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Abstrakt

Cytokininy jsou rostlinné hormony, které reguluji mnozstvi fyziologickych procest,
jako tolerance Kk stresu, vyvoj prytu a kofenl, ¢i produkce kvétu a semen.
Cytokindehydrogenasa (CKX; EC 1.5.99.12) je enzym, ktery katalyzuje ireverzibilni
degradaci cytokininti (CK) v rostlinach. Snizeni hladiny CK v transgennich rostlinach,
které nadprodukuji CKX vede k produkci mohutného kofenového systému, avSak
negativné ovliviluje vyvoj nadzemni ¢asti rostlin. Pouzitim kotenové specifickych
promotort pro fizeni exprese CKX genti by bylo mozZné ziskat transgenni rostliny se
zvétsenym kofenovym systémem, jejichz nadzemni ¢ast by zistala nezménéna.

Byl vyselektovan novy potenciondlni kofenové specificky promotor (RSP), ktery
byl pouzit pro fizeni exprese HVCKX3-GFP fuzniho genu v transgennich rostlinach.
HVCKX3 gen ma mutaci v doménové sekvenci, ve které je prolin zaménén za histidin.
Cilem této prace bylo zjistit, ¢i tato mutace u HVCKX3 genu vede k tvorbé funkéniho
proteinu. Zaroven byl piipraven druhy konstrukt pHVCKX3::HVCKX2.2-GFP, ve
kterém byla exprese HYCKX2.2 genu tfizena pHvCKX3 promotorem, ktery fidi nativni
expresi HYCKX3 genu. Cilem bylo otestovat, zda exprese HYCKX2.2 genu vede také
k tvorb¢é aktivniho proteinu. Oba konstrukty, spolu s kontrolnim konstruktem
SU::GFP, byly nejprve testovany v rajéeti, kde byly transformovany pomoci
A.rhizogenes. U RSP::HVCKX3-GFP transgennich kofent rajéete byla pomoci PCR
reakce na templat z genomové DNA potvrzena piitomnost transgenu. Exprese
HvCKX3-GFP a transgenu byla potvrzena pomoci kvantitativni PCR a exprese GFP
fuzniho proteinu pomoci konfokalni mikroskopie. Timto konstruktem v A.rhizogenes

byly dale transformovany kalusy jeCmene, u kterého byly optimalizovany podminky



pro indukci tvorby ,hairy roots. RSP::HVCKX3-GFP transgenni kalusy produkovaly
koteny, kde byla pfitomnost transgenu potvrzena PCR z genomové DNA, exprese
GFP fazniho proteinu byla potvrzena konfokdlni mikroskopii, avSak tyto koteny
nebyly schopné samostané¢ho ristu. Dale byly konstruktem RSP::HVCKX3-GFP
v A.tumefaciens natransformovany nezralé embrya je¢mene a nasledné bylo ziskano 9
nezavislych transgennich linii je¢mene. Ve vSech transgennich liniich byla potvrzena
pritomnost transgenu pomoci kontrolni PCR. Exprese GFP genu byla naméfena
Vv riznych vyvojovych stadiich kofenu a listu, co naznacuje, Ze promotor nefidi expresi
specificky v kofenech. Transgenni rostliny je¢mene vytvarely mohutny kofenovy
systém v prvnich tydnech vyvoje, kde nadzemni ¢ast téchto rostlin zastala bez vétsich

zmén ve srovnani s rostlinami divokého typu.
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Abstract

Cytokinins are plant hormones which regulate many physiological processes — stress
tolerance, shoot and root development, flowering and seed production. Cytokinin
dehydrogenase (CKX; EC 1.5.99.12) is an enzyme that catalyses irreversible cytokinin
(CK) degradation in the plants. Overexpression of CKX genes under the control of
constitutive promoters in transgenic plants has positive effect on root production but
negative effect on shoot development. When root-specific promoters for driving the
expression of CKX genes are used, transgenic plants produced increased root system
with unchanged shoot growth.

We have selected a new potential root-specific promoter (RSP) to drive the
expression of HYCKX3-GFP fused gene within transgenic plants. HYCKX3 gene has a
mutation in a domain sequence, in which proline was changed for histidine. The goal
of our work was to know if the mutation in HYCKX3 gene leads to a production of a
functional protein. We prepared another construct pHvCKX3::HVCKX2.2-GFP in
which the expression of HVCKX2.2 gene was controlled by promoter pHVCKX3
(it naturally controls the expression of HVCKX3 gene). We wanted to test if the
expression of HvCKX2.2 gene leads to a production of a functional protein.
Furthermore, we have prepared also another construct pHvVCKX3::HvCKX2.2-GFP,
where the HYCKX3 genes promoter was used for driving the expression of HYCKX2.2
gene. Both constructs in vector pGWB1 together with control construct SU::GFP

were first transformed into tomato by A. rhizogenes, which induced production of



tomatoes hairy roots. The presence of the transgene in tomatoes hairy roots was
confirmed by PCR from genomic DNA and the expression of transgene was
confirmed by gPCRand confocal microscopy. The same constructs in A.rhizogenes
were used for transformation of barley calluses. We optimized conditions for
induction of root growth from calli transformed with A. rhizogenes. The presence of
the RSP::HVCKX3-GFP in transgenic barley roots and calli was confirmed by PCR
and the expression of HVCKX3-GFP gene was confirmedby confocal microscopy.
These transgenic barley roots were not able to growth independently and died together
with transgenic calli few weeks after transfer on the selection medium. In addition
RSP::HVCKX3-GFP construct in pBract209 was transformed into barley immature
embryos using A. tumefaciens. Together 9 independent transgenic barley lines were
prepared which contained target construct. The expression of GFP gene was detected
in both roots and leaves of transgenic plants, which suggests the leakage unspecifity of
the promoter activity. Transgenic barley plants produced bigger roots within first
weeks after transfer to the soil, but the shoot development was not significantly

changed, in comparison with WT plants.
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CILE PRACE

1. Ptiprava konstrukti RSP::HVCKX3-GFP a pHvCKX3::HvVCKX2.2-GFP ve
vektoru pGWBL a jejich transformace do bakterie A. rhizogenes

2. Transformace rajcete  pfipravenymi  konstrukty RSP::HVCKX3-GFP
a pHVCKX3::HvCKX2.2-GFP v A.rhizogenes.

3. PCR a proteinové analyzy transgennich kofenti rajcete.

4. Optimalizace transformace kalusti jeCmene pomoci A. rhizogenes obsahujici
konstrukty RSP::HVCKX3-GFP a SU::GFP a jejich analyza pomoci PCR
a konfokalni mikroskopie.

5. Analyzy TO a T1 generace transgennich rostlin je¢mene transformované
A. tumefaciens obsahujici RSP::HVCKX3-GFP ve vektoru pBract209 pomoci PCR,
RT-PCR a konfokalni mikroskopie.
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1 UVOD

Je¢men (Hordeum vulgare L) spolu s kukufici (Zea mays L.), pSenici (Tritium
aestivum L.) a ryzi (Oryza sativa L) patii mezi Ctyfi nejvyznamnéjsi plodiny vyuzivané
v zemédélstvi a predstavuji vyznamny zdroj potravy pro ¢lovéka a zvirata. Celosvétova
produkce je¢mene piesahuje 130 miliont tun ro¢né. Diky své vysoké sladovnické
kvalité je jeCmen vyuzivan v pivovarnictvi a lihovarnictvi, pouziva se jako piisada do
krmiv pro zvifata, nebo je soucasti riznych pokrmu. Genetické inzenyrstvi zabyvajici se
stabilni transformaci je¢mene udélalo v poslednich letech vyznamné pokroky, které
vedly ke zvySeni produktivity jeCmene a jeho vyuziti v biotechnologickych
a primyslovych odvétvich (Mrizova et al., 2014). Radu let se jeémenna zrna vyuZivaji
jako bioreaktory v molekularnim farmateni (Dunwell, 2009).

Genetickd manipulace metabolizmu cytokinini mutize ovlivnit mnoho fyziologicky
procest, jako napiiklad odolnost rostlin vuéi stresu, produkci rostlin se zvétSenymi
koteny anebo zvySeni vynost. Vhodnym cilem k ovlivnéni metabolismu cytokinini
je enzym cytokinindehydrogenasa (CKX), ktery ireverzibilné degraduje cytokininy.
Utinnost CKX jako transgenu byla uz v minulosti prokazana, pii¢emZ nefunkénost
anebo umlceni tohoto genu vedla k produkci vétsich zrn ryze a je¢mene (Ashikari et al.,
2005; Zalewski et al., 2010) Volba vhodného tkanové specifického promotoru pro
fizeni exprese CKX gent muze vést k produkci rostlin se zvétSsenymi koteny, které
pomuzou rostling k lep$imu uchyceni v ptidé a vétsi toleranci viuéi suchu (Werner et al.,
2010).

V pribéhu nékolika minulych let byla vyvinuta fada transformaénich metod pro
stabilni 1 pfechodnou transformaci rostlin. NejpouzivanéjSim nastrojem genetického
inzenyrstvi pro transformaci rostlin je bakterie A.tumefaciens a také A.rhizogenes. Tyto
pudni bakterie pfirozen€ napadaji dvoudélozné rostliny, a proto trvalo fadu let, nez byly
vyvinuty prvni transformac¢ni protokoly pro jednodélozné rostliny.

Bakterie A. rhizogenes se ¢asto vyuziva pro testovani genl zapojenych do interakci
béhem symbidzy nebo béhem patogeneze, pro testovani interakce mezi patogenem
a mikroby nebo interakci mezi rostlinou a patogenem (Alpizar et al., 2006; Bonaldi et
al., 2010). Vétsina obilovin péstovanych ve svété je napadena Strigou (patogennim
organismem napadajicim kofeny), ktery sniZzuje vynosy obilovin. Vytvofenim

rezistentnich rostlin vii¢i tomuto patogenu by bylo moZné zvysit vynosy plodin,
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predevsim Vv mistech, kde jsou obiloviny jednou z nejpotiebnéjsich plodin. K tomuto
ucelu byl pfipraven tranformacni protokol pro kukufici, ktery vyuziva bakterii
A. rhizogenes jako hlavni transformacni nastroj. Vznikajici transformované koieny se
vyuzivaji pro testovani novych rezistentnich gend vaci tomuto patogenu (Runo et al.,
2012). V roce 2007 byl piipraveny prvni transformacni protokol pro séju vyuzivajici
bakterie A.rhizogenes. Transformovana sdja vytvarela zvétSeny kofenovy systém, ktery
mohl byt vyuzivan ke studiu funkce gent dulezitych v biologickych procesech kotfent
riaznych druhi rostlin (Kereszt et al., 2007). Nejnov¢jsi studie ukazaly, Ze transgenni
kotfeny Althaea officinalis L., vzniklé napadenim bakterie A. rhizogenes, jsou schopné
exprimovat  cyanoviriny-N  (CV-N)  z antimikrobidlnim  anti-HIV ~ éinkem.
CV-N jsou proteiny patfici mezi lektiny a jsou hojné vyuzivany k testovani molekul
s anti-HIV vlastnostmi. Cyanoviriny jsou schopné inaktivovat rizné kmeny HIV
a zabranuji pfenosu viru z buiiky na bunku. Lze pfedklapokladat, Ze v budoucnu bude
trangennich kotfenti A. officinalis vyuzivano nejen jako zdroje produjici sekundarni
metabolity slouzici jako terapeutickd 1éCiva, ale také jako expresniho systému pro
produkci rekombinantnich farmaceutik (Drake et al., 2013). Transgenni kofeny vzniklé
transformaci A.rhizogenes by byly jednou z dalsich moznych metod jak rychle testovat
nové promotory, geny nebo proteiny v jeCmeni. V roce 2011 se podaftilo piipravit
transgenni kofeny kalusli je€mene, ale za pouziti jiného virulentniho kmene

Agrobacteria (A.tumefaciens; Imani et al., 2011).
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Cytokininy

Cytokininy (CK) jsou nizkomolekularni latky, které patii do skupiny fytohormonti. Tyto
slouceniny ovliviiuji vyvoj a fyziologické funkce rostliny v priabéhu jejiho Zivota
(Werner a Schmiilling, 2009). Hlavni funkci téchto sloucenin je regulace bunécného
déleni a morfogeneze. Dalsi dilezitou funkci je zpomaleni senescence, zapojeni
do apikalni dominance a ovliviiovani vyvoje kvéta a semen (Zalabak et al., 2012). CK
se také podileji na zprosttedkovani odpovédi na vnéjsi podminky, napt. dostupnost zivin
a vody Vv kofeni nebo na mnozstvi svétla v prytu (Werner a Schmiilling, 2009).

Prvnim objevenym cytokininem byl kinetin v roce 1955, ktery byl nalezen jako
degrada¢ni produkt DNA (Miller a Skoog, 1955). Po (tyficeti letech byl tento CK
objeven také v rostlinném materialu (Barciszewski et al., 1996; Ge et al., 2005).
Z chemického hlediska jsou CK derivaty adeninu, které maji v pozici N°® navézany
isoprenoidni nebo aromaticky postranni fetézec. Nejpocetnéjsi skupinou cytokinini jsou
isoprenoidni CK, které se vyskytuji ve dvou typech. Prvni typ jsou CK s navazanym
isopentenylovym postrannim fetézcem v pozici N°, zde patii isopentenyladenin,
N°-[(4*-isopentenyl)adenin]. Druhy typ jsou CK s hydroxylovanym isopentenylovym
postrannim fetézcem v pozici N° (Schmiilling, 2004; Obr. 1).

CK jsou dilezité regulacni faktory v rostling, které pozitivné ovliviluji vyvoj listd,
naopak vSak negativné ovliviiuji rust kofenti. Nedostatek CK v prytu vede k zpomaleni
rastu listd a ke snizeni poctu listovych bunék. Werner et al. (2001) zjistili, ze nedostatek
CK u 35S::AtCKX transgennich rostlin tabaku a Arabidopsis vede K inhibici rdstu
nadzemni Casti rostliny, avSak kofenovy systém téchto rostlin je obohacen a rostliny
produkuji vice postrannich kofeni ve srovnani s kontrolnimi netransformovanymi
rostlinami (Werner et al., 2001; 2003).

Antagonisticky k cytokininiim pasobi hormony auxiny. Oba typy hormont jsou
nezbytné pro vyvoj kofenového meristému a pro rist kofene. CK kontroluji pfechod
meristematickych bunék v builky diferencované tim, Ze potlacuji signalizaci
a transport auxinu v tranzitni zoné kotene a auxiny naopak udrzuji kofenovy meristém
aktivni a podporuji déleni bunék v meristému (Moubayidin et al., 2009). Shimizu-Sato
et al. (2009) navrhli model interakce auxinu a cytokininu, ktery kontroluje vétveni

prytu. Podle tohoto modelu auxiny plisobi v neporuseném apexu prytu a reguluji
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hladinu CK tim, ze potlacuji expresi adenosinfosfat-isopentenyltransferasa (IPT) a tedy
1 biosyntézu CK. Po odstranéni apexu, poklesne hladina auxinu, a tim se obnovi exprese
IPT. Poté jsou nové nasyntetizované CK transportovany do dormantnich axilarnich
pupent, kde reguluji jejich rlst. V nové vytvoreném apexu opét vzroste hladina auxinu,
dojde k represi exprese IPT, k indukci exprese CKX a snizeni hladiny CK (Shimizu-
Sato et al., 2009).

A/L(:H3

Kinetin N‘"-{A-’-isope.ntenyl)adenin
K iP

Obr. 1: Chemicka struktura cytokininii odvozenych od adeninu (upraveno z Schmiilling,
2004)

2.1.1  Biosyntéza cytokinini

V rostlinnych tkanich mizou CK vznikat bud’ de novo syntézou anebo degradaci tRNA.
De novo syntéza CK se vyskytuje u rostlin mnohem castéji. NejdileZitéj§im enzymem
této drahy je adenosinfosfat isopentenyltransferasa (IPT; EC 2.5.1.27, Kakimoto 2001,
Takei et al., 2001). Donorem isoprenoidniho postranniho fetézce jsou dimethylallyl
pyrofosfat (DMAPP) a 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-difosfat (HMBDP;
Kasahara et al., 2004), které jsou produkty methylerytritol-fosfatové drahy (MEP draha;
Rohmer et al., 1993; Lichtenthaler, 1999; Laule et al., 2003) lokalizované v plastidech a
mevalonatové drahy (MVA draha; Lombard a Moreira, 2011) lokalizované v cytosolu
(Zalabak et al., 2013). IPT katalyzuje ptenos isopentenylu
z DMAPP anebo HMBDP na N° adenosin 5'- difosfatu nebo N°adenosin 5'- trifosfat
(ADP; ATP, Kakimoto, 2001). Primarnimi produkty této biosyntézy jsou bud’
isopentenyladenosin-5’-difosfat anebo  isopentenyladenosin-5’-trifosfat.  Hlavnim

enzymem druhé drahy je tRNA-isopentenyltransferasa, ktera katalyzuje N-prenylaci
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adenosinu vazaného na tRNA (tRNA:IPT; EC 2.5.1.8). Prekurzorem pro isoprenylaci
tRNA je DMAPP a touto drahou vznika cis-zeatin (cZ; Kasahara et al., 2004).
Poslednim krokem v biosyntéze CK je jejich hydrolyticka aktivace pomoci
fosforibohydrolasy (tzv. Lonely Guy; LOG). LOG enzym byl poprvé objevem v ryzi
a katalyzuje od$tépovani ribosa 5 -monofosfatu z CK nukleotidu, ¢imz se uvoliuji

volné baze cytokininti (Kurakawa et al., 2007).

