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1 Cile prace

Cilem teoretické c¢asti této diplomové prace je strucné shrnout informace o rostlinnych
hormonech cytokininech a jejich glykosidech. Dale je za cil stanoven popis regulace homeostaze
téchto rostlinnych hormonii se zaméfenim na oblast inaktivace prostfednictvim cytokinin
specifickych  glykosyltransferas, znich nejvétsi diraz je zde kladen na cytokinin
N-glykosyltransferasu Arabidopsis thaliana znamou pod zkratkou UGT76C2. Poslednim cilem
teoretické casti je podat informace o vyuziti fluorescencni mikroskopie ve studiu lokalizace
proteintl na bunécné urovni.

Cilem experimentalni ¢asti je provést transformaci déloznich listkii raj¢ete Solanum
lycopersicum L. pomoci tzv. ,hairy-roots transformace” s vyuzitim bakteridlniho kmene
Agrobacterium rhizogenes nesouciho bindrni vektor s genem pro UGT76C2 znacenou zelenym
fluorescencnim proteinem (GFP). V transformovaném pletivu nasledn€ stanovit pfitomnost
transgenu, pfitomnost fuzniho proteinu UGT76C2-GFP, charakterizovat fenotyp transformovaného

pletiva a urcit lokalizaci UGT76C2-GFP na buné¢né trovni s vyuzitim konfokalni mikroskopie.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Cytokininy

Cytokininy jsou rostlinné hormony, tedy tzv. fytohormony, které hraji stézejni roli béhem
celého Zzivotniho cyklu rostliny, konkrétné pak v ristu, vyvoji a odpovédi na vnéj$i podminky
(Sakakibara 2006).

Z chemického hlediska se jedna o derivaty adeninu, které¢ dle modifikace, tedy dle typu
pfipojeného postranniho fetézce, na dusiku N°® adeninu délime na isoprenoidni nebo aromatické
(obrazek 1).

Isoprenoidni cytokininy délime na typ isopentenyladeninovy (iP-type cytokinins) a na typ
zeatinovy (zeatin-type cytokinins). Cytokininy isopentenyladeninového typu v pozici N® obsahuji
isopentenyl, hlavnim zastupcem je N°-(A’-isopentenyl)adenin. Cytokininy zeatinového typu
vpozici N® nesou isopentenyl hydroxylovany, kde hlavnim piedstavitelem je zeatin, coZ je
hydroxylovany isopentenyladenin. Cytokininy zeatinového typu dale rozliSujeme na cis (cis-zeatin,
cZ) a trans (trans-zeatin, tZ) formu dle toho, ktera ze dvou methylovych skupin isopentenylového
postranniho fetézce je hydroxylovana. DalSim zastupcem cytokininli zeatinového typu je
dihydrozeatin,

Mezi aromatické cytokininy se fadi N°-benzyladenin a jeho hydroxylované derivaty
topoliny, z nichZ nejzndmé;jsi je meta-topolin (Strnad 1997) a na jejichz vyzkumu se intenzivné

pracuje.
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Obrazek 1: Strukturni vzorce ptirozené se vyskytujicich isoprenoidnich (A) a aromatickych (B)

cytokinini (pfevzato ze Sakakibara 2006 a upraveno).
Uvedena pouze trivialni jména s obvykle pouzivanymi zkratkami.




2.1.1 Glykosidy cytokinini

Jednou z moznych kovalentnich modifikaci organickych sloucenin je jejich glykosylace,
tedy pfipojeni oligosacharidového zbytku (viz obrazek 2). Napiiklad u proteint s enzymatickou
aktivitou mize mit pfipadna glykosylace vyrazny podil na regulaci jejich aktivity a na lokalizaci
na bunééné urovni. Malé molekuly jsou glykosylaci inaktivovany takze ztraci docasné nebo
nevratn€ svoji aktivitu.

