

se Sirokou substratovou specifikou, jako 5°-nukleotidasa, EC 3.1.3.5 nebo jakoukoli alkalickou
(EC 3.1.3.1) nebo kyselou fosfatasou, EC 3.1.3.2 (Chen & Kristopeit, 1981).
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Obr. 5: Schéma biosyntézy isoprenoidnich cytokinini

(Kamada-Nobusada & Sakakibara, 2009).

2.3.2 Degradace cytokinini

Enzymaticky systém schopny $tépeni na N° postrannim fetézci cytokinind byl poprvé
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objeven vroce 1971 vsurovém extraktu tabakové tkané (Paces et al., 1971). Od t¢ doby byl

prokézan v mnoha rostlinach, jako je kukufice, pSenice, topol a fazole. CKX odstraiuje isoprenoidni

postranni fetézec z IP a ze zeatinu a pfeméni je na adenin a odpovidajici aldehyd, Obr. 6 (Hare & van

Staden, 1994; Mok & Mok, 2001). Tento enzym byl pojmenovan cytokinin oxidasa. Reakce probiha

ptes cytokininovou dehydrogenaci na intermediat iminu.
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Pfitom jsou stahovany dva elektrony zenzymatického flavinového kofaktoru pomoci
elektronového akceptoru. Mnoho let se predpokladalo, Ze molekularni kyslik je dulezity pro aktivitu
CKX. Bylo ovSem zjisténo, ze fada elektronovych akceptord, jinych nez kyslik, funguji efektivngji.
Zejména se jedna o akceptory chinonového typu, kterymi jsou napiiklad 2,3-dimethoxy-5-methyl-
1,4-benzochinon (Q0) (Galuska et. al., 2001; Frébortova et al., 2004). Proto byl tento enzym
reklasifikovan jako cytokinin dehydrogenasa; CKX, EC 1.5.99.12 (Frébortova et al., 2004; Frébort et
al., 2011).

U prokaryot a eukaryot bylo prokdzano, Ze vyuzivaji flavoproteinové enzymy
k realizaci Siroké skaly oxidoreduktasovych reakci. Rodina oxidoreduktas obsahujici flavin byla
diive identifikovana na zakladé pfitomnosti FAD-vazebné domény (Fraaije et al., 1998). Clenové
této skupiny se fadi mezi enzymy s kovalentné nebo nekovalentné vazanym FAD schopnym
provadét oxidaci stejn¢ jako dehydrogenaci (Frébortova et al., 2004).

Klonovani ckx genu bylo klicovym krokem Vv objasnéni role cytokinin dehydrogenasy ve
vyvoji rostlin. Dvé laboratofe ziskaly nezavisle na sob& geny, které koduji protein v kukuiiénych
zrnech. Rekombinantni protein s CKX aktivitou byl pfipraven pomoci exprese gend z protoplastu
mechu a z kvasinek. Bylo zji$téno, Ze jejich vlastnosti jsou stejné jako u CKX kukufice (Morris et
al., 1999; Houba—Hérin et al., 1999). CKX byl charakterizovan jako ¢len oxidoreduktasové rodiny

a byla u n¢j nalezena FAD-vazebna doména S kovalentné vazanym flavinem (Bilyeu et. al., 2001).

CH,

HN=CHz=CH=C NH,
N s CH
N7 3
< | > 7-? |\ ‘> + O=CH=CH=C.
\N N CHQ
H
Isopentenyladenin FAD FADH, Ademn 3-Methyl-2-butenal

Obr. 6: Degradace cytokininu katalyzovana CKX
(Schmiilling et al., 2003).

2.4 Cytokininové receptory

V minulosti bylo vynaloZeno intenzivni Usili knalezeni proteinu schopného vazat
cytokininy, ktery by hral dulezitou roli v Cytokininovém signalnim pienosu. Mozny kandidat byl
nalezen v Arabidopsis. Jednalo se o receptor CKI1 histidin (His)-kinasu, ktery se zdal byt zapojen do
cytokininové signalizace. CKI1 byl ovSem schopen regenerovat pryt i pfi nedostatku cytokinind.
Nasledné bylo zjisténo, ze CKI1 pracuje v pocate¢nich krocich cytokininové signalizace (Kakimoto,
1996). V roce 2001 Yamada et al. objevili, definitivné prokazali, ze CKIl neni schopen vazat

cytokininy, a proto nemtize pusobit jako receptor.
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V roce 2001 byl v A.thaliana objeven prvni cytokininovy receptor. Tento prvni protein
slouzil jako cytokininovy senzor a byl pojmenovan CRE1/AHKA4. Tento receptor byl schopen
pfenaset signal pfes membranu (Suzuki et al. 2001; Yamada et al. 2001, Inoue et al. 2001).
CRE1/AHK4 je primarnim receptorem, ktery vaze velmi specifickym zptisobem nejen ptirodni, ale i
syntetické cytokininy. Kromé iP, tZ, BA vaze také thidiazuron patfici mezi mocovinové derivaty
(Yamada et al. 2001).

Diky genomové sekvenéni databazi Arabidopsis byly nalezeny ostatni receptory (AHK2,
AKH3). cDNA kazdého receptoru byla potvrzena sekvencovanim a klonovanim (Imamura et al.
1999). Ukazalo se, ze AHK3 hraje ptevladajici roli v riznych aspektech vyvoje prytu véetné
regulace listd, vyvoje chloroplastl, senescence listl a rezistence na ultracervené svétlo. Naproti tomu
CRE1/AHK4 receptor ma primarni vyznam ve vyvoji kofene a tkanové kultury (Inoue et al., 2001).

Primarni struktura vSech tfi receptorti obsahuje dvé az tfi transmembranové domény na
N-terminalni ¢asti. Nasleduje extracelularni tzv. CHASE doména (cyclase/histidine-kinase-
associated sensory extracellular), dale pak pienasecova (HK, histidin kinasova) doména a dvé
ptijimajici domény (RD, reciever domain). Extracelularni CHASE doména (dlouha asi
250 aminokyselin) obsahuje vazebna mista pro cytokininy (M&honen et al., 2000). CHASE doména
byla nalezena v rostlinach, cyanobakteriich a proteobakteriich. Bylo zjisténo, ze pouze rostlinna
CHASE doména miZe rozpoznavat cytokininové ligandy. Bakterialni CHASE domény
pravdépodobné rozpoznavaji jiné typy ligandt (peptidové ad.) Tyto rozdily jsou zpusobeny
zménami V aminokyselinové sekvenci ve vazebném misté domény (Heyl et al. 2007).

Romanov et al. v roce 2006 testovali vazbu tZ k vektorim AKH3 a AHK4. Zjistili, Ze tato
vazba je zavisla na pH. AHK3 byla vice citliva na zménu pH nez CRE1/AHK4. AHK3 méla
piiblizné 10krat niz$i afinitu k iP a jeho ribosidim, ale disponovala vys$si afinitou k dihydrozeatinu
nez AKH4. Dale bylo zjisténo, ze cytokininové ribosidy (tZR, iPR) a ¢Z mély v testu vazebnou
aktivitu k AHKS, ktera vsak byla nizsi nez k tZ.

2.4.1 Lokalizace receptorii
Cytokininové receptory byly rozsahle studovany s ohledem na jejich specifické funkce,

biochemické vlastnosti a expresni schémata. Jejich subcelularni lokalizace a molekularni funkce
nejsou stale plné stanoveny (Higuchi et al., 2004). Véfilo se, Ze CK receptory jsou umistény
prevazné v plasmatické membrané spolu s CHASE doménou, kterd je vystavena do apoplastu
(Dortay et al., 2008). Spojeni AHK3 se zelenym fluorescencnim proteinem (GFP; green fluorescent
protein) poskytlo dikaz o lokalizaci receptoru Vv protoplastu plasmatické membrany (Kim et al.,
2006).

V roce 2011 Caesar et. al. zkoumali lokalizaci receptori pomoci spojeni GFP proteinu
s AHK3 (AHKA4) receptory.
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Fluorescenéni  signal byl nejintenzivngjsi v ER. Umisténi AHK3 (AHK4)
v endoplasmatickém retikulu ma hlavni dusledky pro pojeti cytokininového vnimani
a signalizaci v rostliné. Soucasné udaje ukazuji, ze vazba cytokininu na CHASE doménu neni
orientovana do apoplastu, jak se diive pfedpokladalo, ale je vystavena do lumen ER. Naopak
C-konec kinasové domény je vystaven do cytoplasmy. Doména po aktivaci pievede fosforylovany
zbytek do nukleocytoplasmy na histidin fosfopienasecovy protein (Caesar et al., 2011).

Navic biochemické studie cytokininovych receptori ukazaly, Ze se jejich maximalni
hormonalni vazebnd aktivita nachdzi v blizkosti neutradlniho nebo alkalického pH. Tato hodnota je
charakteristicka pro cytoplasmu a endoplasmatické retikulum, ale neni typicka pro apoplast. Tato
myslenka vede k zavéru, ze cytokinové receptory mohou mit funkci uvniti buiiky (Romanov et al.,
2006).

Z uvedenych pozorovani vyplyva, ze je tieba piehodnotit soucasny model cytokininové
signalni drahy a cytokinového vnimani a otevira se nova perspektiva pro hormonalni buné¢ny pienos

Vv rostlin¢ (Caesar et al. 2011).

2.5 Signalni draha cytokinini

Vnimani extracelularnich podnéta spole¢né s naslednym pienosem signalu je nezbytné pro
aklimatizaci a pteziti organismu za nepiiznivych vnéjsich podminek (Parkinson & Kofoid, 1992).
Cytokininy jsou vnimany pomoci tfi histidin kinas - CRE1/AHK4, AHK2, AHKS3
(u Arabidopsis), které zahajuji intracelularni fosfatovy ptenos. K vyvolani fosforylace proteinu se
Casto vyuziva regulaéniho mechanismu pienosu extracelularnich a intracelularnich signalt
(Kakimoto, 2003).