2.1.2  Aplikace CK

Nejvétsi uplatnéni cytokininti je v soucasnosti v zemédélskych technologiich. CK
slouzi jako soucdst rGznych kultivaénich medii, které se vyuZzivaji pro regeneraci
rostlin in vivo. Biotechnologii tkanovych kultur se vyuziva pro udrzeni somatoklonalni
variability plodin nebo pro rychlé a efektivni rozmnozovani nékterych okrasnych
drevin, napfiklad rododendronti nebo bobulovitych rostlin, které se béznou metodou
tézko mnozi. Kontrolovanim hladiny cytokininii v médiu je mozné produkovat rostliny
rezistentni vi¢i patogenum (Galuzska et al., 2008).

CK maji dulezité aplikace také v medicingé. V roce 2000 byly ve spolupraci
sJ. Veselym a M. Strnadem nasyntetizovany derivaty aromatickych CK (Olomoucin
a Roskovitin; Obr. 2), které vykazuji protinadorovou aktivitu. Tyto slouceniny inhibuji
cyklin-dependentni kinasy (CDK), které jsou hlavnimi regulatory bunééného cyklu.
Roskovitin a Olomoucin jsou ve fazi klinického testovani, pifi némz jsou
optimalizovany hladiny dennich davek pro pacienty. Tyto latky by mohly byt vyuzity
kromé& 1écby rakoviny téz pii 1é€bé neurogenerativnich onemocnéni (Alzhemerovy
a Parkinsonovy choroby), kardiovaskularnich onemocnéni, viralnich infekci a mnoha
dalsich onemocnéni (Meijer a Raymond, 2003). Nedavno bylo zji§téno, Ze zeatin ribosid
muze byt vyuzity pti 1é¢bé Huntingtonovy choroby, kterd je zpisobena nahromadénim
glutaminu v mutantnim proteinu huntingtinu (Htt), coz pak vede k agregaci proteinu.

Zeatin ribosid je schopen potlacit tuto agregaci mutantniho Htt (Lee et al., 2012).
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Obr. 2: Syntetické derivaty aromatickych CK vyuzitelné jako potencialni lé¢ivo
pro 1é¢bu rakoviny a jinych onemocnéni (Galuzska et al., 2008).

2.2 Cytokinindehydrogenasa

Cytokinindehydrogenasy (CKX) jsou enzymy, které patii do tfidy oxidoreduktas
(EC 1.5.99.12). Tyto enzymy katalyzuji ireverzibilni $t€peni postranniho fetézce tZ,
N°-(4°-isopentenyl)adeninu a jejich ribosidii, a tim vznikaji adenin nebo adenosin
a piisluiny aldehyd (Smehilova et al., 2009).

Prvni zminka o CKX aktivit¢ je zroku 1971, kdy bylo pomoci radioaktivné
znaeného isopentenyladeninu zjiSténo, Ze v extraktu bunééné tabakové kultury dochazi
k degradaci na adenin (Paces et al., 1971). Puvodné se piedpokladalo, Ze akceptorem
tohoto enzymu je kyslik, proto byl CKX klasifikovan jako aminooxidasa obsahujici
méd’, ktera katalyzuje oxidativni pfeménu biogennich primarnich amint na aldehydy,
amoniak a peroxid vodiku (Whitty a Hall, 1974).

Klonovani prvniho CKX genu vroce 1999 wvyvratilo teorii, ze CKX patfi
mezi aminooxidasy obsahujicim méd’, naopak potvrdilo teorii, ze CKX pravdépodobné
patii mezi flavoproteiny s navazanym kofaktorem flavinadenindinukleotidem (FAD;
Morris et al., 1999). Studie cytokinioxidas v kukufici a pSenici prokazaly, ze
elektronové akceptory jiné nez kyslik (zejména akceptory chinonového typu, napiiklad
2,3-dimethoxy-5-methyl-1,4-benzochinon; Qo) zvysuji aktivitu CKX proteini mnohem
vice. Navic bylo zjiSténo, Ze béhem této katalytické reakce nevznika peroxid vodiku,
a Ze enzym se chova spiSe jako dehydrogenasa neZ oxidasa. Na zaklad¢ téchto testi byl
enzym reklasifikovan jako dehydrogenasa (Galuszka et al., 2001; Frébortova et al.,

2004). Sekvencni a biochemické analyzy
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ukazaly, ze CKX jsou flavoproteiny, které patii do tfidy oxidoreduktas. Tato tfida
zahrnuje jak oxidacni reakce (elektronovym akceptorem je kyslik), tak i degradacni
reakce (vyuzivaji jiné elektronové akceptory, naptiklad Qo; 2,6-dichlorofenol-indofenol
[DCPIP], Schmiilling et al., 2003). Katalyticka reakce za¢ina oxidaci substratu, pficemz
vznikd intermediat iminu. Iminovy meziprodukt se poté hydrolyzuje na adenin
a aldehyd, odvozeny od jeho postranniho fetézce (Obr. 3; Galuszka et al., 2001).
Spoleénym rysem vSech zndmych rostlinnych CKX enzymia je piitomnost
kovalentn¢ vazané FAD molekuly. Tento kofaktor se pfipojuje na histidinovy zbytek
ptes 8-methylovou skupinu isoalloxazinového kruhu (Fraaije et al, 1998).
Ttidimensionalni struktura byla jako prvni navrzena pro CKX ze Zea mays
(ZmCKX1). Tato struktura odhalila ¢tyfi glykosylované asparaginové a histidinové
zbytky navazané na kofaktor FAD (Malito et al., 2004). V roce 2008 byla odhalena
dalsi krystalicka struktura CKX u Arabidopsis thaliana (AtCKX7, Obr. 4). Obé¢
struktury vykazuji dvoudoménovou topologii, ktera byla nalezena u ¢lent vanillyl-
alkohol oxidasové rodiny (Bae et al., 2007). Aktivni misto CKX se sklada ze dvou
¢asti. Prvni znich je vnitini dutina ohranicend flavinovym kruhem a druhd cast je
trychtytovita oblast na povrchu proteinu. Tyto Casti tvofi vazebna mista pro alifaticky

postranni fetézec substratu a adeninovy kruh (Malito et al., 2004).
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Obr. 3: Reaké¢ni schéma degradace CK. Isopentenyladenin je degradovan na adenin
a jeho prislu$ny aldehyd pies intermediat iminu. (upraveno z Frébortova et al., 2004).
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Obr. 4: Krystalicka struktura AtCKX7. FAD vazebna doména (modra), doména vazajici
substrat (¢ervena), FAD molekula (Zluta). Pfevzato z Bae et al., 2008.

2.2.1  Nadprodukce CKX genu ve dvoudéloZnych rostlinach

Regulacni funkce CKX enzymu byly testovany na modelovych rostlindch tabaku
(Nicotiana tabacum) a Arabidopsis (Arabidopsis thaliana). Nadprodukce Sesti CKX
genu z Arabidopsis pod kontrolou konstitutivniho 35S promotoru v modelovych
rostlinach prokazala kritickou roli cytokinini ve vyvoji kofeni a prytu. Hladina
endogennich cytokinini u 35S::AtCKX transgennich rostlin Arabidopsis a tabaku
poklesla a rostliny byly trpasli¢iho vzrastu (Obr. 5A; B; Werner et al., 2001; 2003).
Primarni kofeny 35S::AtCKX transgennich rostlin byly naopak delsi neZ kotfeny rostlin
divokého typu (WT rostliny) a transgenni rostliny produkovaly také vice postrannich
kotent (Obr. 7, Werner et al., 2001; 2003). Zmény ve vyvoji organu téchto rostlin byly
zpusobené hlavné zménou v bunééném déleni v meristematickych zonach, kde
vrcholovy meristém byl zmenSeny, a kofenovy meristém byl zvétseny (Werner et al.,
2001). Snizena hladina cytokinini v 35S::AtCKX transgennim tabaku vedla také
k potlateni senescence (Werner et al., 2001, Obr. 5C). Vyvoj listi u 35S::AtCKX
transgennich rostlin Arabidopsis byl opozdén (Obr. 6A) a u 35S::AtCKX1
a 35S::AtCKX3 transgennich rostlin byl opozdén také vyvoj kvéta, kterych bylo také

mén¢ nez u WT rostlin (Obr. 6B). Morfologie kvéth téchto transgennich rostlin se
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nezménila ve srovnani s WT rostlinami, ale transgenni rostliny produkovaly méné
semen, které vSak ve zralém stadiu byly vétsi a jejich vaha byla dvojnasobna
ve srovnani s vahou WT semen (Obr. 6C; Werner et al., 2003). Podobné zmény byly
pozorovany téz pii hadprodukci je¢mennych gentt HYCKX6 a HVCKX9 (podle starého
nazvoslovi jsou to geny HVCKX3 a HvCKX2) pod kontrolou 35S promotoru
Vv transgennim tabaku a Arabidopsis. 35S::HVCKX9 transgenni rostliny tabaku
a Arabidopsis mély zakrslou nadzemni ¢ast a mohutny kofenovy systém, naproti tomu
nadprodukce HVCKX6 genu v tabaku a Arabidopsis nevedla k vyraznym fenotypovym
zménam (Galuszka et al., 2004). Zvétseni kofenového systému v rostlinach, které
overexprimuji CKX geny by mohly byt vyuzity Vv zemédé€lstvi. Pouziti kotfenové
specifickych promotorti pro expresi AtCKX genit v Arabidopsis vedlo u transgennich
rostlin k nadmérné produkci kofend, pfi¢emz nadzemni ¢ast téchto rostlin zlstala stejna

jako u WT rostlin (Obr. 8, Werner et al., 2010).

&

¢

Obr. 5: Zména fenotypu v prytu tabaku a A.thaliana zpisobena nadprodukei 35S:: AtCKX.
(A) Zména ve vyvoji prytu pifi overexpresi CKX gent v A. thaliana. Zleva doprava:
netransformovana rostlina A. thaliana (WT), transgenni rostliny 35S::AtCKX1, 35S::AtCKX2,
35S::AtCKX3 a 35S::AtCKX4; (B) Porovnani vzristu u transgenni rostliny tabaku a WT
rostliny; (C) Porovnani velikosti listi a senescence u jednotlivych listi tabaku. Listy byly
sesbirany z horni ¢asti rostliny z 4, 9, 12, 16 a 20 nodu (z leva doprava; Werner el al., 2001,
2003).

fw’o

AtCHXY
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Obr. 6: Zména ve velikosti listid, vzniku kvéti a velikosti semen v rostliné A. thaliana.
(A) Zména ve velikosti listi. Zleva doprava: WT listy, transgenni rostliny 35S::AtCKX1,
35S::AtCKX2, 35S::AtCKX3 a 35S::AtCKX4; (B) Zména v poctu kvétd na kvétenstvi
U transgenni rostliny a kontroly; (C) Zména ve velikosti semen u WT rostliny (vlevo)
a transgenni rostliny (vpravo). Prevzato z Werneret al., 2003

Obr. 7: Srovnani riastu koienového systému u 35S::AtCKX transgenich rostlin tabaku
a A.thaliana s rostlinou divokého typu. (A) Kofenovy systém v A. thaliana; (B) Kofenovy
systém v roslin¢ tabaku (Werner et al., 2001; 2003).
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Obr. 8: Exprese W6::CKX1 v tabaku. (A) Fenotyp prytu dospélé rostliny. Zleva doprava:
netransformovana rostlina tabaku (divoky typ), 35S::CKX1, transgenni rostlina z linie
W6::CKX1; (B) Tvorba kofeni kultivovanych v hydroponickém roztoku a pozorované zvétseni
biomasy (Werner et al., 2010).

2.2.2  Nadprodukce CKX genu v jednodéloZnych rostlinach

Overexprese CKX genu z kukufice a je¢mene (ZmCKX1 a HVCKX2.1) pod kontrolou
konstitutivniho ubikvitinového promotoru (Ubi) v je¢meni vedla k ponékud odlisnému
fenotypu, nez byl pozorovan u 35S::AtCKX transgennich rostlin tabaku a Arabidopsis
Ubi::CKX transgenni rostliny jeCmene zacaly uz brzo po ptesazeni produkovat mohutné
kotfeny, avSak zadna ze zregenerovanych rostlin nebyla schopnéd produkovat klasy
a u vSech téchto rostlin nastala pfedCasna senescence. VSechny Ubi::CKX transgenni
rostliny jemene méEly zmensenOou nadzemni cCast ve srovnani s netransgennimi
rostlinami (Obr. 9, Mrizova et al., 2013). Pro fizeni exprese ZmCKX1 genu Vv je¢meni
byly také testovany dva kofenové specifické promotory zje¢mene (promotor pro
fosfatovy transportér PHT a promotor kofenového transkripéniho fakturu RAF).
Exprese ZmCKX1 genu a také zvySend CKX enzymova aktivita v§ak byla naméfena
Vv kofenech ale také v listech téchto transgennich liniich. VSechny RAF::ZmCKX1
a PHT::ZmCKX1 transgenni linie mély mohutny kofenovy systém, byly mensi nez
kontrolni netransgenni rostliny a produkovaly plané klasy. Jenom jedna PHT::ZmCKX1
transgenni rostlina (s nejslabsim fenotypem) méla potomstvo. Fenotyp T1 generace
PHT::ZmCKX1 transgennich rostlin byl podobny jako u TO generace a zadna z téchto
rostlin neméla potomstvo (Obr. 10). Tyto vysledky naznacovaly, ze vybrané promotory

ztratily svoji tkanovou specifitu.
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Obr. 9: Fenotyp transformanti Ubi::ZmCKX1 z TO generace je¢mene. (A; B) Rust
kofenového systému Ubi::ZmCKX1 regenerujiciho in vitro, 20 a 35 dni po pfenosu do
rastového média; (C) Regenerujici nadzemni ¢ast Ubi::ZmCKX1 transgennich rostlin;
(D) Kofenovy systém regenerujicich Ubi::ZmCKX1 transgennich rostlin, 65 dni stafi
trasformanti pieneseni do rustovych kole¢ek. Z2 - Z10 jsou nezavisli transformanti
Ubi::ZmCKX1, CTRL - kontrolni rostlina (pfevzato z Mrizova et al., 2013).

PHT2B WT PHT2B WT
Obr. 10: Fenotyp transformantia PHT::ZmCKX1 z T1 generace je¢mene. (A) Nadzemni ¢ast

4 mésice staré rostliny; (B) Kofenovy systém 4 mésice staré rostliny (pievzato z Mrizova et al.,
2013).
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2.3 Vybér kotenové specifickéno je¢cmenného promotoru RSP

Pomoci programu BLAST bylo v NCBI databazi (National Center for Biotechnology
Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) obsahujici data z,microarray analyz®,
GEODataSets GDS2722, vyselektovano 134 kandidatnich gent se specifickou expresi
v kofeni jeCmene. Pomoci GEO2R jako analyza¢niho néstroje bylo téchto
134 vybranych je¢mennych kandidati porovnano s kandidaty, kteti byli vyselektovani
pro ryzi stejnym zpusobem (pro selekci byly pouzity data z mikroarray analyz
GSE6894). Po porovnani dat bylo vybrano sedm vhodnych genti se specifickou expresi
v kofenech. Pro vSech sedm genll byly navrzeny specifické primery a pomoci RT-PCR
byla mé&fena jejich exprese Vriznych vyvojovych stadiich kofene, listu
a kvétl jeCmene divokého typu. Na zdkladé ziskanych dat byl vybran jeden gen
(GenBank ID AKK250777), ktery mél nejsilngjsi expresi Vv kofenech, ve srovnani s jeho
expresi V ostatnich vyvojovych stadiich listt a kvétu. Jelikoz protein, kodovany timto
genem, dosud nebyl charakterizovan, oznacujeme ho jako potenciondlni kofenoveé
specificky protein (RSP). Pomoci programu BLAST byla v knihovné, obsahujici data ze
454 sekvenovani je¢mene (http:// webblast.Ipk-gatersleben.de/barley/) vyhledana
promotorova sekvence pro RSP gen, ktery byl testovan v této diplomové praci
(ptipravili Veronique Bergougnoux, Ph.D. a Mgr. Katarina Mrizova, Oddéleni

Molekularni biologie).

2.4 Agrobacterium rhizogenes

Agrobacterium rhizogenes, diive nazyvané Phytomonas rhizogenes, je gramnegativni,
patogenni, pudni bakterie, kterd prirozené¢ napadd dvoudé€lozné rostliny (Veena
a Taylor, 2007). Tato bakterie byla poprvé objevena v roce 1900 a jeji objev byl spojen
s nékazou rostlin zndmou jako ,hairy root“ syndrom. Toto onemocnéni zplisobuje
u rostlin zvétseni kofenového systému, pficemz kofeny maji velky pocet jemnych
kotenovych vlaskt, které vyrastaji z mista infekce touto bakterii a jsou schopné rtst na
médiich bez hormont (Riker et al., 1930).

A. rhizogenes vyvolava tvorbu ,hairy root” a patii do kmene bakterii agropinového
typu. Tento kmen obsahuje Ri plasmid (root-inducing), ktery obsahuje dvé oblasti
T-DNA (T_ a Tr oblast; Obr. 11). Kazda z téchto oblasti nese skupinu gent, které jsou
zapojené¢ do regulace a vyvoje kofenti (Meyer et al., 2000). T_ oblast obsahuje

tzv. rol geny, které jsou nezbytné pro zahajeni vzniku a vyvoje ,hairy root” (White et
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al., 1985). Naopak Tgr oblast obsahuje aux geny, které se ucastni biosyntézy auxint
a agropind. Tyto geny nejsou pro vznik ,,hairy root™ esencialni, pouze napomahaji jejich
vzniku. Do hostitelského rostlinného genomu jsou transportovany a integrovany ob¢
casti T-DNA (Vilaine et al., 1987).