U cytokininii probihé glykosylace na atomech dusiku N°, N’ nebo N’ purinu, na hydroxylové
skuping zeatinu nebo na postranni skupiné dihydrozeatinu (Wang et al. 2011). Dle toho, zda je
oligosacharid k molekule pfipojen prostfednictvim dusiku nebo kysliku, délime glykosidy na
N-glykosidy a O-glykosidy. U cytokininii probihaji glykosylace typu O-xylosylace, kdy je
pfipojovana molekula xylosy (Martin et al. 1999b), O-glukosylace a N-glukosylace, kdy je
k cytokininu pfipojovana molekula glukosy (Hou et al. 2001, Martin et al. 1999a, Martin et al.
2001). Napriklad pro isopentenyladenin tak glukosylaci vznikd isopentenyladenin-7-glukosid
(iP7G), isopentenyladenin-9-glukosid (iP9G), pro zeatin zase trans-zeatin-O-glukosid (1ZOG),
trans-zeatin-O-xylosid (1ZOX) nebo cis-zeatin-O-glukosid (¢cZOG), z dihydrozeatinu vznika
dihydrozeatin-O-glukosid (DHZOG).

OR

6
B-D-glucose
=
B-D-glucose
/\)VORB -D-xylose

OR

6
/@ B-D-glucose

HNR 3-D-glucose
R/l g

1

N
NEC 5| 73\>
24l s

2
/Rz\N
(-SCH,) By R5\|3—D—ribose
methylthiol [3-D-ribose 5'-phosphate
B-D-glucose 3-D-glucose
alanine

Obrazek 2: Mozné varianty konjugati cytokinind s cukry, cukernymi fosfaty a dalSimi
molekulami (pfevzato ze Sakakibara 2006).

Modrou barvou znazornéna O-glykosylace postranniho fetézce Kkatalyzovana zeatin-
O-glukosyltransferasou nebo O-xylosyltransferasou. Cervenou barvou znazornéna N-glukosylace
katalyzovana N-glukosyltransferasou.
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Ackoli o lokalizaci glykosidii cytokininti toho neni piili§ znamo, existuje cela fada
nepiimych diikazi, které poukazuji na jejich pfitomnost ve vakuolach (Mok et al. 1992). Zaroven
se o O-glykosidovych konjugatech cytokininti hovoii jako o stabilni zasobni formé cytokinin,
nebot’ mohou byt enzymy B-glukosidasami jednoduse pfevedeny na aktivni volnou formu
cytokininu (Brzobohaty et al 1993). Kiran et al. (2012) nadexprimovali rekombinantni
B-glukosidasu oznacenou jako Zm-p60.VAL obsahujici signalni peptid do endoplasmatického
retikula a druhy signalni peptid do vakuoly na misté stop kodonu v tabaku Nicotiana tabacum
a zjistili, ze doslo k jejimu zacileni do vakuol, kde byla tfikrat aktivnéj$i nez u rostlin divokého
(WT, zangl. wild-type) tabaku. Bajguz a Piotrowska (2009) ve své praci piimo zminuji, Ze
O-glukosylzeatin a O-xylosylzeatin se nachazi ve vakuolach.

Oproti O-glukosidiim se o lokalizaci N-glykosidt cytokinint do dne$ni doby pfili§ nevi.

2.2 Regulace homeostaze cytokinini

Metabolismus cytokininii je velice komplexni a vedle percepce a signalizace zahrnuje
jednotlivé kroky biosyntézy, aktivace, interkonverze, inaktivace a degradace (viz obrazek 3).
Regulace homeostdze cytokininii mlze byt kontrolovdna né€kolika riznymi mechanismy,
pficemz jednim z nich je ovlivnéni miry jejich biosyntézy. K tomuto zplisobu regulace
muze dochazet pomoci rizné Casoprostorové exprese jednotlivych isoforem
isopentenyltransferas, coz jsou enzymy prvniho kroku biosyntézy cytokinind, nebot’ kazda
isopentenyltransferasa je exprimovana v rizné mife v riznych orgénech (Kakimoto 2001,
Kakimoto 2003, Miyawaki ef al. 2004). To déle podporuje zji$téni, Ze nadbytek cytokinint
zpusobuje sniZzeni exprese isopentenyltransferas. Pfi oSetfeni 5 dnli starych semenackl
Arabidopsis thaliana cytokininem 6-benzylaminopurinem (6-BAP) o koncentraci 1 uM
po dobu 4 hodin doslo ke znacnému sniZeni exprese vSech glykosyltransferas vyskytujicich
se v kofenech, jmenovité¢ byly snizeny hladiny A#{PTI, 2, 3, 5, 7 1 9 (Miyawaki et al.
2004). Lze tedy fict, ze rostliny se pii nadbytku cytokininti brani dalSimu zvySovani jejich
obsahu snizenim jejich biosyntézy.