U bakterii se vyuzivad fosforylace na dusikovy atom histidinového (His) zbytku
a na acylovou skupinu aspartatového (Asp) zbytku (Klumpp & Krieglstein, 2002). Prokaryoticky typ
intracelularniho signalniho mechanismu je nazyvan ,histidin-aspartatovy (His—Asp) fosfatovy
systém‘ nebo dvouslozkovy regula¢ni systém (two—component regulatory systém) nebo-li TCS
(Appleby et al., 1996). Dvouslozkovy systém se sklada ze dvou proteind, histidin kinasy a regulatoru
odpovédi (RR, response regulator). RR jsou charakterizovany ptitomnosti piijimajici domény. Kdyz
histidin kinasa zaregistruje signal v pienaseCové doméné zacne autofosforylace His zbytk.
Fosfatova skupina je pfevedena na piijimajici doménu Asp zbytku (Kakimoto, 2003), Obr. 7.
systém. V téchto systémech je senzorem histidin kinasa, ktera navic nese piijimajici doménu.
Soucasti systému jsou rovnéz HPt domény, které obsahuji fosforylovany His zbytek, ktery se také
podili na fosfatovém ptenosu (Kato et al., 1997). Dvouslozkova signaliza¢ni kaskada je zahajena
vazbou biologicky aktivnich cytokininit na CHASE doménu histidin kinasového receptoru (AHK)

a autofosforylaci His — zbytkd v protein kinasové doméné.
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Fosfatova skupina je pfenesena na pfijimajici doménu Asp — zbytku a posléze na AHP
protein (Arabidopsis histidin phosphotransfer protein), Obr. 8. Dalsim krokem je pfenos signalu na

regulator odpovédi (Werner & Schmiilling, 2009).

(A)

Vstupni ATP Pi Pi )
signal ff-_\ / Vystup

P (P) /
H o

Vstupni PrenaSefova Prijimajici  Vystupni

doména doména doména (efektorova)

doména
Histidin kinasa Regulator odpovédi

Obr. 7: Obecny model dvouslozkového systému (upraveno z Kakimoto, 2003).

Zpétnovazebna
inhibice

Typ-B Typ-A
ARR ARR
/X g ,N N

\ \
|\ / \ 4
-@O 3

X ‘ q] X
.
WA
Cilove geny \ f

CJ Efektorovy

protein

Obr. 8: Schématicky model pienosu cytokininového signalu (upraveno z Werner & Schmiilling,
2009).
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2.5.1 Regulatory odpovédi (ARR)
Kone¢nym vystupnim prvkem TCS v rostliné je regulator odpovédi (Schaller et al., 2002).

Arabidopsis ma 22 genti regulatori odpovédi, které jsou rozdéleny do dvou skupin na zakladé jejich
struktury. Arabidopsis regulator odpovédi (Arabidopsis Response Regulator) rozliSujeme jako typ-A
a typ-B, Obr. 9. Jedenact zastupcitypu A je tvofeno hlavné pfijimajici doménou s kratkym
roz§ifenim na N- a C- terminalnim konci. Naproti tomu, jedenact zastupci typu B obsahuje na C-
terminalnim konci kromé pfijimajici domény (receive domain) také vystupni (output) doménu. Tyto
dva druhy regulatord odpovédi reaguji odlisn¢ na cytokininy. A-typ ARR je zavisly na piisobeni

cytokinint, kdezto B-typ ARR na nich zavisly neni (Imamura at al., 1999).

2511 B-typ ARR

Typ-B ARR se sklada zpfijimajici domény, C-terminalni proménlivé oblasti
a C-terminalniho rozsieni. Posledni jmenované C-terminalni rozsifeni nese GARB doménu. GARB
doména byla identifikovana jako doména specifickych transkripcnich faktort. Byla pojmenovana
podle nalezeni v GOLDEN2 kukufici a Psrl Chlamydomonas (Riechmann et al., 2000). ARR
se nachazeji v jadtre. Fosforylovany AHP pienese do jadra fosforylovanou skupinu na typ-B ARR
obsahujici fosfatovy akceptor s aspartatovym zbytkem (Hwang & Sheen 2001). Fosforylovany typ-B
ARR slouzi jako transkripéni aktivator a indukuje cytokininové cilové geny. ARR1, ARR2 a ARR10
jsou schopny aktivovat transkripci nékolika A-typtt ARR nezavisle na exogennich cytokininech.
Napiiklad nadbytek ARR1 v transgennich rostlinach Arabidopsis zptisobuje piecitlivélost na
cytokininy ve fazi generace prytu, inhibuje kofenové dlouzeni a aktivuje genovou expresi nékolika
ARR typu-A (Sakai et al., 2001). ARR2 zptsobuje napodobovani ucinki cytokinini a podporuje
bunécné déleni a prytové formovani tkanové kultury, a to i pii absenci exogennich cytokinini
(Hwang & Sheen, 2001). Exprese ARR1, ARR2, ARR10 a ARR11 je detekovana ve vSech tkanich
rostliny, ale nachazeji sev jejich riznych ¢astech. ARR1 a ARR2 se ptevazné projevuji v kofenech,
ve kterych jsou ARR10 a ARR1l tézko zjistitelné. ARR B-typu mohou byt odpovédny za
cytokininovou akci Vv riznych typech bunék nebo mohou pisobit v dvouslozkové signalni draze
(Lohrmann et al., 1999).
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2512 A-typ ARR
A-typy regulatorit odpovédi se skladaji hlavné z ptijimajici domény a kratkého rozsifeni na

N- a C- konci bez typické vystupni domény (Vision et al., 2000). Toto rozsifeni je zodpovédné za
jadernou lokalizaci ARR7 (Imamura et al., 2001). Subcelularni umisténi jinych ARR A-typu je
cytosolické, jaderné nebo oboji, v zavislosti na genu a na vyvojovych podminkach (Imamura et al.,
2001; Hwang & Sheen, 2001). ARR22 je vice podobna pfijimajici domén¢ hybridni histidin kinasy
nez ostatni regulatory odpovédi (Schaller et al., 2002). Pomoci cytokininii je velmi rychle a
specificky ziskana exprese ARR3 az ARR9. Ztoho vyplyva, ze tyto A-typy ARR geni jsou
primarnimi cilenymi reakcemi cytokininia pfipadné mohou byt zapojeny do cytokininové
signalizace (Kiba et al., 1999).

Exprese ARR A-typu je nejvyssi v kofenech, ale piepisy byly zjistény ve vSech dospélych
organech rostliny. Objevuji Se vSak rozdily mezi jednotlivymi geny. Transkript ARR5 je hojny
Vv prytu a kofenovém apikalnim meristému. Exprese ARR4 a ARR5 se zvySuje suchem, slanosti nebo
chladem, coz svédéi o molekularnim spojeni mezi stresem a cytokinovou signalizaci (Urao et al.,
1998). V protoplastech se pifechodné expresni systémy fizené ARR4, ARR5 a ARR7 chovaji jako
negativni regulatory. Tim poskytuji negativni zpétnovazebny mechanismus v cytokininové
signalizaci. Tyto odlisné cilové geny ARR a relativni stupen negativni regulace by mohly ovlivnit
specificky signaliza¢ni mechanismus, ktery zprostiedkovava cytokininové reakce v riznych typech

bun¢k béhem vyvoje a rustu rostliny (Hwang & Sheen, 2001).

2513 APRR
Rozsahlé analyzy genomové sekvence Arabidopsis odhalily piitomnost deviti gent

kodujicich ARR proteiny. Byly nazvany regulatory pseudo-odpovédi (Arabidopsis pseudo-response
regulators), APRR1 - APRR9 (Makino et al., 2000), Obr. 9. APRR2 a APRR4 nese GARP doménu
(Strayer et al., 2000). I pies vyznamné rozdily v sekvenénim uspoiadani ma mnoho APRR Asp
zbytek ve svém chranicim motivu, a proto mohou stile pisobit jako konecné vystupy
ve dvouslozkové fosfatové draze rostlin. Soucasti APRR1 je C- terminalni doména tzv. CONSTANS
motiv (CO), ktera je pravdépodobné zodpoveédna za jadernou lokalizaci. Neékteré APRR proteiny
obsahuji C-terminalni motivy bez CO (CONSTANS) transkrip¢nich faktort (Makino et al., 2000).
Exprese téchto ¢lenti rodiny APRR1/TOCI1 je pod kontrolou koordinovanych cirkadiannich rytmt na
urovni transkripce, takze APRR-mRNA se za¢ne hromadit postupné po rozednéni Vv intervalech po
2-3  hodinach v pofadi: APRR9— APRR7 — APRR5— APRR3— APRR1/TOC1, vzhledem
k 24 hodinové fotoperiod¢ (Makino et al., 2001). Tyto rytmické udalosti transkripce APRR byly
navrzeny jako zaklad pfedpokladajici cirkadianni hodiny v Arabidopsis (Matsushika et al., 2000).
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Obr. 9: Piehled regulatori odpovédi a regulatort odpovédi jako proteini v Arabidopsis
(Hwang et al., 2002); tmavé Seda — A-typ (11gend), svétle Seda — B-typ (11 genn),

Sedava — regulatory pseudo-odpovédi.

2.5.2 AHP proteiny
V Arabidopsis thaliana bylo nalezeno sest AHP genid: AHP1 — AHP5 proteint, které

obsahuji His zbytek, jez je nutny pro fosforylaci. APHP1/AHP6 koduje protein bez His zbytku
(Suzuki et al., 2000). Pé&t AHP genu kodujicich tyto proteiny obsahuje vysoce konzervovany
XHQXKGSSXS motiv, ktery je odpoveédny za His-Asp fosfatovy pienos (Hwang et al., 2002). AHP
prenasi signal z receptoru, ktery je umistén v cytoplasmatické membran¢ na ARR nachazejici se
v jadfe (Hwang & Sheen, 2001; Suzuki et al., 2000).

AHP jsou pozitivnimi reguldtory cytokininové signalizace a maji vliv na vice aspektl vyvoje
rostliny. AHP4 muze hrat negativni roli v nékterych cytokininovych odpovédich (Hutchison et al.,
2006).
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Obr. 10: Vztahovy strom zobrazujici Histidin fosfopfenasecové proteiny (Hwang et al., 2002).