Mechanismus napadeni rostliny A. rhizogenes je podobny jeho pfibuzné bakterii
Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens), ktera vytvaii v rostlinnych pletivech
nadory. Mechanismus zpracovani, pienosu a integrace bakterialni T-DNA
do hostitelského genomu je aZ na par vyjimek stejny u obou bakterii (Yadav et al.,
1982). Poranéna rostlina vylucuje latky, ke kterym je bakterie citliva, jako naptiklad
fenolické latky (acetosyringon) nebo cukerné slouceniny s pyranosovou formu
(L-arabinosa). Poranéna rostlina je rozpoznana pomoci chv gend umisténych na
bakterialnim chromozomu a ty zprostfedkuji pfipojeni na rostlinnou bunku (Pitzschke
a Hirt, 2010; Obr. 12; 1a). Vngjsi signal je zachycen receptorovym proteinem VirA, coz
je dimerni membranovy protein, ktery zménou své konformace aktivuje protein VirG
(Obr. 12; 1b). Fosforylaci VirG proteinu se spusti exprese ostatnich vir geni ve vir
oblasti Ri plasmidu, které napomahaji prenést T-DNA do jadra hostitelské bunky (Obr.
12; 2). T-DNA je na Ri plasmidu ohrani¢ena dlouhymi repeticemi (z levé i pravé strany;
Gelvin, 2003). Oblast mezi témito hrani¢nimi sekvencemi je vyStépena pomoci VirDI
a VirD2 a vznikne jednovlaknova molekula T-DNA (T-vlakno), na jehoz 5 konec
se kovalentné navaze molekula VirD2 (McCullen a Binns, 2006; Obr. 12; 3). Vzniklé
vldkno je nasledné¢ pieneseno pies sekrecni proteinovy systém IV typu (T4SS)
do rostlinné bunky. Tento systém vytvaii membranovy kandl, ktery je sloZeny
z 11 proteini VirB a VirD4, kterym je nésledné transportovano T-vlakno s kovalentné
navazanym proteinem VirD2. Spolu s vldknem jsou pieneseny také virulentni
efektorové proteiny VirEl, VirE2 a VirF (Obr. 12; 4). VSechny vir proteiny nesou
specifickou signalni sekvenci, kterd je cilena do jadra (NLS sekvence). V cytoplasmée
rostlinné bunky se na T-vldkno navazou molekuly proteinu VirE2 spolu se specifickymi
rostlinnymi proteiny (importin a, VIP) a vytvoii kolemT-vlakna tzv. plast (Obr. 12; 5).
Tyto rostlinné proteiny také napomahaji transportu vzniklého T-komplexu pies jaderny
por do jadra. Po pienosu T-komplexu do jadra je T-vlakno integrovano do genomu
hostitelské bunky (Obr. 12; 6). Pfesny
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mechanismus integrace T-vlakna do genomu je dosud neznamy, ale predpoklada se, ze
V jadfe se nachazeji pomocné proteiny chromatinu (histony), které napomahaji vlaknu
integrovat se do genomu. Vir proteiny, tak i rostlinné proteiny jsou uvolnény pomoci
proteinu VirF a jsou transportovany zpét do cytoplasmy (Gelvin, 2010; Chandra, 2012).

Rol geny (,,root locus®) jsou rostlinné onkogeny, které jsou umistény na T, DNA
a jsou esencialni pro tvorbu tumord a z nich vyrustajicich kofent tvoticich ,,hairy root®.
Po pienosu a zaclenéni bakterialni T-DNA do chromosomu hostitelské buiiky jsou tyto
geny zodpovédné za propuknuti infekce. Dulezitou roli pfi vzniku ,,hairy root* ma rolA
gen, ktery v transgennich rostlindch zptsobuje zménu fenotypu, kterd se vyznacuje
hlavn¢ dlouhymi internody, stale zelenymi, vrascitymi listy a opozdénim senescence
(Schmiilling et al.,, 1993). Exprese rolB gent vede ke =zvySeni citlivosti
na hladinu auxint v buiikach, ve kterych se exprimuji a knadmérnému vzniku
adventivnich a lateralnich kofend (Shen et al., 1990). Fillipi et al. (1996) objevili
tyrosin fosfatovou aktivitu v transformované mrkvi, kterd byla lokalizovana
na plasmatické membrané bunék. Tento objev vedl ke zjisténi, Ze pfenos zachycené¢ho
auxinového signalu je zprostiedkovan pomoci kinasa/fosfatové kaskady (Fillipi et al.,
1996). Zména fenotypu zpusobena expresi rolC gent je podobna puisobeni cytokinint,
které ovlivituji vyvoj a morfogenezi rostlin. Exprese rolC genii v trangennich rostlinach
zpusobuje vznik kratSich internodi, rostlina produkuje mensi pocet kvétd,
a to miZe vést az ke sterilité rostliny, rostlina je viditelné¢ mensi a ma niZenou apikalni
dominanci (Estruch et al., 1991). Exprese rolD gend v transgennich rostlinach
zpusobuje piedCasné kveteni a rostliny produkuji mnohem vice kvéti (Mauro et al.,
1996). Rol geny zvySuji hladinu sekundarnich metaboliti a méni fenotyp rostliny
Vv zavislosti na zmén¢ hladiny hormonti nebo na zakladé¢ vniméni signdlt. Naptiklad
auxiny zpisobuji u rostlin nadmérny rust kofentl, cytokininy zptsobuji vétveni kofenti

a gibereliny zptisobuji deformaci listii (Christey, 2001).
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Obr. 11: Struktura Ri plasmidu A. rhizogenes (Veena a Taylor, 2007).
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Obr. 12: Transdukce T-DNA z bakterialni buiikky a jeji zaclenéni do chromosomu
hostitelské buriky. (1a) Znazornuje navazani bakterie A. rhizogenes na rostlinnou hostitelskou
bunku; (1b) Po pfijeti vné&jsiho signalu proteinem VirA dojde k jeho autofosforylaci a protein
poté aktivuje protein VirG, ktery nasledné spousti transkripci ostatnich vir geni (2);
(3) Znazortiuje odstépeni T-DNA pomoci VirD1 a VirD2 proteind a navazani VirD2 na vzniklé
T-vlakno;  (4) Transport T-vlakna a ostatnich vir proteint pfes vznikly T4SS kanal;
(5) Navazani vir proteini na T-vlakno a vznik T-komplexu; (6) Transport T-komplexu do jadra
a zaClenéni T-DNA do chromosomu hostitelské rostlinné burniky (McCullen a Binns, 2006).
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2.4.1  Transformace rostlin pomoci A. rhizogenes

Doposud bylo vyvinuto nékolik transformacnich metod, které umoznuji u rostlin bud’
pifechodnou (transientni) nebo stabilni expresi transgenu. Nejcastéji jsou pro
transformace rostlin vyuzivany bakterie A.tumefaciens a Vv soucasné dobé také
A.rhizogenes. Tyto pudni bakterie pfirozené napadaji dvoudélozné rostliny, do jejichz
chromosomu zacleituji svou T-DNA (viz text vyse). Transformace jednodéloznych
rostlin témito bakteriemi je obtizna, protoZze jednodélozné rostliny nejsou piirozenym
hostitelem bakterii rodu Agrobacterium. Nicméné V poslednich letech byly
optimalizovany nové metody pro transformaci hospodarsky dilezitych plodin, naptiklad
s0ji, kukufice, jeCmene, pSenice a jinych jednod€loznych rostlin (Kereszt et al., 2007;
Runo et al., 2012). Velkou nevyhodou téchto transformacnich metod je casova
narocnost piipravy rostlinného materidlu a nizkd transformacni Uc¢innost, kterd je
zpusobena nizkou citlivosti jednodéloznych rostlin k témto bakteriim.

Prvni rostlina, ktera byla transformovana pomoci A.rhizogenes byl tabak.
Transformovand rostlina tabdku poté produkovala tumory, na kterych byly
viditelné kofeny. Vznikla tkanova kofenova kultura byla kultivovana v pidé a byla
schopna regenerovat v novou rostlinu tabaku (Ackermann, 1977). Dulezitym meznikem
pii transformacich rostlin byl objev kompozitnich rostlin. Tyto rostliny vznikaji
inokulaci prytu rostliny divokého typu s kulturou A.rhizogenes, ktera nasledné vyvolava
rist transgennich kotfenti. Objevem kompozitnich rostlin se sniZzil €as potiebny
k vytvorfeni transgennich rostlin, kterych se vyuziva, napiiklad k testovani interakci
rostlina-patogen nebo pro testovani genovych funkci (Taylor et al., 2006).

Rostliny jsou bohatym zdrojem sekundarnich metaboliti, které jsou hojné€ vyuzivany
vriznych primyslovych odvétvich, naptfiklad farmaceutickém, chemickém,
kosmetickém a v mnoha dal$ich. Od roku 1980 byla provadéna tada studii, jak rychle a
efektivné ziskavat tkanovou kotfenovou kulturu, ktera by produkovala velké mnozstvi
sekundarnich metabolitd, zejména alkaloidii. Pro genetické transformace byla pouzita
bakterie A.rhizogenes a vzniklé tkanové kotenové kultury byly poté péstovany in vitro
v bioreaktorech (Kamada et al., 1986; Mano et al., 1986). Od té doby byly uspésné
ziskéany tkanové kotenové kultury z vice nez sto druhti rostlin, véetn¢ ohroZenych druhii

rostlin pouzivanych pro 1ékaiské ucely (Georgiev et al., 2007).
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Biotechnologické odvétvi vyuziva prirodni strategie A.rhizogenes pro transformaci
tkanovych kotenovych kultur. Pfipravené explantaty (zranéné Casti rostlin) mohou byt
transformovany dvéma zplsoby, bud’ pfimou inokulaci bakteridlni suspenze nebo
ko-kultivaci v tekutém médiu s kulturou A.rhizogenes. V obou piipadech jsou
explantaty nakonec pfeneseny na pevné médium s antibiotiky. Jeden az Ctyti tydny po
transformaci zacne rostlina produkovat prvni kofeny a nésledn¢ se zacnou objevovat
lateralni 1 adventivni kofeny. Po kratké adaptaci jsou ,hairy root* kultury schopné
tvorby metabolitd (Sevon a Oskman-Caldentey, 2002), produkci semen nebo vzniku
celé nové transgenni rostliny (Crane et al., 2004; Obr. 13).

Bakterie A.rhizogenes nalezla své uplatnéni také pii testovani novych promotort,
genll nebo pii testovani novych biologickych systémi a procesi. Pro identifikaci
transgennich L hairy root“ se Casto vyuzivd fuze sreportérovymi geny
B-glukoronidasou (GUS) nebo se zelenym fluorescen¢nim proteinem (GFP). Spojeni
S reportérovymi geny umoziuje snadno identifikovat kofeny exprimujici T-DNA,
ale také umoznuje snadnou subcelularni lokalizaci exprimujiciho se genu (Collier et al.,
2005; Runo et al., 2012).

V poslednich letech byly vyvinuty nové techniky, které umoziuji zvysit uspésnost
transformace pomoci A.rhizogenes, jednou z téchto metod je sonifikace. Metoda
vyuziva pusobeni ultrazvukovych vin k zvySeni inokulace rostlin touto baktérii.

(Georgiev et al., 2011).
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Obr. 13: Dva mozZné zpusoby pripravy ,hairy root* kultur z rostlinnych explantati.
(Georgiev et al., 2007).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIAL

3.1.1  Pristrojové zarizeni

Chemikalie pro pfipravu medii a roztokl byly vazeny na elektrickych vahach PK — 352
(Denver Instrument, New York, USA) nebo pomoci analytickych vah 5034/120, Nahita
(AUXILAB S. L., Berian, Spanélsko). Hodnota pH byla upravovana s vyuZitim
pH - metru Eutechinstruments, Cyberscan (ThermoFisher SCIENNTIFIC, Pardubince,
CR). Roztoky pro kultivaci médii, deionizovana voda a instrumenty pro pasazovani
kofent a kalust byly sterilizovany autoklavem BMT (Sterivap 666-1ED, BMT Medical
Technology, s.r.o., Brno). Pro praci za sterilnich podminek byl vyuzit flow box Polaris
72, Steril (Schoeller INSTRUMENT, Praha, CR). Rostlinny material byl rozdrcen
pomoci oscilaéniho mlynku MM 400 (Retsch, Praha, CR). Pro p¥ipravu konstruktii byly
pouzity termocycler T—personal (Biometra, Goettingen, Némecko), 96 Well Fast
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Life Technologies, Praha, CR), termoblok
MC-01-N (Major Science, Saratoga, USA), centrifuga pro staceni vzorkii Mikro200R,
Hettich (Labor — Komplet, Praha, CR),centrifuga (mini) Combi — spin, Biosan,
FVL — 2400N (Aest Port, Praha, CR), elektroporator ECM399 (BTX, USA).
Koncentrace nukleovych kyselin byla méfena pomoci mikroobjemového UV/VIS
spektrofotometru  ACTene, NAS-99 (INYDIA, Madrid, Spanélsko). Stanoveni
koncentrace proteinli a enzymové aktivity byly stanoveny meéfenim absorbanci na
UV/VIS spektrofotometru 8453 Agilent (HPST, Praha, CR). Stanoveni exprese genu
byla provedena pomoci Real-time PCR na termocycleru StepOnePlus, Applied
Biosystems (Life Technologies, Praha, CR). Pro detekci chemiluminiscenéniho filmu
bylo vyuzito Lumi-film 100 NIF (Roche, USA).

3.1.2 Chemikalie, kity a biologicky material

Chemikaélie dodaly firmy Sigma-Aldrich (Praha, CR), a Duchefa (BioTech, Praha, CR),
Lachner (Neratovice, CR). Konstrukty byly nasyntetizovany firmou Life Technologies
(Praha, CR) a byly klonovany do bunék E.coli (kmen TOP10) a posléze transformovany
do Agrobacteria rhizogenes (15834). Linearizovany vektor byl piecistén pomoci

Wizard® SV gel and PCR clean-up systém od firmy Promega (Madison, USA).
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Pripravené konstrukty byly ovéfeny sekvenci firmou SEQme (Dobii§, CR). Plasmidova
DNA byla izolovana pomoci QIAprep Spin MiniprepKit (Quiagen). Genomova DNA
z rostlinného materialu byla izolovéana pomoci Mag MAX™ izolatniho kitu (Life
Technologies, Praha, CR). Nanaseci pufr a DNA Ladder pro elektroforézu byly z firmy
Fermentas. Pro izolaci RNA byl vyuzit RNAqueous®Kit a TURBO DNA- free™Kit
pro odstranéni kontaminujici DNA (Life Technologies, Praha, CR). Pro analyzu western
blottingu byl wvyuzit chemiluminiscen¢ni reagent SuperSignal®West Pico
Chemiluminescent (Fischer Scientific, Pardubice, CR). Pro rekombinaci byla pouzita
LR klonasa Il (Invitrogen) a k zastaveni rekombina¢ni reakce byla pouzita proteinasa
K od téze firmy. Pouzité restrikéni endonukleasy byly od firem Fermentas, NEB nebo
Takara a k nim dodané pufry (Buffer R nebo 1). Pouzité standarty pro elektroforézu
byly GeneRuler™1kb DNA Ladder a GeneRuler ™1kb Plus DNA Ladder (Fermentas,
Ontario, Kanada). Pro SDS-PAGE clektroforézu byl pouzity marker PageRuler
Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific, Pardubice, CR). Protilatky pro western
blotting analyzu byly: primarni anti-GFP (ab 290) Abcam; Velka Britanie a sekundarni
Goat anti-rabbit Santa Cruz Biotechnology, USA. Pro vyvolavani filmu byl pouzity
chemiluminiscen¢ni reagent SuperSignal® West Pico Chemiluminiscent Substrate
(Thermo Scientific,Pardubice, CR). K detekci western blottingu byl dale pouzit lumi-
film 100 NIF od firmy Roche (Praha, CR). Bradfordové &inidlo pro stanoveni
koncentrace proteind (Precision Plus Protein'™ Standard, Bio-Rad, Viden, Rakousko).
BSA pro méfeni kalibra¢ni kiivky pii méfeni CKX aktivity byl od Acros Organics
(Pardubice, CR). Pro amplifikaci genii pomoci PCR byla pouzita Go Taq® G2 Flexi
DNA polymerasa a Go Taq®G2 Flexi DNA pufr od firmy Promega Corporation
(Madison, USA). Pro ptipravu cDNA byla pouzita RevertAid H Minus M-MULV
reverzni transkriptasa a jeji pufr od firmy Thermo Scientific (USA).

3.1.3  Pufry, gely, roztoky a média
Média, pufry pro transformaci a inkubaci kultur, sloZeni v 1 litru
e LB médium: trypton (10 g), NaCl (5 g), kvasni¢ni extrakt (5 g), pH = 7,2
(pomoci NaOH), sterilizace autokldvovanim
e LB agar:trypton (10 g), NaCl (5 g), kvasni¢ni extrakt (5 g), agar (w/v = 1,5 %),

pH = 7,2 (pomoci NaOH)), sterilizace autokldvovanim
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SOC médium:trypton (w/v = 2 %), kvasniény extrakt (w/v = 0,5 %), NaCl
(10 mM), sterilizace autoklavovéanim, poté byl p¥idan Mg®* (20 mM), glukosa
(20mM).

Roztoky pro agarosovou elektroforézu

10x PCR pufr: Tris (100 mM), KCI (500 mM), MgCl,-6H,O (20 mM), Triton
X-100 (v/v =0,1 %), pH =9 (pomoci HCI)
TAE pufr: Tris (70 mM), EDTA (1 mM), pH = 8 (pomoci CH3COOH)

Priprava agarosového gelu: agarosa (w/w = 1%) v 1x TAE pufru

DNA — nandseci pufr: bromfenolova modi (w/v = 0,05%), xylencyanol FF

modi (w/v = 0,05 %), SDS (w/v =1 %), glycerol (v/v =25 %).

Pufr pro izolaci genomové DNA (Edwards et al., 1991)

Extrakéni _pufr: Tris (200 mM), NaCl (250 mM), EDTA (25 mM),
SDS (w/v=0,5 %), pH = 7,5 (pomoci HCI).

Lyzacni pufi: slozeni ve 25 ml — NaCl (0,730 g), Tris/HCI (0,303 g), EDTA
(0,470 g), NaHSO3 (0,125 g), kyselina askorbova (0,025 g), merkaptoetanol

(25 pl).