Naopak nadbytek cytokininti zvySuje expresi cytochrom P450 monooxygenasy CYP735A (Takei
et al. 2004), kterd je zodpovédna za hydroxylacni krok v biosyntéze trans-zeatinu (Sakakibara
2006). Pti aplikaci SuM iP nebo ¢Z na 12 dnu staré semenacky Arabidopsis thaliana doslo ke
znacnému zvySeni miry exprese CYP735A (Takei et al. 2004). Tento jev by mohl poukazovat na
urychleni konverze cytokinind aplikovanych v nadbytku na jinou formu cytokininu k zabranéni

akumulace té dané formy cytokininu naptiklad urychlenim jejich degradace nebo inaktivace.
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Hlavnim mechanismem regulace homeostase cytokinint je vSak jejich degradace, nebot’ je
znamo, ze nadbytek cytokininli endogennich nebo exogenné aplikovanych zplsobuje zvySeni
exprese enzymu jejich degradacni drahy projevenou jejich znacné zvySenou aktivitou, jak bylo
prokazano jiz v mnoha experimentech (Chatfield & Armstrong 1986, Kaminek & Armstrong 1990,
Mik et al. 2011, Motte et al. 2013). Naptiklad aplikace 10 pM 6-BAP na zrna kukufice Zea mays
4 dny po opyleni doSlo po 12 hodinach k pétindsobnému zvySeni exprese cytokinin
oxidasy/dehydrogenasy CKX1, po 48 hodinach byl narGst ctyinasobny, vzhledem k obsahu
u rostlin, na které cytokinin aplikovan nebyl. Aplikace stejné koncentrace na kotenovy systém
2 tydny starych semenackd kukufice zpusobila silnou indukci exprese této cytokinin
oxidasy/dehydrogenasy (Brugicre et al. 2003). ZvySeni exprese enzyml degradace piedstavuje
skute¢nost, Ze rostlina se snazi zabranit akumulaci cytokininu jeho ireverzibilni degradaci.

Regulace homeostaze cytokinini probiha taktéz na Grovni percepce, tedy na urovni exprese

receptoru histidin kinasy HK, nebo také na urovni odpoveédi pomoci regulatorG odpoveédi RR
(z angl. response regulator).
Nadbytek cytokininu zplsobuje zvysSeni exprese receptoru histidin kinasy, ktery po navazani
cytokininu zpisobuje signalni kaskddu. Danilova et al. (2011) aplikovali cytokinin 6-BAP
v koncentraci 10 uM na 3 tydny staré¢ semenacky Arabidopsis thaliana, coz mélo za dusledek
zvySeni exprese receptoru histidiny kinasy AHK3 o 60 % vzhledem k obsahu u rostlin rostoucich
na médiu bez obsahu cytokininu.

V této kapitole byl podan pouze struény pichled nékterych regula¢nich mechanismi
homeostaze cytokinint, jeden z téch hlavnich, kdy jsou cytokininy inaktivovany vratné nebo trvale

je popsan v nasledujici kapitole.
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Obrazek 3: Model metabolismu isoprenoidnich cytokininG u Arabidopsis thaliana. (ptevzato
z Spichal 2012).

1 — adenylét isopentenyltransferasa, 2 — tRNA specifickd isopentenyltrasnferasa, 3 — fosfatasa,
4 — 5’-ribonukleotid fosfohydrolasa, 5 — adenosin nukleosidasa, 6 — cytokinin fosforibohydrolasa
(Lonely Guy), 7 — purin nukleosid fosforylasa, 8 — adenosin kinasa, 9 — adenin
fosforibosyltransferasa, 10 — N-glukosyltransferasa, 11 — cytochrom P450 monooxygenasa,
12 — cytokinin dehydrogenasa, 13 — zeatin O-glukosyltransferasa, 14 — B-glukosidasa, 15 — zeatin
reduktasa, 16 — zeatin isomerasa.