2.6 Regulace vyvoje rostlin
Apikalni meristémy prytu (SAM, shoot apical meristem) obsahuji skupinu pluripotentnich

kmenovych bungk, které ovlivituji vyvoj nadzemnich organt a tkani rostliny. Rovnovaha mezi
bunécnou proliferaci a diferenciaci v SAM je kontrolovana pomoci mistnich regulatori transkripéni
sité, také pomoci externich signald a rovnéz pomoci rostlinnych hormont. Cytokininy byly dlouhou
dobu povazovany za zasadni regulatory meristematickych funkci (Skoog & Miller, 1957). Analyzy
prokazaly, ze cytokininy mohou mit regula¢ni funkci. SniZzeni obsahu endogennich cytokinint
ukazalo, ve kterych rostlinnych procesech jsou cytokininy dualezité. Pokles cytokinini mélo za
nasledek sniZeni vzniku novych bunék v SAM, stejné jako snizeni poc¢tu primordii listd. CK jsou
potfebné pro udrzeni déliciho bunécného cyklu, ale mohou se také podilet na prechodu
z nediferencovanych kmenovych bun€k na diferencované. Tvorba listd, bunéény délici cyklus
a ziskani pozadovanych poc¢ta dilkt pro normalni velikost listu jsou absolutné zavislé na piitomnosti
CK (Werner et al., 2001).

Cytokininy jsou negativnimi regulatory rustu a formovani postrannich kofenti (Werner et al.,
2003). Werner et al. v roce 2001 zjistili, ze v transgennim kofenovém meristému rostliny vznika
veétsi pocet bun€k a rovnéz odhalili, Ze se mirn¢ snizuje i délka bunck, coz mé vliv na zlepSeni
kotenového ristu. Rist primarniho kofene je spojen s rozsifenim poc¢tu meristematickych bunék, a to
poukazuje na kontrolu cytokinini nad opousténim bunék z kofenového meristému (Werner et al.,
2003).
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U mnoha rostlinnych druhii pfevazuje rist neporuseného prytového apexu, pficemz jsou
axilarni pupeny inhibovany. Tento jev se nazyva apikalni dominance. V neporuseném apexu prytu
prevazuji auxiny, které potlacuji riist axilarnich pupend. Bylo zjisténo, Ze se cytokininy projevuji az
po dekapitaci apexu, kdy mohou stimulova rist pupent (Shimizu - Sato et al., 2009). Po odstranéni
hlavniho prytu dormantni axilarni pupeny zacnou okamzit€ rist jako hlavni pryt, tim nahrazuji ztratu
apexu a Vv dusledku toho muze rostlina prezit (Shimizu — Sato & Mori, 2001). Hlavnimi organy
produkujicimi cytokininy jsou kofeny. Diive se pfedpokladalo, Ze kofenovy systém syntetizuje
cytokininy, které jsou poté transportovany do prytu pies xylém (Hopkins & Hiiner, 2004). Nyni je
znamo, ze cytokininy podporuji riist axilarnich pupenti a po dekapitaci jsou mistn€ biosyntetizovany
v nodech stonku, ale ne v kofeni (Tanaka et al., 2006). Vétveni prytu ma dualezitou ulohu pfi
vytvareni velkého mnozstvi riznych rostlinnych forem, protoze stupen apikalni dominance se lisi
Vv zavislosti na druhu rostliny. Vétveni také zalezi na stafi rostliny. Obecné plati, ze starSi rostliny
vykazuji slabsi dominanci, coz ma za nasledek kosat€jsi korunu s vétsim poctem listd a kvétd. Tyto
rostliny byvaji pak plodnéjsi. Zavisi vsak také na vnéjsich podminkach a na mnozstvi svétla a vyzivé

rostliny (Cline, 1996).

-19 -



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

e Arabidopsis thaliana

e 1% agarosa Vv 1x TAE pufru (0,04M Tris — kyselina octova, 0,01M EDTA, pH 8,0)
e EDTA

e Ethanol 70 %

e Ethanol 100 %

e Ethidiumbromid

e Isopropanol 100 %

e kyselina askorbova

e 6x Loading Dye Solution (Fermentas LIFE SCIENCES)

e Merkaptoethanol

e NaCl (chlorid sodny)

e NaHSO; (hydrogensiran sodny)

e NaOAc (acetat sodny)

e Phusion HF (Hight — Fidelity) DNA Polymerasa (FINNZYMES, USA)
e 5x Phusion HF (Hight — Fidelity) pufr (FINNZYMES, USA)
e Phusion dNTP (10 mM kazdy)

e Proteinasa K (Invitrogen)

e SOC medium

e Sterilni voda (RNAse free)

e Takara Ex Taq Polymerasa (Takara Bio Company, Némecko)
e 10x Takara Ex taq pufr (Takara Bio Copany, Némecko)

e Takara dANTP (2,5 mM kazdy)

e Tekuty dusik

e Tris/ HCI

e TE pufr (10mM Tris /HCI (pH 8,0); 1ImM EDTA)

e TOPI10 elektrokompetentni buriky (Invitrogen)
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Pouzité soupravy
e MultiSite Gateway Tree — fragment Vector Construction Kit (Invitrogen, USA)
¢ QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
e QIAprep Spin Miniprep Kit (Quiagen)

Pristrojové vybaveni

e Alpha Digi systém pro digitalni fotodokumentaci gelt
e Cool — Hotter Dry Bath Incubator (Medline Scientific limited, Némecko)
e Centriguga Combi — Spis (Biosan, Litva)

e Elektroporator ECM 399 ( BTX, USA)

e Elektroforéza, horizontalni elektroforeticka komurka
e Flow — box

e Spektrofotometr NAS 99 (ACT gene, USA)

e Inkubator (65°C), (Memmert ,Némecko)

e PC vybavené programem Bio Edit

e Stolni centrifuga Eppendorf

e Termocykler T — personal, (Biometra, Némecko)

e Tiepacka

A dalsi ptistrojové vybaveni Katedry biochemie, Oddéleni molekularni biologie.

3.2 Metody

3.2.1 lzolace genomové DNA pomoci MagMax magnetickych ¢astic
Byl pfipraven lyza¢ni pufr o objemu 10 ml, tab. 1. Rostlina Arabidopsis thaliana byla

rozdrcena v tieci misce v tekutém dusiku. K homogenizovanému vzorku byl pfidan lyzaéni pufr
(ptedehtaty na 65°C). Vzorek byl promichan a opét vlozen do inkubatoru (65°C) na dobu
45 minut. Poté byla provedena centrifugace pii 10 000 rpm po dobu 5 minut, pii teploté 4°C.
Ke 100 pl lyzatu byly pfidany 3 pl magnetickych kulicek a 70 pl 100 % isopropanolu. Lyzat byl
promichan a inkubovan 5 minut pii laboratorni teploté. Vzorky byly umistény na magnet po dobu

5 minut a poté byl odpipetovan supernatant. Bylo pfidano 150 ul 70 % ethanolu (mimo magnet).
Vzorky byly opét vloZeny na magnet a inkubovany 5 minut. Supernatant byl odpipetovan do odpadu

a jesté 2x byl zopakovan krok s ethanolem.
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Vzorky byly umistény na magnet a nechany na suseni (10 minut). Ke vzorkiim bylo pfidano 40 pl
sterilni vody (RNAse free), vzorky byly 2 minuty inkubovany pfi laboratorni teploté a byly znovu
umistény na magnet na 10 minut. Po vycCefeni byl supernatant s rozpusténou DNA piepipetovan do

nové zkumavky Eppendorf. Byla zméfena vysledna koncentrace pomoci Spektofotometru NAS 99.

Tabulka 1: Priprava lyza¢niho pufru.

NaCl 0,292 g

Tris/ HCI 0,121¢

EDTA 0,188 ¢
NaHSO, 0,059
kyselina askorbova 0,01g
merkaptoethanol 10 pl

3.2.2 Ethanolova precipitace DNA

Ethanolova precipitace byla pouzivana na zakoncentrovani DNA. Ke zméfenému objemu byl
pfidan 3 M NaOAc o pH 5,2 vmnozstvi 0 0,1X vétsi nez byl objem vzorku a 100 % ethanol
0 mnozstvi 2,5 x vétsim nez objem vzorku. Vzorek byl hodinu inkubovan v lednici pii teploté
20 °C a poté byl centrifugovan 15 minut pfi maximalnich otackach a teploté 4°C. Piebyte¢ny ethanol

byl odstranén a vzorek byl rozpustén ve 20 pl destilované vody.

3.2.3 lzolace DNA z preparativniho agarosového gelu

Pro tuto izolaci byl pouzit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Byl ptidan QC pufr
vV mnozstvi 3x vet§sim nez byl objem vzorku. Vzorek byl inkubovan10 minut pfi 50°C, nasledné byl
pfenesen do zkumavek skolonkami pro izolaci DNA. Vzorky byly centrifugovany
pfi maximalnich otackach 1 minutu, teplota 20 °C. Po centrifugaci byl supernatant odebran. Pridalo
se 750 ul PE pufru a opét nasledovala centrifugace, 1 minutu a supernatant byl opét odebran. Eluce
DNA byla provedena v nové zkumavce piidanim 30 pl destilované vody a naslednou centrifugaci

1 minutu.
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3.2.4 MultiSite Gateway 3-fragmentova metoda
MultiSite Gateway 3-fragmentovy vektorovy konstrukéni kit (MultiSite Gateway Tree-

Fragment Vector Construction Kit) umoziuje rychly a vysoce efektivni vznik expresniho klonu
obsahujiciho vybrany promotor, gen, o ktery se zajimame a kone¢nou nebo polyadenylaéni sekvenci.

Rekombinace je konzervativni a nevyzaduje DNA syntézu. DNA segmenty rekombinacnich
mist jsou zménény tak, Zze po rekombinaci att mista jsou hybridni sekvence sloZzeny z dodanych
sekvenci rodi¢ovského vektoru. Rekombinantni reakce jsou katalyzovany smési enzymu, které se
vazi na att mista. Naleznou cilova mista, §tépi je a kovalentné spoji DNA. Gateway metoda vyuziva

rekombinacni mista attB, attP, attL a attR. V této metodé se vyuziva dvou typut reakei, tzv. BP a LR.