Médium pro transformaci rajcete, sloZeni v 1 litru

MSO médium: MS (basal salt; 4,3 g), sacharosa (30 g), pH = 5,8 (pomoci KOH),
sterilizace autoklavovanim, poté byly pfidiny Gamborg's B-5 vitaminy 1000x
(Iml)

Y% MSO agar: MS (basal salt; 2,3 @), sacharosa (30 g), pH = 5,8

(pomoci KOH), agar na rostliny (8 g), sterilizace autoklavovanim, poté byly
ptidany Gamborg’s B-5 vitaminy 1000x (1ml)

D1 agar: MS (basal salt; 4,3 g), sacharosa (30 g), pH = 5.8
(pomoci KOH), agar na rostliny (8 g), sterilizace autoklavovanim, poté byly
ptidany Gamborg's B-5 vitaminy 1000x (Iml) a trans—zeatin, 45,6 pl
(100 mM)

MG/L agar: kvasni¢ny extrakt (2,5 g), trypton (5 g), manitol (5 g),
L-glutamova kyselina (1 g), KH,PO,4 (0,25 g), NaCl (0,1 g), MgSO4-7 H,O
(0,1 g), pH = 7,2 (pomoci NaOH), agar na rostliny (15 g), sterilizace
autoklavovanim, poté byl pfidan biotin (10 ul)
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Gamborg's B-5 agar: Gamborg's B-5 =zikladni medium s minimalnim
mnozstvim organickych latek (3.2 g), sacharosa (20 g), pH = 5,7 (pomoci KOH),
agar na rostliny (8 g), sterilizace autoklavovanim, poté byly pfidany Gamborg's
B-5 vitaminy 1000x (1ml)

Pied rozlitim na misky byly do Gamborg's B-5 agaru pridany antibiotika timentin
1000x (250 mg-1™), hygromycin B 1000x (50 mg-I™) a fosfinotricin 1000x (3 mg-1™).

Média pro transformaci kalusi je¢émene, sloZeni v 1 litru

MG/L médium: kvasni¢ny extrakt (2,5 g), trypton (5 g), manitol (5 g),
L-glutamova kyselina (1 g), KH,PO, (0,25 g), NaCl (0,1 g), MgSO,-7H,0
(0,1 g), pH = 7,2 (pomoci NaOH), sterilizace autoklavovanim, poté byl ptidan
biotin (0,1 mg-ml™, 10 ul)

Kalus indukujici médium (CIM): fytagel (3,5 g), Murashige a Skoog (plant salt
base) M0221 (4,3 g), kasein hydrolysat (1 g), maltosa (30 g), pH = 5,8 (pomoci
HCI), 100 x kalus indukujici vitaminy obsahujici: tiamin HCI (100 mg-I™),

myo-inositol (35 g-I"), prolin (69 gI?). Dicamba (2,5 mgl?Y),
(2S,4S)-(-)-4-difenylfosfino-2-(difenylfosfinometyl)pyrolidin (PPM; 500 pl)
Tranzitni médium (TZ) 1: phytagel (3,5 g), MS médium bez NH;NO3; M0238
(2,70 g), NH4;NO3 (0,165 g), glutamin (0,750 g), maltosa (10 g), sacharosa
(20 g), pH = 5,8 (pomoci NaOH), 100 x tranzitni vitaminy obsahujici: tiamin
HCI (40 mg-1™), myo-inositol (10 g-1™). CuSO4-5 H,0, timentin (160 mg-1™),
hygromycin B (50 mg-I™), cis-zeatin (0,2 mg-1™"), NAA (0,4 mg-I™)

Tranzitni médium (TZ) 2: fytagel (3,5 g), MS médium bez NH;NO3; M0238
(2,70 g), NH4NO;3; (0,165 @), glutamin (0,750 g), maltosa (20 g), pH = 5,8
(pomoci NaOH), 100 X tranzitni vitaminy, CuSO4-5 H,0, timentin (160 mg-l'l),
hygromycin B (50 mg-1™), cis-zeatin (0,2 mg-1™"), NAA (0,4 mg-I™)

Tranzitni médium (TZ) 3. fytagel (3,5 g), MS médium bez NH;NO3; M0238
(2,70 g), NH4NO;3; (0,165 g), glutamin (0,750 g), maltosa (20 g), pH = 5,8
(pomoci NaOH), 100 x FWG vitaminy, CuSO4-5 H,0, timentin (160 mg-1™),
hygromycin B (50 mg-1™"), NAA (0,4 mg-1™)
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Tranzitni médium (TZ) 4: fytagel (3,5 g), MS médium bez NH;NO3; M0238
(2,70 g), NH4;NO;3 (0,165 g), glutamin (0,750 g), maltosa (20 g), pH = 5,8
(pomoci NaOH), 100 X tranzitni vitaminy, CuSO4-5 H,0, timentin (160 mg-1™),
fosfinotricin (3 mg-1™), cis-zeatin (0,2 mg-1"), NAA (0,4 mg-1™).

MS médium: Murashige a Skoog médium s vitaminy M00222.0050 (4,33 g),
sacharosa (10 g), MES (0,5 g), agar na rostliny (8 g), pH = 5,7 (pomoci KOH),

sterilizace autoklavovanim poté pfidat timentin (160 mg:1™?) a hygromycin
(25 mg-1™).

Pufr pro izolaci proteint

Pufry,

RIPA extrakcni pufr: Tris (20 mM), NaCl (300 mM), EDTA (1 mM), Triton
X - 100 (v/v = 0,3 %), poté byl ptidan protease inhibitor cocktail (EDTA - free,
Roche, cat.no 04693132001).

gely, roztoky pro SDS-PAGE elektroforézu:

elektroforeticky pufir: TrisfHCI (0,025 M), glycin (0,192 M), pH = 8,3
pufi pro separacni gel: Tris/HCI (2,25 M), pH = 9,2

pufi zaostiovaci gel: Tris/HCI (0,75 M), pH = 6,8

roztok akrylamidu-bisakrylamidu:  bisakrylamid (wiv = 0,8 %),
akrylamid (w/v = 30%)

roztok dodecylsulfitu sodného: SDS ve vodé (w/v = 10 %)

roztok persiranu amonného: APS ve vodg (w/v = 20 %, 100 mg-ml™)

separacni_(running) gel - pro pripravu 1 gelu (10x10 cm). roztok akrylamidu-

bisakrylamidu (2,5 ml), pufr pro separa¢ni gel (1,25 ml), deionizovana voda
(3,63 ml), roztok SDS (0,075 ml), N, N, N, N'-tetramethylendiamin (TEMED,
0,0075 ml), roztok APS (0,375 ml)

zaostrovaci (stacking) gel — pro pripravu 1 gelu (10x10 cm): roztok akrylamidu-

bisakrylamidu (1 ml), pufr pro zaostfovaci gel (1,25 ml), deionizovana voda
(5,13 ml), roztok SDS (0,075 ml), TEMED (0,0075 ml), roztok APS
(0,0375 ml).
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Pufry pro western blotting:
o transferovy pufi: Tris/lHCI (0,2 M), glycin (1,2 M), pH = 8,5

e Dblotovaci pufr: transferovy pufr (v/iv =12,5 %), metanol (v/v = 20 %),

neionizovana voda (v/v = 50 %)
o promyvaci pufr TBS: Tris/HCI (20 mM), NaCl (500 mM), pH =7,5
o promyvaci pufr Twee-TBS: Tris/HCI (20 mM), NaCl (500 mM), Tween 20
e blokovaci pufr: suSené mléko (w/v =5 %) v pufru Tween-TBS.

e pufr S primdrni nebo sekunddrni protilatkou: susené mléko (w/v = 1 %) v pufru
Tween-TBS.

Roztoky pro odbarveni a obarveni SDS — PAGE gelu:

e Dbarvici roztok: Comassie Brilliant Blue R250 (w/v = 0,025 %), metanol

(v/v =50%), kyselina octova (v/v = 10 %), deionizovana voda

e  odbarvovaci roztok: metanol (v/v =40 %), kyselina octova (v/v =10 %).

Roztok pro odbarveni PYDF membrany:

e barvici roztok: amidocern (w/v = 0,5 %), kyselina octova (v/v =7 %).

3.2 METODY

3.2.1  Transformace bakterii elektroporaci

Na celektroporaci byly pouzity elektrokompetentni bunky E.coli (TOP 10);
A.tumefaciens (AGL1) and A.rhizogenes (15834). 1 ul pfipravené liga¢ni anebo
rekombinantni smési byl smichan s50 pl elektrokompetentnich bun¢k a smés byla
napipetovana do ptedem vychlazenych elektroporacnich kyvet. Kyvety byly vlozeny do
elektropora¢niho pfistroje a byla provedena elektroporace pii 1800 V po dobu 5 ms.
Bezprostiedné bylo k bunikam p#idano 300 ul SOC média (E.coli) anebo 300 ul MGL
média (Agrobacterium) a smés byla inkubovana pii 37°C/lhodinu (E.coli) anebo
28°C/3hodiny (Agrobacterium). Poté byly bakterie inokulované na misky s LB médiem

(E.coli) nebo na MGL médiu (Agrobacterium) obsahujicim piislusné antibiotikum.
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3.2.2  Kultivace bakterii a pFiprava glycerolovych stoki

Veskeré prace s bakteriemi byly provadény v prostoru lamindrniho boxu. Pro inokulace
bakterii byla pouzivana LB média a MGL média (tekutd nebo pevna) s ptisluSnym
antibiotikem v zavislosti na vektoru, ktery bakterie obsahovaly (ampicilin, kanamycin,
hygromycin). Transformované buiiky byly po inkubaci rozetieny na misky s LB agarem
pomoci sterilni hokejky a misky byly inkubovany pii 37°C/1 den (E.coli) anebo pfii
28°C/2 dny (Agrobacterium). Jednotlivé kolonie byly nasledné¢ preockovany
do tekut¢ého LB/MGL média s antibiotikem pomoci dievénych paratek a inkubovany
1 den (E.coli), ptipadné¢ 2 dny (Agrobacterium) na tiepacce pii 180 rpm. VSechny
kultury urc¢ené k uschovani byly smichany v poméru 1:1 s 50 % glycerolem a nasledné
uschovany v mrazicim boxu (-80°C). Kultury ur¢ené k transformaci kalusi byly

smichany v poméru 1:1 s 30% glycerolem a uschovany v mrazicim boxu (-80 °C).

3.2.3  lzolace plasmidové DNA z bakterii E.coli
Na izolaci plasmidové DNA bylo pouzito 5Sml Cerstvé ptipravené kultury kultivované
ptes noc. Plasmidova DNA byla izolovana pomoci kitu QIAprep Spin podle navodu

doporucéeného vyrobcem. DNA byla eluovana z kolonek 50 ul EB pufru.

3.24  Restrikce DNA
Restrikce byla nastavena v celkovém objemu 20 pl, inkubace probihala pfes noc pfi
37°C. Restrikéni smés obsahovala:

1. 2,0 pl 10 x pufru (vhodny pro danou restrikci)

2. 0,3 pl restrikéni endonukleasy (33-66 U/ul)

3. 1-10 ul izolované DNA (aby byla koncentrace 600 — 800 ng)

4. voda (doplnéni do objemu 20 pl)

3.25  Agarosova elektroforéza
Na elektroforézu byla pouzivana 1% agarosa v 1 x TAE pufru, do které byl pfidan
0,01% etidium bromid. Elektroforéza probihala v horizontalni komoie pti 120 V,

20 — 30 minut. Vzorky byly pfed nanesenim na gel smichany s 6x nanasecim pufrem.
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Gely byly vizualizovany pomoci UV transluminatoru a nasledné vyfocené pomoci
digitalniho fotoaparatu a pocitacové zpracovany programem Alpha DigiDoc RT (East
Port Scientific, Praha, CR).

3.2.6  Purifikace DNA fragmenti z agarosového gelu

Fragmenty o pozadované velikosti byly vyfiznuty z gelu pomoci sterilniho skalpelu
a preneseny do sterilni Eppendorf zkumavky. DNA byla pfecisténa pomoci Wizard®
SV Gel and PCR Clean-up Systému (podle doporu¢eného navodu vyrobcem a DNA

byla eluovana 20 uL sterilni vody bez nukleas.

3.2.7 LR rekombinace

Rekombinacéni smés obsahovala:

1. Cilovy vektor pPGWBI1 (150 ng) — 1-7 pl

2. Vstupni vektor — RSP::HVCKX3-GFP nebo HVCKX3::HVCKX2.2-GFP (30 ng) - 1 ul
3. TE pufr (doplnéni do findlniho objemu)

Celkovy objem rekombina¢ni smési byl 8 pl, nasledovala 5 minutova inkubace
pii 45 °C a poté byly ptidany 2 pul LR Klonasy II. Inkubace probihala pfes noc

pfi 25 °C a reakce byla zastavena 1pl proteinasi K a inkubaci pti 37°C, 10 minut.

3.2.8  Transformace rajcete

3.2.8.1 Priprava déloZnich listki

Semena rajcete byla sterilizovanal minutu v 70% etanolu; 5 minut v 3,5% chlornanu
sodném a 5 krat promyta sterilni vodou. Sterilni semena byla rozmistnéna na misky
s 2 MSO agarem, misky byly utésnény parafilmem, zabalené do alobalu a inkubovany
V lednici 7 dni pro ptekonani dormance. Sedmidenni listky byly ostfihany do tekutého
MSO media, jejich horni strana byla poranéna a listky byly umistény na filtraéni papir
s D1 agarem. Po utésnéni misek probihala inkubace v klimakomoie 1-2 dny pti 24 °C,
pii osvétleni 1000-1500 lux.
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3.2.8.2 Priprava kultury A.rhizogenes

Na pfipravu kultury byly pouzity zamrazené glycerolové stoky A.rhizogenes nesouci
konstrukty (RSP::HVCKX3-GFP a pHVCKX3::HVCKX2.2-GFP a SU::GFP), kter¢ byly
kiizovym roztérem rozetfené na misky s MGL mediem s piislusnym antibiotikem
a inkubovany pii 28°C/2 dny. Jednotlivé kolonie byly poté ptreockovany do tekutého
MGL média s antibiotikem a inkubovany piti 28°C/2 dny za stalého tfepani pti 220 rpm.
Po dvoudenni inkubaci byly kultury centrifugovany pii 5 000 g, 5 minut, pii pokojové
teploté. Pelet byl 3 x promyt v MSO mediu a resuspendovan 10 ml MSO média.

3.2.8.3 Ovéreni plasmidu v A. rhizogenes

Plasmid nebo rekombinac¢ni smés elektroporované do bakterii E. coli (TOP 10) byly
kultivované na LB médiu (pevném/tekutém) s antibiotiky 1 den, pti 37°C a nasledné
byla izolovana plasmidova DNA. Pro transformaci do bakterii A.rhizogenes (15834) byl
pouzity 1 pl vyizolované plasmidové DNA a bakterie byly kultivovany na MGL médiu
s antibiotiky (pevném/tekutém) 2 dny, pii 28°C. Pro ovéieni spravného transformacniho
postupu do A.rhizogenes byla provedena zpétna transformace vyizolovaného plasmidu
do bakterie E.coli a po kultivaci bakterii byla opét izolovana plasmidova DNA, ktera

byla podrobena restrikéni analyze.

3.2.8.4 Transformace déloZnich listki

Do bunééné suspenze uréené k transformaci bylo pfidano 50 pl acetosyringonu
(0,074 M). D¢lozni listky byly inkubovany 10 minut s buné¢nou suspenzi a poté byly
pfeneseny na D1 agar (orientovany horni stranou dolll). Inkubace probihala

v klimakomote po dobu 2 dntl, pii 24°C a pfi osvétleni 1000-1500 lux.

3.2.8.5 Selekce transgennich kofent

Dva dny po transformaci byly listky umistény na misky s Gamborg's B-5 agarem
a timentinem (bez selek¢niho tlaku). Po tydnu byly listky umistény na stejné médium,
ale obsahujici také antibiotika. Inkubace probihala v klimakomote pii 24 °C
s fotoperiodou 14 hodin svétla (1000-1500 lux) a 10 hodin tmy. Po osmi dnech
se zacaly na listech objevovat prvni kofeny, kultivace probihala do délky kotene
cca 1 cm. Po ¢trnacti dnech byly kofeny pozorovany pod fluorescen¢ni lupou a koteny
exprimujici fuzni protein s GFP byly oddéleny od d€lozniho listku a byly schopné

samotného rustu.
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3.2.9 Transformace kalusii je¢mene

3.2.9.1 Izolace embryi

Vsechny rostliny je¢mene kultivaru Golden Promise byly péstovany V mistnosti
s kontrolovanymi podminkami, pii teploté¢ 15°C (béhem dne) a 12°C (b&hem noci).
Relativni vlhkost vzduchu byla 80% a hladina osvétleni 500 pmol-m?-s™, ktera byla
udrzovana pomoci halogenovych vybojek (HQI) s wolframovymi zarovkami. Nezralé
klasy, obsahujici embrya o velikosti 1.5 mm, byly odstfiZzeny a zrna byla oddélena od
klasu, aniz by byla poranéna. Nezrala zrna byla sterilizovana promytim v 70% etanolu
(30 sekund), 3 x promytim sterilni vodou, poté promytim v 5% roztoku hypochloridu
sodného (4 minuty) a nakonec 3 x promytim sterilni vodou (posledni dva kroky
probihaly v laminarnim boxu). Poté byla ze zrn izolovana nezralda embrya pomoci
stereoskopu (Obr. 14). Vyizolovana embrya bez embryonalni osy byla umisténa na CIM
bez antibiotik, misky byly utésnény mikropordézni papirovou paskou a inkubovany

12 dni v klimakomofe pti 24 °C a ve tm¢.

Obr. 14: (A) Je¢menny klas vhodny k izolaci; (B) jeémenné zrno obsahujici embryo; (C)
vyizolované nezralé embryo; (D) Embryo zbavené embryonalni osy (Harwood et al., 2009).