AMP — adenosin monofosfat, ADP — adenosin difosfat, ATP — adenosin trifosfat, DMAPP —
dimethylallyl difosfat, HMBPP — (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl difosfat, iP — isopentenyl
adenin, iPR — iP ribosid, iPRMP — iP ribosid 5'-monofosfat, iPRDP — iP ribosid 5’ -difosfat, iPRTP
— 1P ribosid 5’-trifosfat, tZ — trans-zeatin, tZR — trans-zeatin ribosid, tZRMP - (Z ribosid
5’-monofosfat, ZZRDP — ¢Z ribosid 5'-difosfat, tZRTP — ¢Z ribosid 5'-trifostat, DZ — dihydrozeatin,
DZR - dihydrozeatin ribosid, DZRMP — DZ ribosid 5'-monofosfat, ¢Z — cis-zeatin, cZR — ¢Z
ribosid, cZRMP — c¢Z ribosid 5 -monofosfat, cZRDP — c¢Z ribosid 5’-difosfat, cZRTP — ¢Z ribosid
trifosfat iP7G(9G) — iP-7N(9N)-glukosid, tZOG — tZ-O-glukosid, tZROG — ¢Z ribosid-O-glukosid,
77G(9G) — zeatin-7N(9N)-glukosid, cZOG — ¢Z-O-glukosid, ¢cZROG — cZ ribosid-O-glukosid,
tZ0OX — tZ O-xylosid, tZOG — tZ O-xylosid.
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2.3 Inaktivace cytokininu

K inaktivaci, tedy ztraté biologické aktivity, cytokinintt mize dojit dvojim zpisobem. Bud’
jsou cytokininy pfimo degradovany prostiednictvim enzymu cytokinin oxidas/dehydrogenas nebo
dochazi k jejich inaktivaci prostfednictvim glykosylaci.

Cytokinin oxidasy/dehydrogenasy jsou enzymy degradujici cytokininy nevratné, a to
odstépenim isoprenoidniho postranniho fetézce v pozici N° za vzniku adeninu a pfislu§ného
nenasyceného aldehydu (Frébortova et al. 2004, Galuszka et al. 2001).

Glykosylaci ztrdci molekuly svou biologickou aktivitu tak, Ze jsou konjugovany
s molekulou. Dle toho, zda je cukr pfipojen prostiednictvim kysliku nebo dusiku, rozliSujeme
O-glykosidy a N-glykosidy.

O-glykosylace cytokinini je reverzibilni a pomoci enzymt -glukosidas (Brzobohaty et al. 1993)
mize byt jejich aktivita obnovena. O-glykosidy pfedstavuji inaktivni, stabilni zdsobnih formy
t&chto rostlinnych hormond. Naproti tomu, N-glukosylace je nevratna, jelikoz N'- a N’-glukosidy
cytokinini jsou k B-glukosidasam rezistentni. Zaroven dochazi ke znacné akumulaci téchto
glukosidu pii nadbytku exogennich cytokinind, proto se lze domnivat, Ze N-glykosylace ma sviij

podil na deaktivaci (Blagoeva et al. 2004).

2.3.1 Charakterizace rodiny glykosyltransferas

Glykosyltransferasy (EC 2.4.x.y) jsou enzymy, které katalyzuji pfenos monosacharidového
zbytku z donoru, nejcastéji aktivovaného glykosidu nukleotidu, na akceptorovou molekulu,
aglykon. Schéma reakce glykosyltransferasy se nachazi na obrazku 4 (Li et al. 2001, Ross et al.
2001).

R — O-glukosa

)I \ )IN—» N7-glukose
k > / \1 k N —NO-glukosz

H UDP-glukosa

N3- glukosa
cytokinin cytokinin-glukosid

Obrazek 4: Reakéni schéma plsobeni UDP-glukosyltransferasy.