1. BP REAKCE
V BP reakci probiha rekombinace mezi attB mistem a attP mistem, naptiklad attB1 misto
reaguje pouze s attP1 mistem, Obr. 11. Tato reakce je provadéna piislusnou rekombinasou (BP
klonasa II, Invitrogen). Zakladem je reakce mezi donorovym vektorem (pDONR) a PCR produktem
nebo ostatnimi klony obsahujici attB mista. Rekombinace mezi attB a attP misty dava vznik attL
a attR mistim na vysledném plasmidu. ,,Entry klony“ poté obsahuji vlozeny PCR produkt (gen,

promotor ¢i jinou sekvenci) a tyto klony Ize dale vyuzivat v LR rekombinaéni reakci.

attB x attP = attL x attR

sfB aftB aifP afP sl &L sffR SER
PCR produkt donorovy L entry klon vedlejsi produkt
obsahujici attB vektor
mista

Obr. 11: BP reakce (upraveno z manualu pro Gateway Technology)
Pro vytvoteni ,,entry klonu“ obsahujici 5" oblast se provede reakce mezi PCR produktem,

ktery obsahuje attB4 a attB1lr mista a pPDONR P4-P1R donorovym vektorem, Obr. 12. Vznikne tim
,»entry klon“ obsahujici attL4 a attR1 mista a 5" oblast.
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BP klonasa II
5" oblast ccdB 5" oblast ccdB

a!ﬂlﬂ-}' am—m_-'* am@-l-anm—m
D "D

pDONR P4-P1R Entry klon

PCR produkt obsahujici
produkt obsahujici vektor

attB4- a attB1r

Vedlejsi produkt

Obr. 12: BP reakce ziskani ,,entry klonu* obsahujici 5 oblast (upraveno z manualu

pro Gateway Technology).

Pro vytvofeni ,,entry klonu*“ obsahujici 3 oblast se provede reakce mezi PCR produktem,
ktery obsahuje attB2r a attB3 mista a pDONR P2R-P3 donorovym vektorem, Obr. 13. Vznikne tim
,entry klon“ obsahujici attR2 a attL3 mista a 3 oblast.

3" oblast ccdB BP klonasa IT 3’ oblast ccdB
+ <= — - Tt
\‘“-\-\__\__ _ ey

PCR produkt obsahujici pDONR P2R-P3 Entry klon Vedlejsi produkt
attB2r- a attB3- vektor

Obr. 13: PB reakce =ziskani ,entry klonu“ obsahujici 3’oblast (upraveno z manualu

pro GatewayTechnology).

Pro vytvofeni ,,entry klonu“ obsahujici kodujici oblast genu, o ktery se zajimame, se provede
reakce mezi PCR produktem, ktery obsahuje attBl a attB2 mista a pDONR 221 donorovym

vektorem, Obr. 14. Vznikne tim ,,entry klon* obsahujici gen.

ccdB Gen ccdB

BP klonasa IT

o+ > e o +

PCR produkt obsahujici pDONR 221 Entry klon Vedlejsi produkt
attB1- a attB2- vektor

Obr. 14: BP reakce ziskani ,entry klonu“ obsahujici kodujici oblast cilového genu,

o ktery se zajimame (upraveno z manualu pro Gateway Technology)
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Popsany protokol popisuje standardni vyuziti 3-fragmentového Gateway systému. V nasem
ptripadé vSak byla zvolena jina strategie, protoze jsme potfebovali piipravit N-terminalni GFP fuze
s AHK3 a AHK4 receptory. 5 oblast byla tedy vloZena do vektoru pDONR P4-P1R, ale geny AHKS,
AHK4 (véetné stop kodontl) byly vlozeny do vektoru pDONR P2R-P3. A dale byl pouzit vektor
pPDONR221 obsahujici GFP kodujici sekence.

2. LR REAKCE
V LR reakci probiha rekombinace mezi attL mistem a attR mistem, naptiklad attL1 misto
reaguje pouze s attR1 mistem, Obr. 15. Tato reakce je zprostiedkovana rekombindsou oznac¢enou
jako LR klonasa II. Pro LR reakci je zakladem ,entry klon“, ktery reaguje s cilovym vektorem
reakce. Rekombinace mezi attL a attR misty dava vznik attB a attP mistim na vysledném plasmidu.
Expresni klon poté obsahuje PCR produkt, ktery je vyuzivan v expresi. Vedlejsi produkt obsahuje

ccdB gen, ktery inhibuje rist butiky, pokud je vloZen do piislusné buniky béhem transformace.

attL x atiR — attB x attP

atfl atlL atR attR attB attB att P attP

(=, =]

entry klon + cilovy vektor — - expresni vedlejsi
klon produkt

Obr. 15: LR reakce (upraveno z manualu pro Gateway Technology).
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Pii 3-fragmentové Gareway LR reakci se kombinuji tfi vzniklé ,.entry klony* z BP reakce,

které reaguji s cilovym vektorem za vzniku expresniho klonu, Obr. 16.

5" oblast 37 oblast

PCR fragmenty amu

BP reakce
pDONR vektory

_
v
Entry klony Q -%

LR reakce

Cilovy vektor

5" oblast gen 3’ oblast

atEd wml i atiB2 =¥ atild

Expresni klon ’\/\

Obr. 16: Schéma BP a LR reakce (upraveno z manualu pro Gateway Technology).
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3.2.5 Buné¢na transformace
Elektroporace se vyuziva k vnaseni plasmidové DNA do buné€k a protoplasti. Material, ktery

je inkubovan v roztoku pufru, je vystaven vysokonapétovému elektrickému impulsu. V plasmatické
membran¢ vzniknou pory, kterymi DNA migruje do bunky (Sorokin et al., 2000). Pro elektroporaci
byly vyuzity TOP10 elektrokompetentni buiiky a SOC medium (20 g tryptonu, 5 g kvasni¢ného
extraktu, 0,5 g NaCl, 1 M KCI 2,5 ml, doplnila se H,O do 1000 ml, upravilo se pH na 7 pomoci
10 M NaOH a provedlo se autoklavovani, aby se docililo sterility. Tésné pted pouzitim se pridala
sterilni 1 M glukosa). Do TOP10 buné¢k bylo pfipipetovano potfebné mnozstvi rekombinantni smési.
Smes byla pridana do elektropora¢nich kyvet a byla ponechana 5 minut na led¢. Poté byly kyvety
postupné vkladany do elektroporatoru ECM 399, BTX, USA a byla provedena elektroporace. Po
probéhnuti elektrického impulsu 1800 V, 4-5 ms, bylo pfidano SOC médium a smés byla
prepipetovana do zkumavek Eppendorf a byla inkubovana 1-2 hodiny pti 37 °C.

3.2.6 Minipreparativni izolace plasmidové DNA

Pro minipreparativni izolaci byl pouzit QIAprep Spin Miniprep Kit (Quiagen). Principem
této metody bylo navazani DNA na filtracni kolonku. DNA byla posléze rozpusténa ve vodé
a u vzorku byla zmétena koncentrace. Postup byl proveden dle navodu. Reakcni smési byly prelity
ze sklenénych zkumavek do zkumavek Eppendorf a byly centrifugovany p#i 5000 rcf 5 minut, pii
teploté¢ 20 °C. Supernatant byl poté odstranén. K peletu bylo pfidano 250 pl pufrul a pelet byl
rozpu$tén. Dale byl pfidan pufr2, 250 ul a byl promichan, u tohoto kroku bylo nutno dodrzet dobu
4,5 minuty a poté pfidat 350 pl N3 pufru na neutralizaci. Roztok byl centrifugovan pii 20 000 rcf
10 minut. Roztok byl pftelit do zkumavek Eppendorf s membranou, které byly soucasti kitu a byla
provedena centrifugace po dobu 1 minuty. Nasledovalo odstranéni supernantu a bylo ptidano 750 pl
PE pufru (s obsahem ethanolu). Opét byla provedena centrifugace — 1 minutu. Bylo odstranéno to, co
proteklo kolonou, nezachytilo se a centrifugace byla zopakovana. Poslednim krokem bylo pfeneseni
kolonky do nové zkumavky a ptidani 30 pl destilované vody, nasledovalo opétovné stoCeni na

centrifuze. Poté zméteni koncentrace na spektrofotometru NAS 99, ACT gene, USA.
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3.2.7 PCR
Polymerazova tetézova reakce (PCR; z anglického Polymerase Chain Reaction) byla vzdy

nastavena tak, aby kone¢ny objem byl 20 pl. Principem této metody je nasyntetizovat templatovou
molekulu DNA. Pro syntézu jsou vyuzivany primery, které se paruji S DNA. Byly pouZzivany tfi typy
DNA - polymeras (Phusion HF DNA Polymerasa, Takara Ex Taq Polymerasa, Takara LA Taq
Polymerasa). DNA — polymerasy opakované syntetizuje teplatovou DNA.