3.2.9.2 Priprava kultury A. rhizogenesa transformace kalusi

Na piipravu kultury byly pouzity zamrazené glycerolové stoky A.rhizogenes obsahujici
konstrukty (RSP::HVCK3-GFP a SU::GFP), které byly kiiZzovym roztérem rozetiené na
misky s MGL médiem s pifislusnym antibiotikem a inkubovany pii 28°C/2 dny.
Jednotlivé kolonie byly poté pieockovany do tekut¢tho MGL média s antibiotikem
a inkubovany pii 28°C/2 dny za stalého tfepani pfi 220 rpm. Na transformaci byly

pouzity dvanactidenni kalusy. Polovina kalusu byla ponoiend do falkony s pfipravenou
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kulturou A.rhizogenes (obsahujici acetosyringon o finalni koncentraci 200 uM) a byla
sonifikovana 15 sekund. Druha polovina kalusti byla ponofena do stejné Kkultury
(obsahujici acetosyringon o finalni koncentraci 200 puM) bez vyuziti sonifikace.
Po transformaci byly kalusy inkubovany 3 dny ve tmé¢, pti 24°C na CIM bez antibiotik
s 200 uM acetosyringonem. Po tiech dnech byly transformované kalusy pfeneseny na
4 rizné tranzitni média (viz sekce 3.1.3) s timentinem (160 mg.ml™) bez antibiotik
a kultivovany ve tme pii 24°C. Po tydnu byly transformované kalusy pieneseny na TZ
se selekéni tlakem (hygromycin 50 mg.I™ anebo fosfinotricin 3 mg.I"%). Kalusy byly
kazdé dva tydny pasdzovany na Cerstvé medium, zhruba po 10 dnech zacaly rlst prvni

koteny.

3.2.10  Priprava rostlinnych médii

Fytagel byl ptipravovan ve 2 krat vétsi koncentraci, nez bylo pozadovano
a autoklavovan oddélen¢ od média. VSechny média pro kultivaci kalust byla
sterilizovana filtraci, kde médium obsahovalo vSechny slozky ve 2 krat veétsi
koncentraci. Po upravé pH bylo médium filtrovano pies jednorazovy Filter 150 ml
(Techno Plastic Products AG, Svycarsko) a viechny sterilni stoky (anbiotika
a vitaminy) byly pfed uschovanim také sterilizovany pfes filtr Disposable Gelatin Filters
17528-80-BZD (Sartorius, Némecko). Jak 2x fytagel, tak i 2x médium byly pfedehiay
na 60°C v inkubatoru a pfed smichanim byly k médiu pifidany vitaminy, hormony
a antibiotika. Fytagel byl s ptfipravenym médiem smichan v poméru 1:1 tak, aby daval
spravnou koncentraci a nakonec bylo médium rozlito na Petriho misky (Gama Group,
CR) nebo v pfipadé regeneraéniho média byly vyuzity hlubsi Petrino misky
(100 x 15mm, Iwaki, USA; Harwood et al., 2009).

3.2.11 Transformace embryi je¢émene pomoci Agrobacterium tumefaciens

Na transformaci je¢mene byl pouzit kultivar Golden Promise, stejné¢ jako je popsano
v sekci 3.8.6. Vyizolovana nezrala embrya jeCmene zbavena embryonalni osy byla
transformovana kulturou A. tumefaciens obsahujici binarni vektor pBract209
S RSP::HVCKX3-GFP. Cely proces transformace, nasledné kultivace a regenerace
kalust byly provedeny dle protokolu Barlett (2008). Konstrukty ptipravili a
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transformaci provedli Mgr. Katarina Mrizova, Mgr. Edita Holaskova a Mehmet Tufan
Oz, Ph.D (Oddéleni molekularni biologie).

3.2.12 1Izolace genomové DNA

Genomova DNA byla izolovana pomoci metody popsané v Edwards et al. (1991) a také
pomoci MagMAXTM izola¢niho kitu. Rostlinny material (listy, kofeny a kalusy) byl
rozdrcen pomoci oscilaéniho mlynku pii 27 Hz/2,5 minuty. Na izolaci pomoci
MagMAX™ izolagniho kitu i izolaci dle Edwards et al. (1991) se pouzival material
zamrazeny okamzité po odebrani na -80°C. Pfi pouziti metody MagMAXTNI pomoci
izolacniho kitu byl k homogenizovanému vzorku pifiddn 1 ml lyza¢niho pufru
(pfedehraty na 65 °C), nasledovala inkubace pii 65°C/45 minut a centrifugace
10000 rpm, 5 minut, pfi pokojové teploté. Ke 100 pl lyzatu byly ptidany
3 ul magnetickych kulicek a 70 pl 100% isopropanolu. Po pétiminutové inkubaci byly
vzorky umistény na magnet (5 minut) a supernatant byl nasledné¢ odstranén. DNA
zachycena na magnetickych kuli¢kach byla 3 x promyta pfidavkem 150 pl 70% EtOH.
Po odstranéni veskerého supernatantu byly vzorky vysuseny (10 minut) a genomova
DNA zachycena na magnetickych kuli¢kach byla eluovana 40 ul sterilni vody bez
nukleas. Pii pouziti metody dle navodu Edwards et al. (1991) bylo k rozdrcenému
vzorku ptidano 400 ul extrakéniho pufru. Smés byla inkubovéana 1 hodinu a poté byla
centrifugovana pii 13 000 rpm, 1 minutu, pti laboratorni teploté. K 300 ul sepernatantu
bylo pfidano 300 pl isopropanolu a po dvouminutové inkubaci nasledovala centrifugace
pfi 13000 rpm, 5 minut, pii laboratorni teploté. Pelet byl resuspendovan

ve 100 pul 1x TE pufru.

3.2.13 Polymerazova ietézova reakce (PCR)
SloZeni reakéni smési:
1. 4,0 ul Go Taq® Flexi pufr
2. 2,0 ul MgCl(25 mM)
3. 0,5 ul dNTP (10 mM)
4. 0,5 pl primer fw (10 mM)
5. 0,5 pl primer rev (10 mM)
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6. 1,0-3,0 ul templatu (40 — 50 nQ)
7. 0,1 ul Go Tag® DNA polymerasa

Sterilni voda bez nukleas; do 20 ul

Tab. 1: Teplotni pribéh PCR reakce.

Krok Teplota Cas Opakovani
1. Pocateéni denaturace 95 °C 2 min 1
2. Denaturace 95 °C 30s
3. Annealing 56 °C 45s 35
4. Extenze 72 °C 2 min
5. Zavérena extenze 72 °C 5 min 1
6. Chlazeni 4°C 5 min

Tab. 2: Sekvence primera pouZitych pri amplifikaci geni RSP::HvVCK3-GFP,
pHVCKX3::HVCKX22-GFP.

Nazev Nukleotidova sekvence
Prom RSP forward primer 5 AAATTG TAG GCG CAACAACC 3
HvCKX3 gen reverse primer 5" GCT TGC ATA AAC CCCAGTGT 3°
Prom HvCKX3 forward primer 5 TGACAG CTT CGCCCTTTAGT 3°
HvVCKX 2.2 gen reverse primer 5°CCC TCA AGG CAG TAGAGCAC 3
GFP gen forward primer 5 GAATTAGGT GAT GTT AAT GG 3°
GFP gen reverse primer 5 CCATGCCATGTGTAATCCC3Z

3.2.14 lzolace RNA

Rostlinny materidl na izolaci RNA byl okamZité¢ po odbéru zamraZen a uschovan pro
izolaci RNA na -80°C. RNA byla izolovana pomoci RNAqueous®Kitu. Zamrazeny
rostlinny material byl rozdrcen pomoci oscilaéniho mlynku (27 Hz/2,5 minuty) a izolace
byla provedena podle nédvodu doporu¢eného vyrobcem. RNA zachycend na filtru
kolonek byla eluovana 90 pl elu¢niho roztoku (predehiatého na 80 °C). Pro odstranéni
kontaminujici frakce DNA z vyizolované RNA byl pouzit TURBO DNA- free™Kit.
Vzorky RNA byly 2x osetteny TURBO DNasou 45 minut (3ul a 2ul). Po inkubaci byly

vzorky precipitovany piidavkem LiCl (polovina celkového objemu smési) a inkubovany
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pii -20°C/30 minut. Poté byly vzorky centrifugovany pii 20 000 rpm/20 minut, pii 4°C.
Vznikly pelet byl promyt pfidavkem 500 pl 70% etanolu a vzorky byly opétovné
centrifugovany pii 20 000 rpm/5 minut. Pelet byl resuspendovan ve 20 ul sterilni vody

bez nukleas.

3.2.15 Priprava cDNA

Pro pfepis RNA do ¢cDNA byla pouzita RevertAid H Minus reverzni transkriptasa.
K 2 pg vzorku RNA v celkovém objemu 12 pl byl ptidan 1pl oligo (dT) primeru
(100 uM) a smés byla inkubovana pii 70°C/5 minut. Poté byly ptidany 4 ul pufru pro
reverzni transkriptasu (5x koncetrovany), 2 ul dNTPs (10 mM) a smés byla inkubovana
pti 37°C/5 minut. Nakonec byl pfidan 1 ul reverzni transkriptasy a smés byla
inkubovana pii 42°C/90 minut. Reakce byla zastavena pii 70°C/10 minut. K ptipravené
c¢DNA bylo ptidano 80 ul EB pufru.

3.2.16 Real —time PCR

Na real-time PCR (RT-PCR) byly pouzity 96 - jamkové desky. Nejprve byla
pfipravena smés primeru, a to nasledovné: 100 pl vody bez nukleas; 1,3 pul forward
primeru a 1,3 pl reverse primeru. V piipadé¢ TagMan® mixu byl do smési primeru
ptidan téz 1ul proby. Vlastni PCR reakce obsahovala: 2,5 pl cDNA; 2,5 pl smési
primeru a 5 ul SYBR® Green. Sekvence pouzitych primerii pro RT-PCR jsou uvedeny
v tabulkdch 4-6. Ziskana data byla vyhodnocena pomoci softwaru StepOnePlus

v 2.3 (Applied Biosystems).

Tab 3: Teplotni pribéh obou RT-PCR (SYBR® Green Power PCR i TagMan® PCR)
byl stejny.

Krok Teplota Cas Opakovani
1. Pocateéni denaturace 95°C 10m 1
2. Denaturace 95 °C 15s
3. Annealing 60 °C 1m 39
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Tab. 4: Sekvence primeri pouZitych pro relativni kvantifikaci transgeni rajcete.

Nazev

Nukleotidova sekvence

qEF1 forward primer
reverse primer

quUBQ forward primer
reverse primer

HvCKX3 forward primer
reverse primer

HvCKX2.2 forward primer
reverse primer

HYG forward primer
reverse primer

5 CCC AAG AGG CCATCAGACAA T
5 CCACAG GGACAGTTCCAATACCAZ

5 TTCCTT CAG ACC AGC AGAGGT TGA 3
5 TTT GCATAC CAC CAC GTAGAC GGA 3’

5" GGG CCA GGC CAA GGC CAAGGT ATATT 3°
5 ATGCTG TCAGCT TGC ATAAACC3’

5 CCCGTGGTCAGAGAATTTTCA 3
5 GGGCCAATCGATTAACTTCGT 3

5 CGAGGT CGCCAACATCTTCTTCT 3
5 GCG TCT GCT GCT CCATAC AA 3

gEF1 — gen kddujici elongacéni faktor rajcete

gqUBQ — gen kodujici ubikvitin

HvCKX3 — gen kodujici jeémennou cytokinindehydrogenasu 3

HvCKX2.2 — gen kodujici jeémennou cytokinindehydrogenasu 2.2

HYG — gen rezistence na hygromycin

Tab. 5: Sekvence primert pouzitych pro analyzu SYBR® Green Power PCR.

Nazev

Nukleotidova sekvence

HvEF2 forward primer
reverse primer

HVACT forward primer
reverse primer

RSP forward primer
reverse primer

HvCKX3 forward primer
reverse primer

5° CCG CAC TGT CAT GAG CAAGT 3°
5" GGG CGAGCT TCGATG TAAAG 3

5 TTG ACC TCC AAA GGA AGC TAT TCT 3°
5 GGT GCACCT GCT GTTGA 3

5"GTA CCT ACA ATA AGC TCT GGT TGA ACC3’
5°GTG AGC TCACAC ACATGC ACAAGT G3

5 GGG CCA GGC CAAGGC CAAGGT ATATT &
5 ATG CTG TCAGCT TGC ATAAACC 3

HVEF2 — gen kodujici je¢menny elongacni faktor

HVACT — gen kodujici jeCmenny aktin

RSP — gen kodujici nativni kofenové specificky promotor

HvCKX3 — gen kodujici jeémennou cytokinindehydrogenasu 3
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Tab. 6: Sekvence primeri pouZitych pro analyzu TagqMan®PCR.

Nazev Nukleotidova sekvence

HvVEF2 forward primer 5" AAG TCC TGC CGC ACT GTC AT 3°
reverse primer 5 GGG CGAGCT TCGATG TAAAG 3
proba 5° AGC AAG TCC CCC AAC AAG CAT AATCG 3°

HVACT forward primer 5 GT TGA CCT CCA AAG GAAGCTATT 3°
reverse primer "GGT GCAAGACCTGCTGTTGA 3
proba 5 TGT AGT ATT CTG CTT GGT GGC ACAGC 3°

(65}

GFP forward primer 5 CTGCTG CCCGACAACCAZ
reverse primer 5 GTGATCGCGCTTCTGCTTA 3
proba 5" TACCTG AGCACCCAGTG 3

HYG forward primer 5" CGC GCT CCC GAT TCC 3’
reverse primer 5 GGT CAGGCTCTCGCT GAATT 3
proba 5 AAGTGCTTGTTG ACATTG GG 3°

HVEF2 — gen kddujici je¢menny elongacni faktor
HVACT — gen kodujici jecmenny aktin
GFP — gen kodujici GFP protein

HYG — gen rezistence na hygromycin

3.2.17 Izolace proteinii

Rostlinny materidl z kofenti rajcete byl okamzité po odebrani zamrazen na -80°C.
Odebrané vzorky byly rozdrceny pomoci oscilaéniho mlynku (27 Hz/2,5 minuty)
na jemny prasek. K 1 g vzorku bylo pfidano ekvivalentni mnozstvi RIPA extrak¢éniho
pufru a vzorky byly inkubovany 1 hodinu na ledu a pribézné vortexovany. Poté byly
vzorky centrifugovany pii 20 000 rpm/20 minut, pii 4°C. Veskeré prace s proteiny
probihaly na ledu.

3.2.18 Meéreni koncentrace proteinii metodou Bradfordové

Vzorky na méfeni koncentrace proteini byly pfipraveny nasledovné: k1 ml
Bradfordova ¢inidla (nafedéného svodou Vv poméru 1:4) bylo pfidano 1-10 pl
proteinového extraktu a vzorky byly inkubovany 5 min pii pokojové teploté (vzorky

se zabarvily domodra). Nasledné byla zmétena absorbance pii vinové délce 595 nm.
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Stejnym zpiisobem byly piipraveny a zméfeny vzorky standardi BSA (o koncentraci
2 mg-ml?, 3 mg-ml™?, 5 mg-ml™a 10 mg-ml™). Ze zm&fenych absorbanci standardi byla
sestavend kalibracni kiivka, kterd slouzila k vypoctu neznamych koncentraci proteinti

ve vzorcich.

3.2.19 Meéfeni specifické enzymové aktivity CKX

Reakéni smés na méfeni CKX enzymové aktivity obsahovala:

300 pL 100 mM Mclvainov pufr pH 7,5

40 pl 10 mM 2,6-dichlorofenol-indofenol (elektronovy akceptor)

20-100 pl proteinového extraktu

10 pl 10mM izopenetenyladeninu (substrat)

Ke kazdému vzorku byl pfipraven slepy vzorek o stejném slozeni jako vzorek, avSak
namisto substratu bylo pfidano 10 pl DMSO. Vzorky byly inkubovany pies noc pii
37°C. Reakce byla ukonéena piidavkem 300 pul kyseliny trichloroctové (TCA) a 200 pl
2% p-aminofenolu v 6% TCA. Vzorky byly centrifugovany 5 minut pii 14000 rpm, pii
laboratorni teploté, a nasledné¢ byla métfena absorbance pii vinové délce 352 nm.

Z naméfenych dat byla spo¢itana specifickd enzymova aktivita v jednotkach kat.mg™

[(A352><%><t)><V2]

podle rovnice: a = , kde Ass, je absorbance pii 352 nm, V je objem

v litrech, e je extinkéni molarni koeficient produktu pii o = 352 nm (15 150 M™* cm %),
t je doba inkubace pii 37 °C v sekundach, V, je fedéni proteinového extraktu

a c je koncentrace proteinli v mg-ml™ (Frébort et al., 2002)

3.2.20 SDS-PAGE elektroforéza podle Laemmliho

Na SDS-PAGE elektroforézu bylo pouzito 100 pg proteinového extraktu v celkovém
objemu 15 pul. Do vzorka bylo piidano 5 pl barviciho pufru a smés byla povafena
10 minut na 95°C. Byla sestavena elektroforeticka aparatura, do které byl nejprve nalit
separacni gel, ktery byl pfevrstven tenkou vrstvou 100% butanolu. Po ztuhnuti byl gel
pfevrstven zaostfovacim gelem, do kterého byl vsazen hiebinek. Po ztuhnuti byl

pfipraveny gel vloZen do elektroforézni vany a zalit elektroforetickym pufrem.
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Hiebinek byl vytazen a do jamek byly nanaSeny pfipravené vzorky. Separace proteinli
probihala nejprve pii 25 V/20 minut a poté pii 60 V/60 minut. Na detekci velikosti

proteinu byl pouzit marker PageRuler Unstained Protein Ladder.