Glykosyltransferasy se déli do nejméné 91 riznych rodin na zakladé sekvenéni podobnosti,
katalytického mechanismu, katalytické specifity a existence konsensualni aminokyselinové

sekvence (Mackenzie et al. 1997, http://www.cazy.org/fam/acc_GT.html).

14


http://www.cazy.org/fam/acc_GT.html

Nejpocetnéjsi rodinou glykosyltransferas jsou glykosyltransferasy Rodiny 1. Tato rodina
predstavuje uridin-difosfat (UDP) glykosyltransferasy, pro néz se pouziva zkratky UGT.
UDP-glykosyltransferasy se podili na glykosylaci rostlinnych metabolitd. Mezi tyto metabolity se
fadi rostlinné hormony jako auxiny, brassinosteroidy, cytokininy, kyselina abscisova (ABA, z angl.
abscisic acid) a kyselina salicylova (SA, zangl. salicylic acid), dale pak fenylpropanoidy,
flavonoidy, betalainy, kumariny, terpenoidy, steroidy a glukosinolaty (Bowles et al. 2006). UGT
tak maji vliv na stabilizaci, zvySeni rozpustnosti ve vod¢ a deaktivaci/detoxifikaci ptirodnich
produktt, ptimo tak reguluji metabolickou homeostazi, detoxifikaci xenobiotik (hlavné herbicidi),
biosyntézu, ukladani a transport hlavnich rostlinnych sekundarnich metabolitt (Bowles et al. 2005,

Bowles ef al. 2006, Vogt & Jones 2000).

2.3.1.1 Struktura UDP glykosyltransferas

Aminokyselinova sekvence UDP-glykosyltransferas rostliny Arabidopsis thaliana ¢ita
435-507 aminokyselinovych residui (Li ef al 2001). V této sekvenci lze identifikovat

9 konzervativnich oblasti, mezi nimi i 42 aminokyselin dlouhou UGT-definujici sekvenci:

[FW]-[2X]-Q-[2X]-[LIVMY A]-[LIMV]-[4-6X]-[LVGAC]-[LVFY A]-[LIVMF]-[STAGCM]-
[HNQJ-[STAGC]-G-[2X]-[STAG]-[3X]-[STAGL]-[LIVMFA]-[4X]-[PQR]-[LIVMT]-[3X]-[PA]-
[3X]-[DES]-[QEHN]

kde pismena v zavorkach [-] znaéi alternativni aminokyselinu na dané pozici, X predstavuje

jakoukoliv aminokyselinu.

N-konec UDP-glykosyltransferas piedstavuje vysoce variabilni oblast, proto se 1ze domnivat,
ze je zodpovédna za vazbu aglykonu, vzhledem ke zna¢né rozmanitosti glykosylovanych substrat.
Na C-konci lze identifikovat 44 aminokyselin dlouhou konsensudlni sekvenci, ktera dostala
oznaceni PSPG z angl. plant secondary product glycosyltransferase. Tato sekvence se vyznacuje
nizsi variabilitou oproti N-konci, proto je C-konec nejspiSe zodpovédny za vazbu cukerné¢ho

zbytku. (Meech & Mackenzie 1997, Gachon et al. 2005).

2.3.1.2 Nazvoslovi UDP glykosyltransferas

Roku 1997 byla ustanovena Nazvoslovna komise pro UGT (UGT Nomenclature
committe), ktera presn¢ stanovila pravidla pro pojmenovani jednotlivych gent a proteint z rodiny
uridin-difosfat glykosyltransferas (Mackenzie et al. 1997).

Nazvoslovi UGT je vysvétlen na nasledujicim piikladu v obrazku 5.
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Obrazek 5: Piiklad ndzvoslovného systému glykosyltransferas pro UGT76C2.