Nastaveni PCR v termocykleru:

P#i pouziti Takara Ex Taq Polymrasy

Krok Teplota °C Cas Pocet cyklii
Pocatek denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 10s
Annealing 50 30s 35
Extenze 72 3 min
Kone¢na extenze 72 10 min 1

Pti pouziti Phusion HF DNA Polymerasy

Krok Teplota °C Cas Pocet cykli
Pocatek denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 10s
Annealing 50 30s 30
Extenze 72 1 min
Kone¢na extenze 72 10 min 1

Pii pouziti Takara La Taq Polymerasa

Krok Teplota °C Cas Pocet cykli
Pocatek denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 10s
Annealing 50 30s 35
Dlouzeni 72 3 min
Kone¢né dlouzeni 72 10 min 1
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Sekvence primeru pouzitych pii PCR metodé

Primery

Sekvence primeru od 5” po 3" konec

AHK3PROMGW_FW01

GGGG ACA ACT TTG TAT AGA AAA GTT GGG ACC AAG
ACT AGA GAT AC

AHK3PROMGW_REO1

GGGG AC TGC TTT TTT GTA CAA ACT TGG CAT CCA
CCACTT GAATACAC

AHK3MULTIGW_FWO01

GGGG ACA GCT TTC TTG TAC AAA GTG GAA ATG AGT
CTGTTCCATGTGC

AHK3MULTIGW_REO1

GGGG AC AAC TTT GTA TAA TAA AGT TGG TTA TGA
TTCTGT ATCTGA AGGC

AHK4PROMGW_FWO01

GGGG ACA ACT TTG TAT AGA AAA GTT GGTA AAA GGT
TAA AAG AGA AAAATG

AHK4PROMGW_FW02

GGGG ACA ACT TTG TAT AGA AAA GTT GGAA TCT CAC
ATG GCC GAC

AHK4PROMGW_REOQ1

GGG ACTGC TTT TTT GTA CAA ACT TGG CAT CACTTC
AAATGT AGGTATTC

AHKAMULTIGW_FWO01

GGGG ACA GCT TTC TTG TAC AAA GTG GAA ATG AAC
TGG GCACTC AAC

AHKAMULTIGW_REO1

GGGG AC AAC TTT GTA TAA TAA AGT TGG TTA CGA
CGA AGG TGA GAT AG

Ocekavané velikosti jednotlivych PCR produktu:

AHKS3 promotor — 1886 bp

AHK4 promotor — 3045 bp (kratsi varianta)
AHK4 promotor — 4729 bp (delsi varianta)

AHK3 gen — 3111 bp
AHK4 gen — 3243 bp
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3.2.8 Agarosova elektroforéza
Vsechny vzorky byly po PCR analyzovany pomoci elektroforézy. Elektroforéza je separacni

metoda déleni Castic na zaklade jejich elektrického naboje ve stejnosmémém elektrickém poli.
Vlivem putisobeni stejnosmérného elektrického pole se DNA fragmenty pohybuji v agarosovém gelu
tak, Ze negativné nabité molekuly DNA putuji od elektrody, ktera je zaporné nabita (katoda),
ke kladné nabité elektrodé (anod€). Do agarosového gelu je nutné ptidat ethidium bromid, jelikoz
DNA neni v gelu vidét. Ethidium bromid se interkaluje do fetézce DNA a poté ma schopnost
fluoreskovat v ultrafialovém svétle.

K separaci byl pouzivan 1% agarosovy gel v TAE pufru (0,01 EDTA a 0,4M tris pH 8).
Po sestaveni elektroforetické komirky byly nanaseny pfipravené vzorky, jako prvni byl nanaSen
marker - DNA ladder, Obr. 17 a posléze vzorky spolu s vzorkovacim pufrem (6x loading Dye
Buffer, ktery je slozen z0,03% bromfenolové modfi, 60% glycerolu, 60mM EDTA a 0,03%
xylencyanol FF) a vodou. Elektroforéza byla spusténa pii napéti 120 V 20-30 minut. DNA bylo
detekovano vizualizaci signalu ethidium bromidu pod UV svétlem Alpha Digi systému pro digitalni
fotodokumentaci gelt a obrazek byl snimén do PC vybaveného programem Bio Edit.

Pro preparativni elektroforézu byl pouzit 1% agarosovy gel a elektroforéza probihala pfi
napéti 70 V po dobu asi 1 hodiny. Po elektroforéze byl gel vyfocen a jednotlivé ,,bandy “ byly

vyfiznuty a zvaZeny.

Obr. 17: DNA marker 1 kb (Fermentas).
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3.3 Vysledky a diskuze

3.3.1 Ziskani promotorové oblasti Arabidopsis genu pro cytokininové receptory
AHK3 a AHK4

Izolace genomové DNA pomoci MagMax magnetickych ¢astic

Prvnim krokem pro ziskani promotorové oblasti byla izolace genomové DNA z rostliny
Arabidopsis thaliana. Bylo pouzito 2x 250 mg rostlin rozdrcenych v tekutém dusiku. Celkova
koncentrace DNA byla 25 ng/ul. Touto izolaci geonomové DNA byl ziskan DNA templat pro PCR
reakci. Byly pouZity specifické primery, které se paruji s templatovou DNA, v 5 oblastech cilovych
gentd, kde predpokladame pfitomnost promotord, tab. 2., viz PCR 3.2.5. Primery, které byly
pouzivany pro AHK3 promotorovou oblast: AHK3PROMGW_FW01, AHK3PROMGW_REO1
a pro AHK4 byly pouzity: AHK4PROGW_FWO01, AHK4PROM_GW_REOl. Pro zlepseni
amplifikace byly PCR reakce nastaveny s riznymi aditivy (betain, anhydrous DMSO). DMSO 1,3%

0,26 pl na 20l celkové smési a betain 1,3M 5,2 ul na 20 pl celkové smési.

Tabulka 2: Nastaveni PCR reakce po izolaci geonomové DNA.

Reakce 1 Reakce 2

Objem Objem
Komponenta  Nazev (uh) Nazev (uh)
voda 7.3 7.3
pufr 5x HF buff 4 5x HF buff 4
dNTPs dNTPs 10mM 0,4 dNTPs 10mM 0,4
DMSO anhydrous DMSO 0 anhydrous DMSO 0
betaine 5M betaine 0 5M betaine 0
FW primer AHK3PROMGW_FW01 2 AHK4PROMGW_FWO01 2
RE primer AHK3PROMGW_REO1 2 AHK4PROMGW REO1 2
PCR templat genom DNA A. thaliana 4 genom DNA A. thaliana 4
DNA
polymerasa Phusion HF 0,3 Phusion HF 0,3

Reakce 3 Reakce 4

Objem Objem
Komponenta  Nizev (nh) Nizev (1))
voda 7,04 7,04
pufr 5x HF buff 4 5x HF buff 4
dNTPs dNTPs 10mM 0,4 dNTPs 10mM 0,4
DMSO anhydrous DMSO 0,26 anhydrous DMSO 0,26
betaine 5M betaine 0 5M betaine 0
FW primer AHK3PROMGW_FW01 2 AHK4PROMGW_FWO01 2
RE primer AHK3PROMGW_REO1 2 AHK4PROMGW_REO1 2
PCR templat genom DNA A. thaliana 4 genom DNA A. thaliana 4
DNApolymerasa Phusion HF 0,3 Phusion HF 0,3
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Reakce 5 Reakce 6

Objem Objem
Komponenta Nazev (1)) Néazev (ul)
voda 1,84 1,84
pufr 5x HF buff 4 5x HF buff 4
dNTPs dNTPs 10mM 0,4 dNTPs 10mM 0,4
DMSO anhydrous DMSO 0,26 anhydrous DMSO 0,26
betaine 5M betaine 5,2 5M betaine 5,2
FW primer ~ AHK3PROMGW_FW01 2 AHK4PROMGW_FWO01 2
RE primer AHK3PROMGW_REO01 2 AHK4PROMGW_REO1 2
PCR templat  genom DNA A. thaliana 4 genom DNA A. thaliana 4
DNA
polymerasa  Phusion HF 0,3 Phusion HF 0,3

Byl pouzivan program pro Phusion HF Polymerasu.

Elektroforéza
Spravnost vysledku reakce byla ovéfena pomoci agarosové elektroforézy, Obr. 18.

Byly analyzovany 2 pl od kazdé reakce.

3000 —p |
2000 gg NI [W—

1000 —p  —

AHK3 AHK4 AHK3 AHK4 AHK3 AHK4
prom.  Prom. prom. prom. prom.  prom.

Obr. 18: Snimek zagarosové elektroforézy zobrazujici promotorové oblasti AHK3

a AHK4 gend.

Agarosova elektroforéza ukazala spravnost vysledku pro AHK3 promotor, ktery byl
pozorovatelny vdraze 1., 3., 5. Ocekavana velikost produktu AHK3 promotoru byla 1886 bp
a pro AHK4 promotor s delsi promotorovou oblasti 4729 bp. Nejlepsich vysledkd pro AHK3

promotor bylo dosazeno s ptiddnim obou PCR aditiv (reakce 5.)
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.Na zéklad¢ této PCR byly nalezeny podminky pro amplifikaci 5’upstream promotorové oblasti genu
AHK3. U AHK4 promotoru také dochazelo k amplifikaci, ale produktu bylo relativné malo.

Zvolené reakce (5 a 6) byly zopakovany v 8x vétsim objemu. Byla provedena ethanolova
precipitace, ktera slouzi k zakoncentrovani DNA a poté byla provedena preparativni elektroforéza
a izolace DNA z preparativniho gelu. Nasledné byla provedena agarosova elektroforéza pro ovéfeni
spravnosti vysledku. AHK4 promotor na gelu nebyl opét dobie vidét, coz mohlo byt zptisobeno tim,
ze tento PCR produkt je pfili§ dlouhy a PCR amplifikace neprobiha za téchto podminek p#ili§ dobfe.
Pti dalSich PCR reakcich byly proto pouzivany uz jen primery amplifikujici krat§i promotorovou
oblast (AHK4PROMGW_FW02, AHK4APROMGW_REO01), viz PCR 3.2.5, tab. 3.,

PCR reakce pro AHK4 promotor byla zopakovana s PCR produktem ptipravenym pied
preparativni PCR, tab. 2 a byly pouzity primery amplifikujici krat§i promotorovou oblast. Byly
pouzivany dvé polymerasy (Takara Ex Taq Polymerasa a Takara LA taq Polymerasa). Takara LA
Tag Polymerasa se pouziva pii amplifikaci dlouhych DNA templati. Ke zlepSeni PCR reakce byla
pouzita také aditiva (betain a DMSO).

Tabulka 3: PCR po izolaci geonomové DNA s primery pro kratsi promotorovou oblast.