3.2.21  Western blotting (WB)
Po elektroforetické  separaci byly proteiny pieneseny na 0,45 pm
polyvinylidenfluoridovu membranu (PVDEF, Milipore). Pro pfenos byl sestaven tzv.
»sandwich®, a to nasledovné: pordzni podlozka, filtracni papir (oba namocené
do blotovaciho pufru), gel se separovanymi proteiny, PVDF membréana (ustfizend na
velikost membrany a aktivovana 1 minutu ve 100% mentanolu), filtracni papir
a nakonec pordzni podlozka (opét obé namocené v blotovacim pufru). Sestaveny
»sandwich® byl vloZzen do elektroforetické komory, kterd obsahovala téz nadobu
s ledem. Pfenos byl nastaven na 20 V/24 hodin nasledovany 1 hodinou pii 100 V.
Po prenosu byla membrana blokovana 1 hodinu v roztoku 5% suseného mléka v TBS-T
pufru (w/v). Poté nasledovala hodinova inkubace s primarni protilatkou v roztoku
1% mléka v TBS-T pufru (anti-GFP protilatka fedéna 1:1000). Membrana byla nasledné
promyta 1x 5 min v TBS-T pufru, 2x 5 minut v TBS pufru a poté inkubovana 1 hodinu
se sekundarni protilatkou v roztoku 1% mléka v TBS-T pufru (goat anti-rabbit protilatka
fedéna 1:5000). Poté byla membrana promyta 1x 10 minut v TBS-T pufru a 2 x
10 minut vTBS pufru. Po poslednim promyti byla membrana pfevrstvena
2 ml chemiluminiscenéniho reagentu (Thermo Scientific'™ SuperSignal™ West Dura
substrat a Amersham" ECL Prime substrat; v poméru 1:1), zabalena do folie a vloZena
do kazety urCené k detekci. V temné mistnosti byl na membranu piilozen film
pro chemiluminiscen¢ni detekci (lumi-film 100 NIF) po dobu 5 — 20 min, v zavislosti na

intenzité signalu.
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4 VYSLEDKY

4.1 Piiprava konstruktu SU::GFP v A. rhizogenes

Plasmid AKK 1472B-SU::GFP poskytnuty Mgr. Mariou Smehilovou, Ph.D (Smehilova
et al., 2009), byl transformovan elektroporaci do bakterii A.rhizogenes (15834).
Plasmid obsahoval GFP gen pod kontrolou konstitutivniho superubikvitinového
promotoru z kukufice ve vektoru AKK 1472B (obr. 15). Bakterie byly kultivovany na
selekénich mediich, které obsahovaly kanamycin (100 mg.I%). Pro ovéfeni usp&$né
transformace plasmidu do Agrobacteria byl ze tii kolonii vyizolovan plasmid, ktery byl
transformovan do E.coli. Po kultivaci byly z kazdé misky vybrany 3 kolonie, u kterych
byla pfitomnost plasmidu ovétenad restrikci. Pro restrikci byla pouzita restrikéni
endonukleasa Pacl, kterdA méla tento plasmid rozstépit na dva fragmenty: 3 kbp,
odpovidajici velikosti promotoru s GFP genem a 11 kbp, odpovidajici velikosti
plasmidu AKK 1472B. Restrik¢ni smési byly analyzovany pomoci agarosové
elektroforézy (Obr. 16). Osm nastavenych reakci z deviti bylo pozitivnich. Byly
vybrany 3 pozitivni kolonie, ze kterych byly pfipravené glycerolové stoky a zamrazeny

na -80°C.

F‘acl(ubs@l
As-rl{xm.z'?){\ Avai(z3)
1
Psti(21645)| [clal(30)
LB e Hindlll (44)
N\
I 2 \
Ncol(10826) t]t:f:\_____Nos promoter
Neol (10298) \ "'VBAR
Aval{10111) \ /(' Aval(1070)
p S
V 4 . NOS terminator
TrfA 4 // EcoRI(1516)
Bt
& a Pstl(1528)
| AKK 1472B
T-DNARB
= 11662 bp {l\
i ori
A
b
o
= TraF
Kan(R) 3 //§ Aval(387s)
Pst1(7397) (/// \ \Cal(arse)
/ \ < N\ Hindil(4264)
\
Aval (6239) \ BamHI (4s10)
TET(R)
Aval(ssb0)

Obr. 15: Restrikéni mapa vektoru AKK 1472B.
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Obr. 16: Ovéreni piritomnosti SU::GFP v bakterii A. rhizogenes a E.coli.
M - GeneRuler™ 1kb DNA Ladder; 1-8 — plasmid po kontrolni restrikci enzymem, vyizolovany
z 9 kolonii E.coli transformovanych konstruktem SU::GFP; 9 - negativni kolonie.

4.2 Piiprava konstrukti RSP::HVCKX-GFP a pHvCKX3::HvCKX2.2-
GFP v A. rhizogenes

Konstrukty RSP::HVCKX3-GFP a pHvCKX3::HvVCKX2.2-GFP byly nasyntetizovany a
vlozeny do vektoru pMA a pMK firmou Life Technologies (Praha, CR). Synteticky
konstrukt RSP::HVCKX3-GFP obsahoval gen pro je¢cmennou cytokinidehydrogenasu 3
fazovany na C- konci s GFP genem (HVCKX3/GFP) pod kontrolou vyselektovaného
potencionalniho kotenové specifického promotoru (RSP; Obr. 17). Konstrukt
pHVCKX3::HVCKX2.2-GFP obsahoval gen pro jeémennou cytokinindehydrogenasu 2.2
fuzovany na C- konci s GFP genem (HvCKX2.2/GFP) pod kontrolou promotoru pro
je¢menny gen HvCKX3 (pHVCKX3; Obr. 17). Oba syntetické konstrukty byly
ohranieny rekombinacnimi misty attlL; a attL,, které specificky rozpoznavd LR
Klonasa Il. Vektory pMA a pMK obsahujici tyto konstrukty byly pouzity pro
rekombinaci s binarnim vektorem pGWB1 (poskytl prof. T. Nakagawa; Department of
Molecular and Functional Genomics, Center for Intergrated Research in Science,
Shimane University). Vektor pGWB1 byl pfed rekombinaci linearizovan pomoci
restrikéni endonuklasy Xhol. Poté byly rekombina¢ni smési transformovany do E.coli.
Uspé&snost transformace byla ovéfena restrikci pomoci restrikénich endonukleas Notl a
Xhol. Tyto enzymy mély plasmid pGWB1-RSP::HVCKX3-GFP rozstépit na 4
fragmenty o velkostech 1070; 6107; 2994; 743 bp a plasmid pGWBI1-
pHVCKX3::HVCKX2.2-GFP na 3 fragmenty o velikostech 10 080; 8088; 746 bp. Z péti
testovanych kolonii, pro kazdy konstrukt, byly v§echny pozitivni (Obr. 18). Vysledky
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restrikce byly potvrzeny také sekvenaci. Piipravené plasmidy byly natransformovany do
A. rhizogenes a uspeSnost transformace byla ovéfena podle metody 3.2.8.3.
Z pozitivnich kolonii byly ptipravené zasobni glycerolové stoky, které byly dale pouzity

pro transformaci rajcete a kalust je¢mene.
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Obr. 17: Restrikéni mapy. (A.) Mapa plasmidu pMA-RSP::HvVCKX3-GFP; (B.) Mapa
plasmidu pMK-pHVCKX3::HVCKX2.2-GFP.
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Obr. 18: Ovérovaci restrikce kontrukti RSP::HVCKX3-GFP a pHVCKX3::HVCKX2.2-GFP
ve vektoru pGWB1. M - GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder; 1-5 - plasmidy z 5 kolonii E.coli
transformované konstruktem pHvVCKX3::HvCKX2.2-GFP; 6-12 - plasmidy z 5 kolonii E.coli
transformované konstruktem RSP::HvVCKX3-GFP.

4.3 Transformace koienu rajéete pomoci A.rhizogenes

Celkem bylo natransformovano 150 dé¢loznich listk rajéete; 50 listkti s konstruktem
RSP::HVCKX3-GFP, 50 pHvVCKX3::HVCKX2.2-GFP, 30 listkli bylo transformovano
konstruktem SU::GFP (pozitivni kontrola), 30 listkii bylo transformovano samotnou
kulturou A. rhizogenes a 20 listkt bylo ponechano bez transformace (negativni kontrola,
Obr. 19). Sedm dni po transformaci se zacaly objevovat prvni malé transgenni kofeny.
Ctrnact dni po transformaci byly transgenni kofeny dlouhé cca 1,5 cm a byly
pozorovany pod fluorescencni lupou (Obr. 20). Od kazdého testovaného konstruktu
bylo vyselektovano devét nezavislych transgennich linii kofent (rostoucich z rtiznych
déloznich listkt). Pro konstrukt SU::GFP bylo vyselektovano pét nezavislych
transgennich linii kofenti. Po odstfiZeni a pfepasaZovani kotfeni na Cerstvé médium byly
kofeny schopny samotného rastu bez puvodniho transformovaného délozniho listku
(Obr. 21). Mé&sic po odstiizeni a prepasazovani byly transgenni kofeny pozorovany na
konfokalnim mikroskopu, kde byla pozorovana exprese samotného GFP proteinu
(Obr. 22) nebo exprese GFP znacenych HvCKX isoforem (Obr. 22B). Exprese
samotného GFP proteinu byla nejsilngjsi u konstruktii, kde byl GFP protein produkovan
pod kontrolou SU promotoru. U téchto vzorku byla flurorescence pozorovana hlavné
Vv kotfenové Spicce a na subcelularni trovni byl GFP signdl pozorovan pievSim

v cytosolu a v jadre bunek.
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U transgennich kofenl, exprimujicich HVCKX3-GFP gen, byla fluorescence
pozorovana taktéz Vv kofenové Spicce, avSak fluorescence byla slabsi ve srovnani
s SU::GFP transgennimi kofeny a na buné¢né trovni byla pozorovana jen v cytosolu
(Obr. 22C). U pHVCKX3::HVCKX2.2-GFP transgennich kofenti nebyla pozorovana

zadna exprese studovného proteinu.

Obr. 19: Délozni listky dva dny po transformaci. (A) Listy transformované samotnou
kulturou A. rhizogenes; (B) Listky transformované konstruktem SU::GFP; (C) Listky
transformované konstruktem RSP::HvVCKX3-GFP; (D) Listky transformované konstruktem
pHVCKX3::HVCKX2.2-GFP.

Obr. 20: Listy rajéat deset dni po transformaci. (A) Listky transformované konstruktem
SU::GFP; (B) Netransformované listky; (C) Listky transformované samotnou kulturou
A.rhizogenes; (D) Listky transformované konstruktem RSP::HVCKX3-GFP; (E) Listky
transformované konstruktem pHVCKX3::HvVCKX2.2-GFP.
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Obr. 21: Mési¢ni transgenni koieny oddélené od ptivodniho transformovaného déloZniho
listku. (A) Kofeny po transformaci listki samotnou kulturou A.rhizogenes; (B) Transgenni
koteny vzniklé po transformaci konstruktem SU::GFP; (C) Transgenni Koifeny vzniklé po
transformaci konstruktem RSP::HVCKX3-GFP; (D) Transgenni koteny vzniklé po transformaci
konstruktem pHvVCKX3::HvCKX2.2-GFP. Velikost méfitka 1,5 cm.

Obr. 22: Subcelularni lokalizace samotného GFP a GFP znaenych fuznich proteini
v kofenové Spicce. (A) Transgenni kotfeny vzniklé po transformaci samotnou Kkulturou
A. rhizogenes (negativni kontrola); (B) Transgenni kofeny vzniklé po transformaci konstruktem
SU::GFP; (C) Transgenni kofeny vzniklé po transformaci konstruktem RSP::HVCKX3-GFP.
Velikost pravitka byla 20 um.
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44 PCR aRT-PCT analyzy transgennich koreni rajcete
Pfitomnost transgenii V transgennich kofenech rajcete byla potvrzena kontrolni PCR
z genomové DNA. Byly navrhnuty specifické primery pro testované konstrukty
amplifikujici ¢ast promotord a cast gent (viz Tab. 2). Ocekavané velikosti
amplifikovanych fragmentd byly 1739 bp (RSP::HVCKX3-GFP) a 1358 bp
(pHVCKX3::HVCKX2.2-GFP). Pro konstrukt SU::GFP byly pouzity specifické primery,
amplifikujici GFP gen o velikosti 650 bp. Jako pozitivni kontroly pro PCR reakce byly
pouzité plasmidy pGWB1-RSP::HVCKX3-GFP, pGWB1-pHvVCKX3::HVCKX2.2-GFP a
SU::GFP. Vysledky PCR analyz byly vyhodnoceny elektroforeticky. VSech devét
RSP::HVCKX3-GFP transgennich linii kofent bylo pozitivnich na pfitomnost transgenu
(Obr. 23). Vsechny pHVCKX3::HVCKX2.2-GFP (Obr. 24) a také vSechny SU::GFP
transgenni linie kofeni byly pozitivni na pfitomnost transgeni (Obr. 25). Relativni
exprese HYCKX3 a HVCKX2.2 genti v transgennich liniich kofent rajcete byla méfena
pomoci RT-PCR na temlatu z cDNA (piiprava viz sekce 3.2.14; 3.2.15). Sekvence
navrzenych primeri pouzitych na RT-PCR jsou vtabulce ¢ 3. Vysledky
RT-PCR jsou shrnuté v tabulce ¢. 7. Exprese HVCKX3 genu a genu rezistence pro
hygromycin byly potvrzeny v 8 z 9 RSP::HVCKX3-GFP transgennich linii kofent
(jedna linie byla vyfazena kvuli nizké koncentraci cDNA). Exprese byly 375-3261 -krat
(HVCKX3) a 7894-23 670 -krat (hygromycin) vétsi ve srovnani s expresi v kontrolnich
kofenech (nespecificka amplifikace v kotfenech vzniklych po transformaci samotnou
kulturou A.rhizogenes. U zadné z deviti analyzovanych pHvVCKX3::HvVCKX2.2-GFP
transgennich linii kofeni nebyly naméfeny exprese HVCKX2.2 genu, jenom zvysena
exprese genu rezistence na hygromycin. Pro kontrolu byly ve vSech vzorcich
vyhodnocovany exprese genli pro elongacni faktor 2 a ubikvitin, jejichZ exprese byla
fizena konstitutivné. Relativni exprese byly spocitané delta delta Ct metodou, pomoci

softwaru StepOne Plus v2.3.
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Obr. 23: PCR analyza genomové DNA 7z transgennich koienu rajéete. M- marker
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder; 1-9 - devét nezavislych RSP::HVCKX3-GFP transgennich
linii kofent; 10 - kofeny rajcete vzniklé po transformaci samotnou A.rhizogenes; 11 - plasmid
pGWB1-RSP::HVCKX3-GFP.
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Obr. 24: PCR analyza genomové DNA z transgennich kofenu rajcete. M- marker
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder; 1-9 - devét nezavislych pHVCKX3::HVCKX2.2-GFP
transgennich linii kofent; 10 — plasmid pGWB1-pHVCKX3::HvVCKX2.2-GFP; 11 - kofeny

rajéete vzniklé po transformaci samotnou A.rhizogene.
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Obr. 25 : PCR analyza genomové DNA z transgennich kofeni rajéete. M - marker
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder; 1 - plasmid AKK 1472B-SU::GFP; 2-6 — 5 nezavislych
SU::GFP transgennich linii kofen®; 7 - kofeny rajcete vzniklé po transformaci samotnou
A.rhizogenes.
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Tab. 7: Relativni exprese HvVCKX3 genu a genu rezistence na hygromycin
v 8 RSP::HVCKX3-GFP transgennich liniich kofen.

RSP-HVCKX3 Exprese’ Exprese’
transgenni linie HvCKX3 hygromycin
1. 1588 9688
2. 714 23670
3. 576 11 053
4. 3261 9841
5. 1991 10082
6. 479 19380
7. 375 17835
8. 1591 7894
CTRL 1 1

' Mira exprese genu HVCKX3 a genu rezistence na hygromycin byla vztazena K hlading
nespecifické exprese naméiené V kontrolnich kotenech, kterym byla dana hodnota rovna 1.

4.5 Proteinové analyzy transgennich koreni rajcete

Pro potvrzeni tvorby funkéniho HvCKX3 proteinu v transgennich kotfenech rajcete, byla
u vSech deviti RSP::HVCKX3-GFP transgennich linii kofenii méfena CKX enzymova
aktivita (viz sekce 3.2.19). Z namétenych dat byla spocitana specifickd enzymova
aktivita, ktera byla porovnana se specifickou enzymovou aktivitou naméfenou
ve ¢tyfech kontrolnich vzorcich kofeni (transformovanych samotnou kulturou
A.rhizogenes). U dvou z deviti transgennich linii byla aktivita 1,89-3,17 krat zvySena,
ve srovnani s kontrolnimi vzorky kofent divokého typu. U ostatnich linii byla CKX
aktivita srovnatelna s kontrolami (Tab. 8). RSP::HVCKX3-GFP transgenni kofeny byly
dale analyzovany pomoci WB s anti-GFP protilatkou. Jako pozitivni kontrola slouzily
SU::GFP transgenni kofeny rajcete. V proteinovém extraktu z SU::GFP transgennich
linii kotenu byl detekovan prouzek svou velikosti odpovidajici GFP proteinu (27 kDa),
u zadnych zdeviti RSP::HVCKX3-GFP transgennich linii vSak nebyla potvrzena
pritomnost GFP fuzniho proteinu (Obr. 26).
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Tab. 8: Specificki CKX enzymova aktivita v RSP::HVCKX3-GFP transgennich koienech
rajéete. Zména CKX aktivity vyjadiuje pomér specifické CKX aktivity namétené v
transgennich liniich kofenu a priméré specifické CKX aktivity naméfené v kontrolnich
vzorcich.