V tomto nazvoslovném systému plati nasledujici pravidla. UGT znaci celou skupinu uridin-
difosfat (UDP) glykosyltransferas. Pokud je zkratka UGT napsédna ve tvaru Ugt, jedna se o UGT
z mysi nebo Drosophila. Néasledné arabské Cislo ptedstavuje rodinu (family), kterd sdruzuje UGT
s vice nez 40% aminokyselinovou identitou, kdy hodnoty 1-50 pftislusi zvitecim UGT, 51-70
kvasinkovym UGT, 71-100 rostlinnym UGT, 101-200 bakterialnim UGT. Pokud je pocet rodin
presahnut, index se nasobi 10x, napt. pro CYP71-CYP 100 je ptecislovano na CYP710-CYP1000.
Pismeno za arabskym ¢islem popisuje podrodinu (subfamily), ktera sdruzuje UGT s vEtsi nez 60%
aminokyselinovou identitou. Arabska cislice na konci pfedstavuje jiz individudlni gen. Pokud je
za touto Cislici pismeno P, jedna se o pseudogen, kde rozliSujeme pseudogeny mysi (p), Drosophila

(p) a ostatni (P) (Mackenzie et al. 1997, Ross et al. 2001, Yonekura-Sakakibara & Hanada 2011).

2.3.2 Rostlinné glykosyltransferasy

Glykosyltransferasy se vyskytuji u vSech zivych organismil a vyuzivaji Siroké spektrum
substratt, které glykosyluji. K srpnu 2010 bylo identifikovano a do databaze Carbohydrate-Active

enZYme database (http://www.cazy.org/fam/acc GT.html) zapsano celkem 92 rodin

glykosyltransferas (zvitecich, kvasinkovych, rostlinnych i bakterialnich), pti¢emz napt. pro rostliny
Arabidopsis thaliana bylo identifikovano 456 gend pro glykosyltransferasy, z nichz vice nez 25%
predstavuje glykosyltransferasy rodiny 1. Pro ryZi Oryza sativa spp. japonica bylo identifikovano
570 gent s vice nez 35% vyskytem glykosyltrasnferas rodiny 1 (Yonekura-Sakakibara & Hanada
2011).

V nasledujicim odstavei jsou predstaveny nékteré rostlinné glykosyltransferasy, které
inaktivuji fadu malych molekul.
Naptiklad O-glykosyltransferasa specifickd k anthocyaninim z okvétnich listki  hotce
trojkveétého Gentiana triflora je zodpovédna za tvorbu stabilntho modrého zbarveni zptsobeného
anthocyaninem gentiodelphinem (Fukuchi-Mizutani et al. 2003). Glukosylace 3-O-glukosidi
cyanidintl je zase zodpoveédna za tvorbu ¢erveného zbarveni u sedmikrasek Bellis perennis (Sawada
et al. 2005). Glykosylace hraje svou ulohu i v chuti, jelikoz ovliviiuje stabilizaci te€kavych

terpenoidl a fenoltl, z nichz n€které jsou praveé za chut’ zodpovédné. U hotkych citrust, jako jsou
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grepy, je za horkost zodpovédna rhamnosa piipojena ke 2-OH skupiné 7-O-glukosidu naringeninu.
U nehotkych citrusii, napf. mandarinek, je rhamnosylovan stejny substrat ale v pozici 6-OH
(Frydman et al. 2004, Kita et al. 2000). U Safranu Crocus sativus se ve vysuSenych bliznach
vyskytuji tii hlavni apokarotenoidy, které jsou zodpovédné za hotkou chut, barvu a vyzivové
vlastnosti. Posledni biosynteticky krok tvorby crocinu, jednoho ztéchto tii apokarotenoidd,
zahrnuje glykosylaci aglykonu crocetinu, kterd zvySuje stabilitu a rozpustnost ve vodé (Moraga
et al. 2004).

Dale byly identifikovany n¢které glykosyltransferasy, které jsou zodpovédné za inaktivaci
rostlinnych hormonti. Glykosyltransferasam specifickym k cytokininim je vénovéana nasledujici

kapitola.