Reakce 1 Reakce 2

Objem Objem
Komponenta Nazev () Nazev (ulh)
voda 11,1 5,64
pufr 10x Ex Taq buff 2 10x Ex Taq buff 2
dNTPs dNTPs mix Takara 1,6 dNTPs mix Takara 1,6
DMSO anhydrous DMSO 0 anhydrous DMSO 0,26
betaine 5M betaine 0 5M betaine 5,2
FW primer AHK4PROMGW_FW02 2 AHK4PROMGW_FWQ02 2
RE primer AHK4PROMGW_REO01 2 AHK4PROMGW_REO1 2

PCR produkt AHK4 PCR produkt AHK4
PCR templat  promotor 1 promotor 1
DNA
polymerasa  Takara Ex Taq 0,3 Takara Ex Taq 0,3
Reakce 3 Reakce 4

Objem Objem
Komponenta Nazev (1)) Nazev (uh)
voda 9,5 4,04
pufr 10x LA Taq buff 2 10x LATaq buff 2
dNTPs dNTPs mix Takara 3,2 dNTPs mix Takara 3,2
DMSO anhydrous DMSO 0 anhydrous DMSO 0,26
betaine 5M betaine 0 5M betaine 5,2
FW primer AHK4PROMGW_FW02 2 AHK4PROMGW_FW02 2
RE primer AHK4PROMGW_REO01 2 AHK4PROMGW_REO1 2

PCR produkt AHK4 PCR produkt AHK4

PCR templat  promotor 1 promotor 1
DNA
polymerasa  Takara LA Taq 0,3 Takara LA Taq 0,3
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Reakce byla provedena pomoci programu pro Takara Ex Taq Polymerasu
a Takara LA Taq Polymerasu (tyto programy probihaji stejn¢). Nasledné byly vzorky podrobeny
elektroforéze, Obr. 19. Od kazdé reakce byly testovany 2 pl.

Elektroforéza

AHK4
prom.

Obr. 19: Snimek z agarosové elektroforézy zobrazujici AHK4 promotor.

Ze Ctyt nastavenych reakci byla pozitivni pouze jedna reakce c¢islo 2 (draha 2.), teoreticka
oblast produktu byla 3 045 bp a byla tedy potvrzena pfitomnost AHK4 promotoru. Pozitivni reakce
byla u PCR produktu, ve kterém se pouZzivala aditiva, coz vyrazn¢ napomohlo ke spravnému prab¢hu
amplifikace. Nicméné u reakce, kde byla pouzita Takara LA Taq Polymerasa nedoslo ke vzniku
produktu, pro preparativni PCR tedy byla pouzita polymerasa Takara Ex Tag. Reakce byla
zopakovana v 4x vétS§im objemu a nasledné byla pouzita ethanolova precipitace, a dale byla
provedena preparativni elektroforéza a izolace DNA z preparativniho gelu. Popsanym zpiisobem se

tedy podatilo ziskat obé promotorové oblasti genti pro cytokininové receptory AHK3 a AHK4.

3.3.2 Klonovani geni AHK3 a AHKA4

PCR
Jako templaty byly pouzity osekvenované plasmidy s kompletni kodujici sekvenci obou

receptord, tab. 4. Pro AHK3 gen byly pouzivany primery: AHK3MULTIGW_FWO01,
AHK3MULTIGW _REO1 a pro AHK4 gen byly pouzity primery: AHK4MULTIGW FWOI,
AHKAMULTIGW_REOQL. Nebyla pouZzivana aditiva.
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Tabulka 4: PCR reakce AHK3 a AHK4 genu.

Reakce 1 Reakce 2

Objem Objem
Komponenta Nazev (n Nazev (n
voda 11,3 11,3
pufr 5x HF buff 4 5x HF buff 4
dNTPs dNTPs 10mM 0,4 dNTPs 10mM 0,4
DMSO anhydrous DMSO 0 anhydrous DMSO 0
betaine 5M betaine 0 5M betaine 0
FW primer  AHK3MULTIGW_FW01 2 AHKAMULTIGW_FWO01 2
RE primer AHK3MULTIGW_REO1 2 AHK4MULTIGW_REO01 2
PCR templat  plasmid: AHK3 konstrukt plasmid: AHK4 konstrukt
DNA
polymerasa  Phusion HF 0,3 Phusion HF 0,3

Byl pouzit standardni program pro Phusion HF Polymerasu.

Po probéhnuti PCR reakce byly vzorky testoviny pomoci agarosové -elektroforézy,

Obr. 20. Byly pouzity 2 ul od kazdé reakce.

3000 —p [ —— ] —— S—

2000 —p o

AHK3 AHK4
gen gen

Obr. 20: Snimek z agarosové elektroforézy zobrezujici produkty PCR reakce — geny AHK3 a AHK4

Ocekavané velikosti produkti PCR reakce byly pro AHK3 gen 3111 bp a pro AHK4 gen
3243 bp. Z gelu je patrné, ze k amplifikaci doslo, a ze ocekavané vysledky se prokazaly. Na zakladeé
této PCR byly tedy nalezeny podminky pro amplifikaci geni AHK3 a AHK4. Proto byly reakce
(1 a 2) zopakovany Vv 8x vétsim objemu pro ziskani dostatecného mnozstvi DNA pro klonovani obou
gent. Byla opét pouzita ethanolova precipitace, preparativni elektroforéza a izolace DNA
z preparativniho gelu. Po preparativni elektroforéze byly vzorky analyzovany na agarosovém gelu.

Vysledek analyzy ukazuje Obr. 21.
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AHK3
gen

AHK4
gen

Obr. 21: Snimek z agarosové elektroforézy zobrazujici AHK3 a AHK4 gen.

Po zopakovani reakce ve vétSim objemu byla potvrzena spravnost vyizolovanych geni.
V 1. draze byl ptitomen AHK3 gen a v 2. draze byl AHK4 gen.

Timto zpisobem byly ziskdny AHK3 a AHK4 geny. Takto pfipravené inzerty spolecné
s inzerty promotorovych oblasti geni AHK3 a AHK4 mohly byt dale pouzity pro rekombinace
systémem MultiSite Gateway. Prvnim krokem této metody bylo ziskani ,,entry kloni“ pomoci BP

reakce, které se dale mohly pouzivat pro vznik expresnich klont v LR reakci.

3.3.3 Priprava ,,entry klonu*“ pomoci syst¢ému Gateway
Po ziskani jednotlivych konstrukti byla provedena rekombinantni reakce. Tato reakce

spociva v rekombinaci vyizolovaného PCR produktu s donorovym vektorem (pDONR P2R-P3 nebo
pDONR P4-P1R) za pouziti enzymu a BP klonasy II, ktera nalezne cilova mista, §tépi je
a kovalentné spoji piislusné useky DNA. Pro ziskani ,,entry klonu* byly provedeny nize uvedené BP
reakce. ,,Entry klony* poté obsahuji vloZzeny PCR produkt (gen, promotor ¢i jinou sekvenci) a tyto

klony lze dale vyuzivat v LR rekombinatni reakci.

BP rekombinace

Rekombinantni reakce byly nastaveny s vyse uvedenymi PCR produkty: AHK3 gen, AHK3
promotorova oblast, AHK4 gen a AHK4 promotorova oblast. Jako donorové vektory byly pouzity:
pDONR P2R-P3 a pDONR P1R-P4. Reakce byly provedeny takto:
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1. AHKS3 gen 3 pul (200 ng) + pDONR P2R-P3 0,7ul
(175 ng) + TE pufr, pH 8, 4,3 pl + BP klonasa IT 2 pl

2. AHKS3 promotor 3 ul (200 ng) + pDONR P4-P1R 1 pl
(164 ng) + TE pufr, pH 8, 4 pl + BP klonasa II 2 pl

3. AHK4 gen 2,2 ul (200 ng) + pDONR P2R-P3 0,7ul
(175 ng) + TE pufr, pH 8, 5 pl + BP klonasa IT 2 pl

4. AHK4 promotor 3,5 pl (175 ng) + pDONR P4-P1R 0,8 pl
(128 ng) + TE pufr, pH 8, 1,7ul + BP Klonasa I 2 pl

Reakce byly nastaveny pies noc, pii 25 °C a nebyly posléze zastaveny.

Transformace

Po prob&hnuti rekombinace byla provedena elektroporace. K TOP10 elektrokompetentnim
bunkam bylo pfidano 1- 3 pl rekombinantni smési AHK3, AHK4 genu a AHK3, AHK4 promotoru.
Reakce probehla pti 1800 V, impuls probéehl pii 5 ms a do kazdé elektroporacni kyvety bylo piidano
250 ul SOC media. Reakce byly pieneseny do zkumavek Eppendorf a byly inkubovany pti 37°C. Po
inkubaci byly pfipraveny Petriho misky (4 od kazdé reakce) s LB médiem obsahujicim antibiotikum
ampicilin (Amp, vysledné fedéni 100 ug/ml). Misky byly kultivovany a narostlé kolonie byly
preockovany do 2 ml LB média. LB médium opét obsahovalo Amp. VSechny zkumavky byly

ponechany k inkubovani pii 37°C na tfepacce a byla provedena minipreparativni izolace DNA.

Minipreparativni izolace plasmidové DNA

Byla provedena izolace plasmidové DNA pomoci QIAprep Spin Miniprep Kit (Quiagen).
Z jednotlivych narostlych kolonii byla izolovana plasmidova DNA. Izolovana DNA byla posléze
pouzita jako templat pro PCR, tab. 5 pro ovéfeni spravnosti BP reakce. Primery pouzivané pro
testovani jednotlivych konstrukti, viz PCR 3.2.5:

AHK4 gen - pPDONR P2R-P3 : AHK4AMULTIGW_FW01, AHKAMULTIGW_REO1

AHKS3 gen - pPDONR P2R-P3: AHK3MULTIGW_FWO01, AHK3MULTIGW_REO01

AHK4 promotor - pPDONR P4-P1R: AHKAMULTIGW_FW04, AHKAMULTIGW_REOQ2

AHK3 promotor - pPDONR P4-P1R: AHK3PROMGW_FW01, AHK3PROMGW_REO1

Reakce 13 a 14 slouzily jako negativni kontrola a byly u nich pouzity nespecifické primery,

AHKS3 gen - pPDONR P2R-P3: AHKAMULTIGW_FWO01,AHK4AMULTIGW_REO1
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Tabulka 5: PCR po minipreparativni izolaci plasmidové DNA.