RSP 1-9 Specificka CKX aktivita Zména CKX
(pkat-mg™ proteinu) aktivity
iP
1. 12,5 1,83
2. 6,12 0,89
3. 4,35 0,63
4, 4,68 0,68
5. 7,81 1,14
6. 6,93 1,01
7. 7,70 1,12
8. 8,31 1,22
9. 21,8 3,17
CTRL1 6,73 1
CTRL2 3,84 1
CTRL3 5,62 1

Obr. 26: Vysledek z WB. GFP — proteinovy extrakt z SU::GFP transgennich kofend;
1-9 - proteinovy extrakt z 9 RSP::HVCKX3-GFP transgennich linii kofent.

4.6 Transformace kalusii je¢mene

Pro transformaci jeémennych kalust bylo vyizolovano 150 nezralych embryi jeCmene,
které byly kultivovany 12 dni na kalus indukujicim médiu pii 28°C ve tmé.
50 kalust bylo transformovanych kulturou A.rhizogenes s konstruktem RSP::HvVCKX3-
GFP; 50 kalusi bylo transformovanych A.rhizogenes s konstruktem SU::GFP,
30 kalust bylo transformovanych samotnou kulturou A.rhizogenes a 20 kalusti bylo
ponechano bez transformace (Obr. 27 A; B). Polovina kalusi (od kazdého konstruktu)

byla transformovana s vyuzitim ultrazvuku a polovina bez
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vyuziti ultrazvuku. Po transformaci byly kalusy ptfeneseny na 4 rtizné tranzitni média
s timentinem, liSici se mezi sebou hormondlnim sloZzenim. Po zhruba deseti dnech
zacCaly z kalusu rust transgenni kofeny (Obr. 27 C; D; E). Rust kofend byl patrnéjsi u
kalusu, které byly transformované s vyuzitim ultrazvuku. Kofeny se vyvijely nejlépe na
tranzitnim médiu 3, které¢ obsahovalo pouze auxiny (viz kapitola 3.2.11). Po tydnu byly
kalusy s kofeny pfeneseny na selekéni tranzitni média (S hygromycinem) a
s timentinem. Transgenni kofeny byly pozorovany pod fluorescenéni lupou a od obou
konstrukt byly vyselektovany kotfeny, u kterych byla patrnd fluorescence GFP
proteinu. Vyselektovné transgenni kofeny byly dale pozorovany na konfokalnim
mikroskopu. V RSP::HVCKX3-GFP transgennich kotfenech byla fluorescence
pozorovana hlavné v plazmatické membrané a v cytosolu. GFP fuzni protein se u téchto
transgennich kofent shlukoval ve formé vacku (Obr. 28 A; B; C). V SU::GFP
transgennich kofenech byla fluorescence pozorovana hlavné v cytosolu a v jadie bunék
(Obr. 28 F). U kontrolnich kofent, vzniklych po transformaci samotnou kulturou
A.rhizogenes a kofent rostoucich z netransformovanych kalust, nebyla pozorovana
zadna fluorescence (Obr. 2 D; E). Pro potvrzeni piitomnosti RSP::HVCKX-GFP
transgenu byla z transgennich kofentl, a taktéz z transgennich kalust, vyizolovana
genomova DNA a nastavena PCR reakce se specifickymi primery (stejné jako byly
pouzity pifi analyze genomové DNA zrajcete, viz kapitola 4.3.1). Jako negativni
kontroly slouzily kontrolni kotfeny vzniklé po transformaci samotnou kulturou
A.rhizogenes. Jako pozitivni kontrola slouzil plasmid RSP::HVCKX3-GFP ve vektoru
pGWB1. Vsechny testované RSP::HVCKX3-GFP transgenni kotfeny a kalusy byly
pozitivni na pfitomnost transgenu. Kontrolni kofeny a kalusy byly negativni (Obr. 29).
Zadné z kofentl nebyly schopné samostatného riistu a po zhruba 4 tydnech zadaly spolu

s kalusy odumirat.
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Obr. 27: Je¢menné kalusy transfomované pomoci A. rhizogenes. (A) Je¢menné kalusy dva
dny po transformaci kulturou A. rhizogeness konstruktem RSP::HVCKX3-GFP; (B)
Netransformované dvanactidenni jeémenné kalusy; (C) Jeémenné kalusy deset dni po
transformaci samotnou kulturou A. rhizogenes; (D) Je¢menné kalusy deset dni po transformaci
kulturou A. rhizogenes s konstruktem RSP::HvVCKX3-GFP; (E) Netransformované je¢menné

kalusy 10 dni po pfepasazovani na tranzitni medium.

Obr. 28: Subcelularni lokalizace samotného GFP a GFP fiiznich proteinu Vv transgennich
koi‘enech jeémene. (A), (B) a (C) RSP::HVCKX3-GFP transgenni kofeny je¢mene; (D) Koieny
z netransformovanych kalusti; (E) Kofeny po transformaci samotnou A.rhizogenes; (F)
SU::GFP transgenni jeémenné koteny. Velikost pravitka je 20 pm.
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Obr. 29: PCR analyza genomové DNA z transgennich kalust a koi'ent je¢mene. M- marker
GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder; 1-3 — genomova DNA z RSP::HVCKX3-GFP transgennich
kofenll je¢mene; 4-6 — genomova DNA z RSP::HvVCKX3-GFP transgennich kalusti je¢mene;
7-9 — genomova DNA z kofenti vzniklych po transformaci samotnou A.rhizogenes; 10-12 —
genomova DNA zkalustt transformovanych samotnou A.rhizogenes; 13 - plasmid
RSP::HVCKX-GFP.

4.7 Piiprava konstruktu RSP::HVCKX3-GFP v A.tumefaciens

Vektor pMA-RSP::HVCKX3-GFP byl pouzity pro rekombinaci s binarnim vektorem
pBract209 (poskytnuty od W. Harwood, JIC). Uspé&nost rekombinace byla ovéiena
restrikci s enzymem Xhol, ktery mél produkt rozstépit na 3 fragmenty o velikostech
5784 bp, 3737 bp a 435 bp. Vsech 6 testovanych kolonii bylo pozitivnich (Obr. 30).
Ptipraveny konstrukt RSP::HVCKX3-GFP ve vektoru pBract209 byl transformovan do
A.tumefaciens. Uspé&snost transformace byla ovéfena stejnym zpisobem jako po
transformaci konstruktd do A.rhizogenes (viz kapitola 3.2.8.3). Z pozitivnich kolonii

byly pfipraveny glycerolové stoky, které byly uskladnéné na -80°C.

— e ety SIS m—

Obr. 30: Ovérovaci restrikce kontruktu RSP::HVCKX3-GFP ve vektoru pBract209.
M- marker GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder; 1-6 - plasmidy z6 kolonii E.coli
transformované konstruktem RSP::HvCKX3-GFP.

61



4.8 Transformace embryi je¢mene pomoci A. tumefaciens

Pro transformaci je¢mene, bylo vyizolovano 200 embryi, z kterych byla odstranéna
embryonalni os. 150 embryi bylo natransformovano A.tumefaciens obsahujicim
pBract209-RSP::HVCKX3-GFP a 50 embryi bylo kultivovano bez transformace
(slouzily jako kontrola). Ze 150 transformovanych embryi zregenerovalo 9 nezavislych
linii je¢mene (zregenerovaly zrtznych kalust). 3 rostliny zregenerované
Z netransformovanych kalusii byly ponechany jako kontrolni rostliny. Pfi pfesazovani
do kolecek se substratem byly vybrany 3 nezavislé linie jeCmene (¢. 2, 4 a 8) a jejich
kofeny byly pozorovany na konfokalnim mikroskopu (Obr. 31 B; C; D). U vsech tii
nezavislych linii rostlin byl fluorescen¢ni signdl pozorovan ve stejné oblasti kotfene, a to
ve stiedu kofene a Vv misté vétveni kofene. Na bunécné urovni byla fluorescence
pozorovana hlavné v plazmatické membrané a v cytosolu. V prvnim mésici
RSP::HVCKX3-GFP transgenni rostliny produkovaly vice kofenti ve srovnani
S kontrolnimi rostlinami, pfi¢emZ nadzemni ¢ast transgennich rostlin byla srovnatelna
s kontrolnimi rostlinami (Obr. 32 B). Ve druhém mésici byl jiz kofenovy systém
transgennich rostlin srovnatelny s kontrolnimi rostlinami (Obr. 32 D). Vsechny
RSP::HVCKX3-GFP transgenni rostliny produkovaly klasy, ale jejich vyvoj byl zhruba

dva tydny opozdén ve srovnani s kontrolnimi rostlinami (Obr. 33).

Obr. 31: Subcelularni lokalizace GFP fuznich proteini v TO linii je¢mene. (A) Kofeny
kontrolnich rostlin, které zregenerovaly z netransformovanych kalust (B) — (D) Koteny
RSP::HVCKX3-GFP transgennich rostlin ¢. 2, 4 a 8. Velikost pravitka je 20 um.
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CTRL3 RSP 6

Obr. 32: Jednomési¢ni a dvoumési¢ni RSP::HVCKX3-GFP transgenni rostliny jeémene v
TO generaci. RSP — RSP::HVCKX3-GFP transgenni rostliny; CTRL — kontrolni rostlina;
(A) Nadzemni ¢ast jednomési¢nich rostlin; (B) a jejich koteny; (C) Nadzemni ¢ast
dvoumegsicnich rostlin; (D) a jejich koteny.

Obr. 33: Trimési¢ni a ¢tyFmésiéni RSP-HVCKX3/GFP transgenni rostliny je¢mene v TO
generaci. RSP — RSP::HVCKX3-GFP transgenni rostliny; CTRL — kontrolni rostlina;
(A) Nadzemni ¢ast tfimésicnich rostlin; (B) a jejich kofeny; (C) Nadzemni ¢ast étyfmésicnich
rostliny; (D) a jejich kofeny.
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4.9 Analyzy TO generace transgennich rostlin je¢mene

Pro ovéfeni transgenity byla z deviti nezavislych RSP::HVCKX3-GFP transgennich linii
je¢mene vyizolovana genomova DNA a nastavena PCR reakce se specifickymi primery,
amplifikujicimi RSP::HVCKX3 transgen (stejné jako u transgennich je¢mennych kalust
a transgenniho rajcete, viz kapitola 4.3 a 4.5. Jako pozitivni kontrola byl pouzit plasmid
pBract209-RSP::HVCKX3-GFP. Vsech 9 nezavislych transgennich linii je¢mene bylo
PCR pozitivnich. Kontrolni rostliny vzniklé z netransformovanych kalusti jeémene byly
PCR negativni (Obr. 34). Po dobu 4 mésicu byly ze vSech 9 nezavislych transgennich
linii jeCmene odebirany kofeny a listy, které byly nasledné analyzovany pomoci
RT-PCR. Sekvence primeru pouzitych na RT-PCR jsou uvedeny v kapitole 3.2.16. Jako
kontrola slouzily rostliny, které zregenerovaly z netransformovanych kalusi. Vysledky
zRT-PCR jsou shrnuty vtabulce 8. Exprese HVCKX3 nebyla vyrazné zvysena
vV zadném stddiu zadné z transgennich linii ve srovndni Sexpresi tohoto genu
Vv kontrolnich rostlinach. Exprese GFP genu v RSP::HVCKX3-GFP transgennich
rostlinach byla 67-3 402-krat (dvojmési¢ni koteny); 45-1033-krat (dvojmésiéni listy);
596-10873-krat (Ctyimesicni kofeny) a 285-3464-krat (Ctyfmésicni listy) zvySena ve
srovnani s expresi tohoto genu v kontrolnich rostlinach (nespecificka amplifikace
Vv rostlinach, které zregenerovaly z netransformovanych kalusi). Hygromycinovy gen
byl silné¢ exprimovany ve vSech transgennich liniich je¢mene (dvojmési¢nich
i ¢tyfmésicnich) ve srovnani s expresi V kontrolnich rostlinach. Pro kontrolu byly ve
vSech vzorcich vyhodnocovany exprese genll pro elongac¢ni faktor 2 a aktin, jejichz
exprese byla fizena konstitutivng. Relativni exprese byly spocitané delta delta Ct

metodou, pomoci softwaru StepOne Plus v 2.3.
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Obr. 34: Vysledky PCR analyzy z genomové DNA TO generace transgennich rostlin
jemene. M - marker GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder; 1-9 — genomova DNA
z RSP::HvCK3-GFP transgennich linii jeémene; 10-13 — genomova DNA z kontrolnich rostlin,
vzniklych z netransformovanych kalust; 14 - plasmid pBract209-RSP::HvVCKX3-GFP.

Tab. 9: Relativni exprese sledovanych gend ve dvoumési¢nich a ¢tyFmési¢nich
RSP::HVCKX3-GFP transgennich rostlinach (TO generace).

RSP 1-9 Exprese  Exprese Exprese Exprese Exprese Exprese Exprese Exprese
KOREN RSP*  HVCKX3' GFP! HYG RSP? HVCKX3' GFP'  HYG!

(K), 2 2 2 2 4 4 4 4
LIST mésice mésice  mésice meésice mésice mésice mésice mésice
(8]
1. (K) 14 748 58,2 67,3 10 836 1119 40,2 2051 4838
2. (K) 2861 108,2 790,4 3642 68 543 11,7 2726 969
3. (K) 8 639 74,4 173,8 7 089 653 568 67,0 2223 1796
4. (K) 4514 21,2 77,2 10 064 503 926 27,9 1540 1388
5 (K) 8744 100,3 353,1 11937 1150154 28,4 10783 3079
6. (K) 2 440 56,7 3402 6 534 22 970 8,7 7727 165
7. (K) 21 568 181,7 15,47 12 146 67 079 149,0 596 1192
8. (K) 47 373 115,4 136,44 8779 147 180 80,3 1567 1613
9. (K) 9925 56,0 103,5 5740 11 362 23,5 887 1659
CTRL3(K) 21988 14,4 0,1 0,1 23184 10,7 ND ND
1. (L) 1,0 5,6 362,3 12 374 19,2 0,8 717 3243
2. (L) 0,8 9,8 365 5124 164 3,1 3927 726
3. (L 1,3 12,4 54,6 14 483 47,6 1,1 1053 1513
4. (L) 0,4 14,8 45,2 16 984 61,4 0,9 285 2158
5 (L) 1,8 13,8 1031 22 995 20,5 14 3464 1811
6. (L) 0,8 16,2 576,4 843 0,2 15 684 1,3
7. (L) 2,0 2,6 186,8 48 565 1,0 0,5 953 1152
8. (L) 3,5 55 133,3 19 388 0,7 0,9 2 888 2639
9. (L) 60,6 49 203,2 13373 4,2 0,6 978 2 209
CTRL3(L) 1 1 1 1 1 1 1 1

"™Mira exprese jednotlivych gend byla vztazena k hlading nespecifické exprese v kontrolnich
listech (CTRL3), kterym byla dana hodnota rovna 1. ND — nedetekovana Zadna exprese
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410 Analyza T1 generace RSP::HVCKX3-GFP transgennich rostlin
jeCmene

Z jedné RSP::HVCKX3-GFP transgenni linie je¢cmene (RSP4) byl vybran jeden klas, ze
kterého byla vyizolovdna embrya, kterd byla kultivovina na MS médiu
s hygromycinem. Pro kontrolu byla embrya vyizolovana téz z klasu kontrolni rostliny
(zregenerované z netransformovanych kalusii) a kultivovana na MS médiu (polovina na
médiu bez hygromycinu a polovina na médiu s hygromycinem pro kontrolu selek¢éniho
tlaku; Obr. 35). Z 32 vyizolovanych embryi RSP4 linie vykli¢ilo 26 transgennich rostlin
jeCmene a 7 embryi nevykli¢ilo. Z kontrolnich embryi vykli¢ily jenom embrya
kultivovana na MS médiu bez hygromycinu. Po 1 tydnu byly kofeny tfech RSP4
transgennich rostlin pozorovany na konfokalnim mikroskopu a z kotenti a listi téchto
rostlin byly odebrany vzorky, které byly dale analyzovany pomoci RT-PCR.
Po 2 tydnech byly kofeny RSP4 transgennich rostlin opét pozorovany na konfokalnim
mikroskopu. U jednotydennich RSP4 transgennich kotenti byla fluorescence
GFP-fazniho proteinu pozorovédna hlavné v plazmatické membrané (signal byl stejny ve
Spi¢ce 1 v misté vétveni kofene, Obr. 36 C). Fluorescence byla mnohem siln&jsi v
kotenech dvoutydennich RSP4 transgennich rostlin, kde se GFP-fuzni protein zacal
akumulovat ve form¢ vacku (podobnych tém, které se tvofily v transgennich kofenech
vzniklych po transformaci kalust A.rhizogenes s RSP::HvVCKX3-GFP; Obr. 36 D; E; F).
V  kotfenech kontrolnich rostlin nebyla pozorovdna Zadnd fluorescence
(Obr. 36 A; B).

Vysledky RT-PCR jsou shrnuty v tabulce 10. Exprese GFP genu v RSP4
transgennich rostlinach byla 407-3 384 krat (kofeny) a 1473-4135 krat (listy) vétsi ve
srovnani s expresi v kontrolnich rostlinach. Ve vSech vzorcich RSP4 transgennich
rostlin byla také zvySena exprese genu pro hygromycin (kotfeny 17 951 - 61 589 a listy
11 609 - 21 006) ve srovnani s expresi tohoto genu v kontrolnich rostlinach. Exprese
HvCKX3 genu nebyla vyrazné zvysena ve srovnani S kontrolnimi vzorky. Exprese byly
vyhodnocené stejnym zptisobem jako exprese v TO generaci transgennich rostlin (viz

kapitola 4.7.1).
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Obr. 35: Vyizolované embrya z RSP::HvVCK3-GFP transgenni linie jecmene (RSP4) na MS
mediu s hygromycinem. (A) Dvoudenni transgenni embrya z RSP4 linie; (B) Jednotydenni
transgenni rostliny je¢mene, vyklicené z embryi RSP4 linie.