Reakce 1-6 Reakce 7-8

Objem Objem
Komponenta Nazev (ul) Nazev (ul)
voda 11,1 11,1
pufr 10x Ex Taq buff 2 10x Ex Taq buff 2
dNTPs dNTPs 10mM 0,4 dNTPs 10mM 0,4
DMSO anhydrous DMSO 0 anhydrous DMSO 0
betaine 5M betaine 0 5M betaine 0
FW primer  AHK4MULTIGW_FWO01 2 AHK3MULTIGW_FwWO01 2
RE primer AHK4AMULTIGW_REO1 2 AHK3MULTIGW_REO01 2
PCR templat  miniprep AHK4 gen 1-6 2 miniprep AHK3 gen 1-2 2
DNA
polymerasa  Takara Ex Taq 0,5 Takara Ex Taq 0,5

Reakce 9-12 Reakce - Neg. kontrolala?2

Objem Objem
Komponenta Nazev (ul) Nazev (uh)
voda 111 11,1
pufr 10x Ex Taq buff 2 10x Ex Taq buff 2
dNTPs dNTPs 10mM 0,4 dNTPs 10mM 0,4
DMSO anhydrous DMSO 0 anhydrous DMSO 0
betaine 5M betaine 0 5M betaine 0
FW primer ~ AHK3PROMGW_FW01 2 AHK4AMULTIGW_FWwWO01 2
RE primer AHK3PROMGW_REO01 2 AHK4AMULTIGW_REO01 2

miniprep AHK3 promotor
PCR templar 1-4 2 miniprep AHK3 gen 1-2 2
DNA
polymerasa  Takara Ex Tag 0,5 Takara Ex Taq 0,5
Reakce 15-20
Objem

Komponenta  Nazev (nl)
Voda 111
Pufr 10x Ex Taq buff 2
dNTPs dNTPs mix Takara 1,6
DMSO anhydrous DMSO 0
Betaine 5M betaine 0
FW primer AHK4PROM_FWO04 2
RE primer AHK4PROM_REO02 2
PCR templat BP reakce 1-6 1
DNA
polymerasa Takara Ex Taq 0,3

Byl pouzit standardni program pro Takara Ex Taq polymerasu.

Elektroforéza

Po polymerazové tetézové reakci byla provedena elektroforéza pro ovéfeni spravnosti
reakce. 14 PCR reakci po minipreparativni izolaci plasmidové DNA bylo testovano na prvnim gelu
(reakce 1-6, 7-8, 9-12, Neg. Kontrola 1 a 2), Obr. 22. A sest PCR reakci po minipreparativni izolaci
bylo testovano na druhém gelu (reakce 15-20), Obr. 23. Od kazdé reakce byly testovany 2 pl vzorku.
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Obr. 22: Snimek zagarosové elektroforézy pro kontrolu po BP reakci (testuje se piitomnost
AHK3a AHK4 gent a AHK3 promotoru).

Ze 14 vzorku byly pozitivni pouze dva, 4. draha zobrazuje AHK4 gen a 10. draha zobrazuje AHK3
promotor. AHK3 gen se nepodaiilo vtomto kroku ziskat. VVzorky vel3. a 14. draze slouzily jako
negativni kontrola, coz se projevilo nezobrazenim ,,bandu®. Tim byla potvrzena ptitomnost AHK4
genu (3243 bp) a AHK3 promotoru (1886 bp).
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Obr. 23: Snimek z agarosové elektroforézy zobrazujici AHK4 promotor.
U ,entry klonu“ pro AHK4 promotor byla z Sesti nastavenych reakci pozitivni pouze

jedna. Podle zvolenych primerd mél vzniknout produkt kolem 3 kb, coz je nejlépe pozorovatelné

u prvniho vzorku (draha 1.).
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Z divodu nizké pozitivity byly provedeny dalsi rekombinantni reakce s AHK3 genem a promotorem.
Problémem mohlo byt nezastaveni rekombina¢ni reakce pridanim enzymu proteinasy K. Ke vSem
naslednym Ctyfem rekombinantnim smésim byl proto ptidan 1l proteinasy K, z divodu potireby
zastaveni této reakce. Problém rovnéz muze nastat, pokud je mnoho DNA, které pak muze inhibovat

enzym a reakce potom neni efektivni.

Rekombinantni reakce

5. AHK3 gen 3 pl (200 ng) + pDONR P2R-P3 0,7ul
(175 ng) + TE pufr, pH 8, 4,3 pul + BP klonasa IT 2 pl

6. AHKS3 promotor 3 ul (200 ng) + pDONR P4-P1R 1 pl
(164 ng)+ TE pufr, pH 8, 4 ul + BP klonasa I1 2 pl

Reakce byly nastaveny pies noc pii 25 °C. Tentokrat byly reakce zastaveny piidanim

1 pl proteinasi K, 37°C, 10 minut.

Transformace

Byla provedena elektroporace za pouziti TOP10 elektrokompetentnich bunék
a SOC media. Byl pouzit 1ul z kazdé smési AHK3 genu, AHK3 promotoru. Bylo nutné, aby impuls
probéhl pii 5 ms. Pii probéhnuti impulzu béhem 4 ms nedochazelo k Zzadnému nartistu kolonii na LB
médiu s antibiotikem. Byly ptipraveny Petriho misky pro kazdou BP reakci, po naneseni smési na
misky byly inkubovany pii 37°C. Po kultivaci byly jednotlivé kolonie pieneseny do sklenénych
zkumavek s2 ml LB media s Amp. Nasledné byla provedena izolace plasmidové DNA, ktera

slouzila jako templat pro PCR reakce pro ovéteni spravnosti.

Primery pouzité pro PCR reakci byly:
AHKS gen — pDONR P2R-P3: AHK3MULTIGW_FW01, AHK3MULTIGW_REO01
AHKS promotor - pPDONR P4-P1R: AHK3PROMGW_FW01, AHK3PROMGW_REO1
tab.6, viz PCR 3.2.5
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Tabulka 6: PCR po minipreparativni izolaci DNA.

Reakce 1-3 Reakce 4-6

Objem Objem
Komponenta Nazev (ul) Nazev (ul)
voda 11,1 11,1
pufr 10x Ex Taq buff 2 10x Ex Taq buff 2
dNTPs dNTPs mix Takara 1,6 dNTPs mix Takara 1,6
DMSO anhydrous DMSO 0 anhydrous DMSO 0
betaine 5M betaine 0 5M betaine 0
FW primer  AHK3MULTIGW_FW01 2 AHK3MULTIGW_FWwWO01 2
RE primer AHK3MULTIGW_REO1 2 AHK3MULTIGW_REO01 2
PCR templat BP1 AHK3 gen 1 BP2 AHK3 gen 1
DNA
polymerasa  Takara Ex Taq 0,3 Takara Ex Taq 0,3

Reakce 7-9 Reakce 10

Objem Objem
Komponenta Nazev (ul) Nazev (uh)
voda 111 11,1
pufr 10x Ex Taq buff 2 10x Ex Taq buff 2
dNTPs dNTPs mix Takara 1,6 dNTPs mix Takara 1,6
DMSO anhydrous DMSO 0 anhydrous DMSO 0
betaine 5M betaine 0 5M betaine 0
FW primer ~ AHK3PROMGW_FW01 2 AHK3PROMGW_FW01 2
RE primer AHK3PROMGW_REO01 2 AHK3PROMGW_REO1 2
PCR templat BP5 AHK3 prom 1 BP6 AHK3 prom 1
DNA
polymerasa  Takara Ex Taq 0,3 Takara Ex Taq 0,3

Byl pouzit program pro Takara Ex Taq Polymerasu.

Elektroforéza

Byla provedena elektroforéza pro ovéfeni pozitivity PCR reakei, Obr. 24.

Obr. 24:
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Z 12 vzorku byly pozitivni ¢tyfi. Byla opét potvrzena ptitomnost AHK3 promotoru a nové
byla potvrzena pritomnost AHK3 genu. Timto bylo ovéfeno, ze BP reakce probéhla spravné a doslo
ke vzniku vSech hledanych ,entry klond*“. Byl ziskan ,.entry klon“ AHK3 genu, opakované byl
ziskan ,.entry klon* AHK3 promotoru a jiz diive byly také ziskany ,.entry klony“ AHK4 genu
a AHK4 promotoru. Cervené Sipky zobrazuji vzorky (AHK3 a AHK4 gent
a promotorovych oblasti), které byly poslany na sekvenovani a bylo u nich potvrzeno, Ze sekvence
neobsahuji zddné mutace a jsou orientovany ve spravném c¢tecim ramci. Pro dalsi ovéfeni spravného
provedeni BP navrZzeného postupu byla nastavena rekombinace LR reakce AHK3 genu

s ,.entry klony* pro ptipraveny nativni a dodany konstitutivnim promotor.

3.3.4 Priprava expresnich klonii pomoci LR reakei
Pro LR reakci je zakladem ,,entry klon®“, ktery reaguje s cilovym vektorem reakce. Expresni

klon poté obsahuje PCR produkt pro expresi studovaného genu, vnaSem piipadé
s N-terminalni GFP sekvenci. Pro LR reakci byly pouzity vzniklé ,entry klony* AHK3 genu-
pDONR P2R-P3 a AHK3 promotoru-pDONR P4-P1R (nativni promotor) a dodany
GFP-pDONR221. Jako konstitutivni promotor byl pouzit p35S promotor-pDONR P4-P1R.

Rekombinace:

Pro rekombinantni reakci bylo pouZzito vzdy tfech ,.entry kloni“ a cilovym vektorem byl
pK7m34GW. Byly pouzity ,.entry klony*“: AHK3 promotor-pDONR P4-P1R(nativni promotor),
p35S promotor-pDONR P4-P1R (konstitutivni promotor), AHK3 gen-pDONR P2R-P3, GFP-
pDONR221.

1. AHK3 promotor-pDONR P4-P1R (230ng/ul) 0,17 pl + GFP-pDONR221
(300 ng/ul) 0,13 pl + AHK3 gen-P2R-P3 (55 ng/ul) 0,7 pl + pK7m34GW
(140 ng/ul) 0,7 ul + TE pufr, pH 8, 6,3 pul + LR klonasa 11 2 pl

2. p35S promotor-pDONR P4-P1R (134 ng/ul) 0,3 pl + GFP-pDONR221
(300 ng/ul) 0,13 pl + AHK3 gen-P2R-P3 (55 ng/ul) 0,7 pl + pK7m34GW

(140 ng/pl) 0,7 pl + TE pufr, pH 8, 6,2 pl + LR klonasa 11 2 pl

Reakce byly nastaveny ptes noc pii 25°C a byly zastaveny.
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Transformace

Nasledné byla provedena elektroporace s TOP10 elektrokompetentnimi buiitkamia SOC
médiem v elektroporatoru. Smés byla nanesena na Petriho misky s LB médiem a Spektinomycinem
(Spec) a nechana inkubovat pii 37°C. Od kazdé LR reakce byla ptipravena jedna miska. Na misce
S nativnim promotorem narostly tfi kolonie a na misce s konstitutivnim promotorem 4 kolonie.
Vykultivované kolonie byly pfeneseny do sklenénych zkumavek s 2 ml LB média a antibiotikem. Po
preockovani kolonii byly nechany inkubovat pti 37°C na tfepacce a byla provedena minipreparativni

izolace DNA.

Minipreparativni izolace plasmidové DNA

Bylo izolovano celkem 7 vzorkli po transformaci. Celkovd koncentrace byla zméfena na

spektrofotometru.

LR1:
¢, =177,6 ng/ul
C, = 204,5 ng/ul
C3=179,3 ng/ul

LR2:
€; =166,8 ng/pl
C, = 194,6 ng/ul
C3=179,6 ng/pl
€, =216,1 ng/ul

PCR
Jako templat pro PCR reakci slouzila izolovana plasmidova DNA po LR1 a LR2 reakci,
tab.7. Pouzivané primery pro PCR reakci AHK3 genu-pDONRP2R-P3 s nativnim i konstitutivnim

promotorem  vcilovém  vektoru = pK7m34GW  byly  (AHK3MULTIGW_FWO1,
AHK3MULTIGW_REO01), viz PCR 3.2.5
Tabulka 7: PCR LR reakce po izolaci plasmidové DNA.
Reakce 1 Reakce 2

Objem Objem
Komponenta Nazev (n) Nazev (ul)
voda 111 11,1
pufr 10x Ex Taq buff 2 10x Ex Taq buff 2
dNTPs dNTPs mix Takara 1,6 dNTPs mix Takara 1,6
DMSO anhydrous DMSO 0 anhydrous DMSO 0
betaine 5M betaine 0 5M betaine 0
FW primer ~ AHK3MULTIGW_FW01 2 AHK3MULTIGW_FwW01 2
RE primer AHK3MULTIGW_REO1 2 AHK3MULTIGW_REO1 2
PCR templat LR AHK3 p35S -1- 1 LR AHK3 p35S -2- 1
DNA
polymerasa  Takara Ex Taq 0,3 Takara Ex Tag 0,3
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Reakce 3 Reakce 4
Objem Objem
Komponenta Nazev (nl) Nazev (1)
voda 11,1 11,1
pufr 10x Ex Taq buff 2 10x Ex Taq buff 2
dNTPs dNTPs mix Takara 1,6 dNTPs mix Takara 1,6
DMSO anhydrous DMSO 0 anhydrous DMSO 0
betaine 5M betaine 0 5M betaine 0
FW primer ~ AHK3MULTIGW_FWO01 2 AHK3MULTIGW_FwO01 2
RE primer AHK3MULTIGW_REO1 2 AHK3MULTIGW_REO01 2
PCR templat LR AHK3 p35S -3- 1 LR AHK3 p35S -4- 1
DNA
polymerasa  Takara Ex Taq 0,3 Takara Ex Tag 0,3
Reakce 5 Reakce 6
Objem Objem
Komponenta Niazev (nl) Niazev (M)
voda 111 11,1
pufr 10x Ex Taq buff 2 10x Ex Taq buff 2
dNTPs dNTPs mix Takara 1,6 dNTPs mix Takara 1,6
DMSO anhydrous DMSO 0 anhydrous DMSO 0
betaine 5M betaine 0 5M betaine 0
FW primer  AHK3MULTIGW_FW01 2 AHK3MULTIGW_FwWO01 2
RE primer AHK3MULTIGW_REO1 2 AHK3MULTIGW_REO01 2
PCR templat LR AHK3 nativProm -1- 1 LR AHKS nativProm -2- 1
DNA
polymerasa  Takara Ex Tag 0,3 Takara Ex Taq 0,3
Reakce 7
Objem
Komponenta Nazev (nl)
voda 111
pufr 10x Ex Taq buff 2
dNTPs dNTPs mix Takara 1,6
DMSO anhydrous DMSO 0
betaine 5M betaine 0
FW primer ~ AHK3MULTIGW_FWO01 2
RE primer AHK3MULTIGW_REO1 2
PCR templat LR AHK3 nativProm -3- 1
DNA
polymerasa  Takara Ex Tag 0,3

Reakce byla nastavena pomoci programu pro Takara Ex Taq Polymerasu.
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Elektroforéza

Po PCR reakci byla spusténa agarosova elektroforéza, Obr. 25. Od kazdé reakce byly
pouzity 2 ul vzorku.
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v pK7m34GW v pK7m34GW

Obr. 25: Snimek agarosové elektroforézy zobrazujici PCR po LR rekombinaci.

Podle zvolenych primertt mél vzniknout produkt kolem 3 kb, coz se potvrdilo u Sesti ze
sedmi nastavenych reakci. 1., 2. a 3. drdha zobrazuji LR reakce s konstitutivnim promotorem (p35S
promotor-pDONR P4-P1R + GFP-pDONR221 + AHK3 gen-pDONR P2R-P3), 5., 6. a 7. draha
zobrazuji LR reakce S nativnim promotorem (AHK3 promotor-pDONR P4-P1R + GFP-pDONR221
+ AHK3 gen-pDONR P2R-P3). Timto bylo zjisténo, ze LR rekombinantni reakce probéhla a byly
ziskany finalni expresni klony, které mohou byt dale vyuzity pro otestovani v buiikach Arabidopsis
thaliana. Cevené Sipky sméfujici k ,,bandim® zobrazuji vybrané vzorky, které byly poslany na
sekvenovani, které potvrdilo pfitomnost promotort, GFP sekvence a AHK3 genu orientovanych ve

spravném ctecim ramci.
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4 ZAVER

Teoretickd cast bakalaiské prace je veénovana cytokininiim, biosyntéze a degradaci
cytokinind, ale predevsim signalni draze a cytokininovym receptoriim a jejich lokalizaci.

V experimentalni ¢asti mé bakalaiské prace jsem se nejdiive snazila vyklonovat
promotorové oblasti Arabidopsis gent pro cytokininové receptory AHK3 a AHK4 a dale ziskat geny
AHK3 a AHK4. Pro klonovani promotoru jsem pouzivala genomovou DNA z rostliny Arabidopsis
thaliana a pro klonovani geni osekvenované plasmidy s kompletni kodujici sekvenci obou
receptorii. Vzorky byly podrobeny polymerasové fetézové reakci za pouziti vhodné€ navrzenych
primert pro jednotlivé kontrukty. Pro AHK4 promotor byl nejprve pouzit primer amplifikujici delsi
promotrovou oblast, stimto primerem vSak nedochéazelo k i¢inné amplifikaci, a proto se posléze
pouzival primer amplifikujici krat$i promotorovou oblast. Vzorky byly analyzovany pomoci
agarosové elektroforézy, kde byly o¢ekavany velikosti PCR produkti pro jednotlivé konstrukty: pro
AHKS3 gen 3111bp, AHK4 gen 3243 bp, AHK4 promotor 4729 (s pouzitim primeru amplifikujici
delsi promotorovou oblast) AHK4 promotor 3045 bp (s primery amplifikujici krat$i promotorovou
oblast), AHK3 promotor 1886 bp. Po ziskani promotorovych oblasti a genti pro AHK3 a AHK4 byly
provedeny rekombinacni reakce za pouziti systému MultiSite Gateway. Tato metoda spoéiva
v rekombinaci mezi klonovanym konstruktem a donorovym pDONR vektorem (P4-P1R a P2R-P3).
Cilém této metody bylo ziskat jednotlivé ,,entry klony*, které posléze slouzi v dal§i LR reakci.
Jednotlivé ,,entry klony* byly poslany na sekvenaci, ktera potvrdila, ze sekvence neobsahuji zadné
mutace a jsou orientovany ve spravném ¢tecim ramci. Vytvorené ,.entry klony* byly pouzity pro LR
reakci. Zakladem pro LR reakci byly dva ,.entry klony* ptipravené BP reakci (AHK3 genu-pDONR
P2R-P3 a nativni promotor AHK3 promotor-pDONRP4-P1R) a dva jiz ptipravené ,.entry klony*
(pro GFP — pDONR221 a konstitutivni p35S promotor-pDONR P4-P1R). Vybrané vzorky byly
poslany na sekvenovani, a tim byl potvrzen vznik expresnich kloni a spravnost navrzeného postupu.

Vzniklé expresni klony mohou byt pouzity k transformaci rostlin Arabidopsis thaliana.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADP

AMP

AHK2, AHK3, AHK4
AHP

APRR

ARR

Asn (N)

Asp

ATP

AtIPT
BA
CK

CKX

cZ
DMAPP
ER
FAD

Qo
GFP

GiIn (Q).
GUS
Glu (E)
HMBDP
His

HPt

iP
iPRDP
iPRTP
IPT

iPR
LOG
MEP
MVA
RR
SAM
TCS
tZR

tZ

adenosindifosfat
adenosinmonofosfat

Arabidopsis histidin kinasy
Arabidopsis histidin fosfoptenase¢ovy protein
pseudo-regulatory odpovédi
Arabidopsis regulatory odpovédi
asparagin

aspartat

adenosintrifosfat

Arabidopsis isopentenyltransferasa
N°-benzyladenin

cytokininy
cytokinindehydrogenasa

cis-zeatin

dimethylallylpyrofosfa
endoplasmatické retikulum

flavin adenin dinukleotid

2,3-dimethoxy-5-methyl-1,4-benzochinon
zeleny fluorescencni protein
glutamin

beta — glukoronidasa

kyseliny glutamova
(E)-4-hydroxy- 3-methyl-but-2-enyl difosfat
histidin

histidin fosfopfenaseCovy protein
N°-(4*-isopentenyl)adenin
isopentenylribosid- 5'- difosfat
isopentenylribosid-5"-trifosfat
isopentenyltransferasa
isopentenyl ribosid

LONELY GUY

methylerythriol fosfatova draha
mevalonatova draha

regulatory odpoveédi

apikalni meristém prytu
dvouslozkovy regulac¢ni systém
trans-zeatin ribosid

trans-zeatin
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