Tab. 10: Relativni exprese sledovanych geni v dvoumési¢nich a ¢tyimési¢nich
RSP::HVCKX3-GFP transgennich rostlinach (T1 generace).

RSP 1-3 Exprese Exprese Exprese Exprese
KORENY RSP* CKX3' GFP! HYG!
(K), 1 1 1 1
LISTY (L) tyden tyden tyden tyden
1. (K) 21,9 3,0 3384 61 589
2. (K) 9,8 31 1679 26714
3. (K) 13,7 5,6 1577 17 951

CTRL3 (K) 27,8 2,9 ND ND
1. (L) 0,1 0,06 4135 21 006
2. (L) ND ND 1473 16 540
3. (L) 0,1 0,8 1632 11 609

CTRL3 (L) 1 1 1 1

"™Mira exprese jednotlivych gend byla vztazena k hlading nespecifické exprese v kontrolnich
listech (CTRL3), kterym byla dana hodnota rovné 1. ND — nedetekovana Zadna exprese
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Obr. 36. Subcelularni lokalizace GFP fiizniho proteinu HvCKX3 v T1 generaci je¢mene.
(A) Koten kontrolni jednotydenni rostliny (vykli¢ené z embryi kontrolnich netransgennich
rostlin); (B) Dvoutydenni kofen kontrolni netransformované rostliny; (C) Kofen jednotydenni
RSP4 transgenni rostliny; (D), (E), (F) Kofen dvoutydenni RSP4 transgenni rostliny. Velikost

pravitka je 20 um.
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5 ZAVER

Uvod diplomové prace je vénovan je¢meni (Hordeum vulgare L) a jeho dtleZitosti
v zemédé@lstvi. V teoretické ¢asti jsou shrnuty informace o CK, CKX a vlivu
nadprodukce CKX genti V transgennich rostlinach na vyvoj kofeni a nadzemni ¢asti.
Dalsi ¢ast je vénovana bakterii A. rhizogenes, zpisobu napadeni hostitelské burnky a
popisu transformac¢nich metod.

Pii této praci se mi podafilo pfipravit A.rhizogenes obsahujici konstrukty
RSP::HVCKX3-GFP, pHvVCKX3::HVCKX2.2-GFP ve vektoru pGWB1 a SU:GFP,
které byly dale pouzity pro transformaci rajcete, jeCmennych kalusti a embryi. Pomoci
PCR reakce byla potvrzena ptitomnost transgenu RSP::HVCKX3-GFP a také
pHVCKX3::HVCKX2.2-GFP ve vsech 9 nezavislych liniich kofenl rajcete a pomoci
RT-PCR byla potvrzena zvysena exprese HvVCKX3 genu. Exprese HVCKX2.2 genu
zvySena nebyla, ackoliv byla potvrzena zvySena exprese pro hydromycinovy gen.
Pomoci western blottingu byla potvrzena pfitomnost GFP proteinu, avSak
jenomv SU::GFP transgennich kofenech rajcete.

Pomoci A.rhizogenes obsahujici konstrukty RSP::HVCKX3-GFP
a SU::GFP byly uspésné¢ natransformovany jeCmenné kalusy, které produkovaly
transgenni kofeny. Pfitomnost transgenu byla prokédzana PCR reakci z genomové DNA
a fluorescence GFP proteinu byla sledovana konfokalni mikroskopii. Transgenni kofeny
vSak nebyly schopné samostatného riistu a postupné odumiraly.

Ovéfeny konstrukt RSP::HVCKX3-GFP byl pieklonovan do vektoru pBract209
a byl pouzity na transformaci jeémennych embryi kultivaru Golden Promise pomoci
A.tumefaciens. Bylo pfipraveno 9 nezavislych transgennich linii je¢mene, u kterych byla
pomoci PCR prokazana piitomnost transgenu. Pomoci RT-PCR a konfokalni
mikroskopie byla potvrzena funkénost promotoru. Exprese vSak byla naméfena
Vv kofenech 1 listech transgennich rostlin, coZ naznacuje, Ze promotor ztratil svou

tkanovou specifitu.
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6 DISKUZE

CK jsou rostlinné hormony, které ovliviiuji vyvoj a fyziologické funkce rostlin
v pribéhu jejich zivota. Abychom pochopili signalizacni funkce CK v rostlinach
je dulezité pochopit mechanismus jejich regulace a jejich ¢innost v rostlinnych tkanich.
je cytokinindehydrogenasa (CKX), ktery katalyzuje ireverzibilni degradaci CK (Werner
a Schmiilling, 2009). Zména hladiny CK v urcité Casti rostliny zptsobi zménu
fyziologickych funkci, a tim mulze byt pozménén jak fenotyp rostliny, tak i jeji
vlastnosti (Zalewski et al., 2010; Zalabak et al., 2011). Werner et al. (2010) ve své
studii ukdazali, ze nadprodukce CKX genli pod kontrolou kotfenové specifického
promotoru ve dvoudéloznych modelovych rostlindch mtize vést ke zvétSeni kotenové
biomasy az o 40 %, aniz by byl ovlivnén vyvoj nadzemni ¢asti rostliny. Rostliny byly
tolerantn&jsi vic¢i suchu a zvysil se obsah zivin (Werner et al., 2010). Mrizova et al.
(2013) testovala nadprodukci CKX genti v je¢meni pod kontrolou kofenové specifickych
promotord. Takto transformovany je¢men produkoval vétsi kofeny, avSak zmény se
projevily v nadzemni ¢asti a rostliny nebyly schopné produkovat potomstvo (Mrizova et
al., 2013).

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo otestovat nové vyselektovany je¢menny
promotor RSP, ktery by fidil expresi jecmenného HVCKX3 genu flizovaného s GFP.
JeCmenny HVCKX3 gen, spolu skukuficnym ZmCKX6, ryzovym OsCKX2, CKX
z ¢iroku (Sb01g019000.1) a CKX z Brachypodium (Bradi3g29130), maji mutaci
v sekvenci PHPWLN, kde prolin na pozici 375 je zaménény za histidin, ¢im se
sekvence méni na HHPWLN. Vsechny ostatni CKX geny z genovych rodin
jednodé€loznych rostlin maji tuto PHPWLN sekvenci konzervovanou. Cilem této prace
bylo zjistit, ¢i tato mutace u HVCKX3 genu vede k tvorbé funkéniho proteinu. Nedavno
bylo zji$téno, Ze zpétna mutace histidinu na prolin u ZmCKX6 genu nevedla k aktivnimu
proteinu (CKX enzymova aktivita nebyla naméfend), coz naznacuje, ze tato mutace
v PHPWLN sekvenci neni zasadni pro funkci proteinu (Zalabak et al., 2014). ZmCKX6
gen ma mutaci téz v jiné konzervované sekvenci HFG, kde fenylalanin na pozici 499 je
nahrazen leucinem, ¢imz se doména méni na HLG. Zpétnd mutace leucinu na
fenylalanin v této doméné vedla k zvyseni exprese ZmCKX6 a protein byl detekovan téz
pomoci western-blottingu. V této praci byl také testovan nativni promotor pro HVCKX3
gen, ktery byl pouzit pro fizeni exprese HVCKX2.2 genu fazovaného s GFP. Nejprve

byly oba konstrukty testovany v kofenech rajcete, kde byl pro transformaci pouzit
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vektor pGWBL a bakterie A.rhizogenes. Jako kontrola byl pouzit konstrukt SU::GFP ve
vektrou AKK 1472B, ktery obsahoval GFP gen pod kontrolou konstitutivniho
superubikvitinového promotoru z kukufice. VSechny tfi konstrukty byly uspésné
natransformovany do rajéete, coz bylo potvrzeno pomoci PCR reakce z genomové DNA
(Obr. 23, 24, 25; kapitola 4.3.1). Pfi pozorovani kofent na konfokalnim mikroskopu
byla fluorescence GFP proteinu pozorovana jen v RSP::HVCKX3-GFP a SU::GFP
transgennich kotfenech rajcete. V pHVCKX3::HVCKX2.2-GFP transgennich koienech
zadna fluorescence pozorovana nebyla, coz potvrdilo nefunk¢énost promotoru, ktera
mohla byt zptisobena pouzitim neuplné promotorové oblasti. GFP signél byl pozorovéan
zejména v jadrech bun¢k u SU::GFP transgennich linii rajéete, coz je v souladu
s publikovanymi daty o lokalizaci samotného GFP proteinu (Smehilova et al., 2009) a
v piipadé¢ ~ RSP::HVCKX3-GFP transgennich liniich rajcete se protein nachazel
v cytosolu bun€k. Expresni studie na RT-PCR potvrdily vysledky konfokalni
mikroskopie, kde u RSP::HVCKX3-GFP transgennich kofenech rajéete byla naméfena
exprese HVCKX3 genu, ale nebyla naméfena v pHVCKX3::HVCKX2.2-GFP
transgennich kotfenech. Tyto vysledky naznacuji, ze pouzity promotor HYCKX3 genu je
nefunk¢éni. Divodem mize byt, Ze pouzitd promotorova oblast byla netplna. RSP
promotor byl schopny fidit expresi HVCKX3 genu, ktera byla nejsilngjsi ve Spicce
kotene. Proteinové analyzy vSak nepotvrdily produkci funkénitho HvCKX3 proteinu.
Zvysena CKX enzymova aktivita byla naméfena jenom ve dvou vzorcich transgennich
koteni (1,83-3,17 -krat, tabulka 8; kapitola 4.3.1) a protein nebyl detekovan v zadném z
proteinovych vzorkd RSP::HVCKX3-GFP transgennich kofenl rajéete ani pomoci
western blottingu s anti-GFP protilatkou. Naproti tomu v SU::GFP transgennich
kotenech byla pfitomnost GFP proteinu potvrzena pomoci western blottingu (Obr. 26,
kapitola 4.3.1). Ze ziskanych vysledkii neni Uplné jasné, jestli dochazi k tvorbé
funk¢niho proteinu s velmi nizkou aktivitou, anebo se tvofi nefunkcni protein, ktery je
hned degradovan a nemiize tedy byt detekovan pomoci western-blottingu.

Dal8im cilem této prace byla optimalizace metody transformace je¢mennych kalusi,
kde snahou bylo pfipravit transgenni kofenové vlasky. Zavedeni této metody by pfineslo
novy rychly systém pro ovétovani konstruktli, promotorti a proteinli v jednodéloznych
rostlinaich. Pro transformaci kalusi byl zvolen virulentni kmen Agrobacteria
(Agrobacterium rhizogenes; 15834), ktery indukuje tvorbu kotfenovych vlasku.
Je¢menné kalusy byly transformovany konstrukty RSP::HVCKX3-GFP a SU::GFP. Pii

transformaci kalust jeCmene byla vyuzita sonifikace, kde z kalust transformovanych
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s vyuzitim sonifikace koteny rostly 1épe v porovnani s kofeny, kde sonifikace pouzita
nebyla. Sonifikace byla uz dfive uspé$né vyuzita pii transformaci Verbascum
xanthophoeniceum (Georgiev et al., 2011). Byly také zkousSeny Ctyfi tranzitni média
s riznym obsahem cukerné slozky a s riznou hladinou auxind a cytokinini. Nejlepsim
médiem bylo tranzitni médium s maltésou a auxiny (TZ 3; Obr. 27; kapitola 4.5).
Pritomnost transgenu byla v RSP::HVCKX3-GFP transgennich kofenech potvrzena
pomoci PCR. V transgennich kotenech byla také pozorovana fluorescence GFP proteinu
pomoci konfokalni mikroskopie. V SU::GFP transgennich kofenech byl GFP protein
lokalizovan v plazmatické membrane a v jadie bunck, podobné jako to bylo u
transgennich kofenti rajéete. Naproti tomu v RSP::HVCKX3-GFP transgennich
kotenech se GFP protein zhlukoval ve formé vacku, které byly lokalizované
v cytoplazmé bunck (Obr. 28; kapitola 4.3). Transgenni kofeny ziskané transformaci
kalustt nebyly schopné samostatného ristu a po nékolika tydnech spolu s kalusy
odumiraly. Tato metoda si tedy vyzaduje dalsi optimalizaci. Podobna technika byla téz
vyvinuta v roce 2011 skupinou Imani et al., kde z transgennich je¢mennych kalusi
vyrustaly kofeny. Tato transformacni technika, nazyvana ,.STARTS®, pouziva
A.tumefaciens pro transformaci jeémennych embryi, které jsou dale kultivovany na
kalus indukujicim médiu, kde vznikaji transgenni kalusy. Kalusy jsou poté ko-kultivané
na kalus indukujicim médiu obsahujicim tekuty endosperm kokosu, ktery napoméha
ristu kofend a kazdy transgenni kofen regeneruje z jedné embryondlni bunky, takze
nevznikaji himérni kofeny. Tento systém je mozné vyuzit napt. pro lokalizaci proteint
¢i pro testovani promotort. Autofi vSak neuvadéji, jak dlouho transgenni kofeny
prezivaly (Imani et al., 2011).

Konstrukt RSP::HVCKX3-GFP ve vektoru pBract209 byl pomoci A.tumefaciens
natransformovan dale do nezralych embryi je¢mene a bylo ziskano 9 nezavislych
transgennich linii je¢mene. Ve vSech 9 liniich byla pfitomnost transgenu potvrzena
pomoci PCR. Neékolika tydenni kofeny transgennich rostlin byly pozorovany na
konfokalnim mikroskopu, kde byla uspésné detekovana fluorescence GFP fuzniho
proteinu. Podobné jako u transgennich kofent ziskanych z transformaci kalust pomoci
A.rhizogenes, se u téchto kotfenti GFP protein shlukoval ve formé vacku, které byly
lokalizovany v cytosolu bunék (Obr. 31; kapitola 4.7). Expresni analyzy TO generace
RSP::HVCKX3-GFP transgennich rostlin je¢mene potvrdily expresi GFP genu, avsak
tato exprese byla naméfend jak v kofenech, tak i v listech transgennich rostlin. Pro

kontrolu byla métena také exprese endogenniho RSP genu, ktera byla naméfena jenom
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Vv kotenech transgennich rostlin. Tyto vysledky naznacuji, ze RSP promotor
pravdépodobné¢ ztratil svou tkanovou specifitu. Podobny trend byl pfedtim sledovan pfi
transformaci jeCcmene ZmMCKX1 genem pod kontrolou promotoru pro fosfatovy
transportér, ktery je exprimovany hlavné v kofenech. Exprese ZmCKX1 genu byla u
tohoto experimentu namétena V kotfenech i Vv listech transgennich rostlin, coz nasledné
vedlo ke sterilité rostlin (Mrizova et al., 2013). Divodem pro ztratu tkanové specifity
promotoru mazou byt chybéjici regulacni cis elementy, které jsou nezbytné pro fizeni
smérované exprese (Furtrado et al., 2009). Exprese GFP genu byla potvrzena téz v T1
generaci vybrané transgenni linie (RSP4) a to jak pomoci RT-PCR, tak i konfokalni
mikroskopii, C0Z naznacuje, ze transgen byl stabilné integrovan do genomu je¢mene.
Piitomnost HvCKX3 proteinu v RSP::HVCKX3-GFP transgennich liniich je¢mene se
Z Casového divodu nepodatilo prokézat. Na zakladé vysledka z konfokalni mikroskopie
a dat vsak lze predpokladat, ze se HvCKX3 protein tvofi, jeho funkcnost je vSak zatim

neznama.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APS
A.thaliana
A.rhizogenes
A.tumefaciens
CDK

CK

CKX

CV-N
CTRL
DCPIP
DMSO
DMAPP
E.coli
EDTA

EF1

GFP

GUS

HIV
HMBDP
Htt

HYG
HVACT
HvCKX3
HvCKX2.2
Chv geny
IPT

iP

LOG

LB médium
MEP

MS médium
MVA
NCBI

Persiran amonny

Arabidopsis thaliana

Agrobacterium rhizogenes

Agrobacterium tumefaciens
Cyklin-dependentni kinasy

Cytokininy

Cytokindehydrogenasa

Cyanovirin N

Kontrolni rostlina
2,6-dichlorofenol-indofenol
Dimethylsulfoxid

Dimethylallyl pyrofosfat

Escherichia coli

Ethylendiamintetraoctova kyselina

Gen kodujici jeémenny elongacni faktor
Zeleny fluorescencni protein
B-glukoronidasa

Virus lidské imunitni nedostatecnosti
1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-difosfat
Proteinu huntingtinu

Gen pro rezistenci na hygromycin

Gen kodujici jeémenny aktin

Gen kodujici je¢mennou cytokinidehydrogenasu 3
Gen kddujici jeCmennou cytokinidehydrogenasu 2.2
Specificky rozpoznavaji poranénou rostlinu
Adenosin-isopentenyltransferasa
N°-isopentenyladenin

Lonely Guy

Luria-Bertani médium
Methylerytritol-fosfatova draha

Murashige a Skoog médium

Mevalonatové drahy
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PHT
PPM

RAF
Ri-plasmid
Rol gen
RSP

SU

Qo

qEF1
qUBQ
TBS-T
TCA
TEMED
tZ

Ubi

VIP

Vir geny
WB

WT

Promotor pro fosfatovy transportér

(2S,4S)-(-)-4-difenylfosfino-2-(difenylfosfinometyl)pyrolidin

Promotor kofenového transkripéniho fakturu
»Root inducing* plasmid

,,yoot locus*

Pravdépodobny kotfenové specificky promotor
Superubikvitinovy promotor
2,3-dimethoxy-5-methyl-1,4-benzochinon

Gen kodujici elongacéni faktor v rajceti

Gen kodujici ubikvitin

Solny roztok pufrovany Tris/HCI s Tweenem-20
Trichloroctova kyselina

N, N, N’, N'-tetramethylendiamin
N°-(4*-isopentenyl)adeninu

Ubikvitinovy promotor

importin a

Geny virulence, které jsou soucasti Ri plasmidu
Western blotting

Divoky typ rostliny (wild typ)
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