2.3.3 Cytokinin-specifické rostlinné glykosyltransferasy

Prvni glykosyltransferasy specifické k cytokinintim byly popsany u fazolu jiz v 90. letech 20.
stoleti. Lee ef al. (1985) popsali jako prvni pro zeatin specifickou O-glukosyltransferasu (ZOGI,
EC 2.4.1.203) znezralych semen fazolu Phaseolus lunatus. Ctyfi roky poté byla popsina opét
pro zeatin specificka tentokrat O-xylosyltransferasa (ZOX1, EC 2.4.1.204) z fazolu Phaseolus
vulgaris (Dixon et al. 1989). Martin et al. (1999a) izolovali ZOGl1 znezralych semen fazolu
Phaseolus lunatus, identifikovaly ji jako UDP-glukosa:zeatin O-glukosyltransferasu a zjistili, ze
tato glykosyltransferasa je schopna coby zdroj cukru vyuzivat taktéz UDP-xylosu, avS§ak s mnohem
mensi afinitou vzhledem k afinit¢ k UDP-glukose. Northern blot analyza, pii které byla pouzita
celkova mRNA izolovana z mladych semen, listi a kofeni WT rostlin Phaseolus lunatus,
poukazala na velmi vysokou aktivitu ZOG1 v mladych semenech a bylo zjisténo, ze tato
glykosyltransferasa je v porovnani sreprodukénimi organy jen nepatrné aktivni v organech
vegetativnich. Western Blot analyza dle pfedpokladu prokazala vysoky obsah ZOG1 v semenech.
Glykosyltrasferasu z nezralych semen fazolu Phaseolus vulgaris s afinitou k UDP-xylose izoloval
stejny okruh védci ve stejném roce (Martin e al. 1999b). Byla identifikovana jako
O-xylosyltransferasa s vysokou afinitou k UDP-xylose, ale s zadnou afinitou k UDP-glukose.
ZOX1 je silné exprimovéana ve vyvijejicich se semenech a velmi slabé ve vegetativnich organech —
listy a kofeny. ZOX1 vykazuje se ZOG1 95% sekvencni podobnost na tiseku DNA dlouhém 1380
bp, pfiblizné 90% sekvencni podobnost a 87% sekvencni totoznost na useku aminokyselin dlouhém
449 aminokyselin. Zaroveil bylo zjisténo, ze ZOGl a ZOXI1 jsou vysoce specifické pouze
k trans-zeatinu, ale nikoliv k cis-zeatinu. Opét stejny okruh védct (Martin et al. 2001) izoloval
glukosyltransferasu specifickou pro cis-zeatin, kterd dostala oznaceni cisZOG1 (EC 2.4.1.215).
Izolovéana byla ze zrn kukufice Zea mays a bylo zjisténo, ze jako substrat specificky vyuziva pouze
cis-zeatin a coby donor cukerné¢ho zbytku pouze UDP-glukosu. Mira exprese cisZOG1 byla velmi

vysoka v kotenech, nizsi v klasech a velmi nizka v listech.

17



O-glykosyltransferasa specificka k cis-zeatinu byla izolovana také zryze Oryza sativa,
u které byly identifikovany tfi isoformy této glykosyltransferasy a dostaly oznafeni ¢ZOGT]I,
cZOGT2 a ¢ZOGT3 (Kudo et al. 2012). Autofi tohoto ¢lanku tyto tfi isoformy charakterizovali
a dosli k nasledujicim vysledkiim: Tyto isoformy se li$i substratovou specifitou a svou lokalizaci.
¢ZOGT1 a ¢ZOGT?2 maji vysokou aktivitu k ¢Z a jeho ribosidu, zna¢nou aktivitu k ortho-topolinu,
slabou aktivitu k #Z a zadnou k jeho ribosidu. cZOGT3 vykazuje velmi slabou aktivitu k ¢Z a jeho
ribosidu, zaddnou aktivitu k ortho-topolinu, ale aktivitu k ¢Z a jeho ribosidu ano. Lokalizace byla
urCovana pomoci stanovovani aktivity p-glukuronidasy (GUS), kterou byly jednotlivé
glukosyltransferasy znaGeny. Zadna aktivita nebyla stanovena u semenackd ryZze exprimujicich
cZOGT3. U semenacki ryze exprimujicich cZOGT1 a ¢ZOGT2 aktivita stanovena byla s vysokou
aktivitou v listovych Cepelich, ale ne v kofenech. U ¢ZOGT1 semenackl byla aktivita vysoka
v listovych Cepelich, vyssi ale byla v uzlabi listd. U ¢ZOGT2 semenackt byla aktivita velmi silna

ve Spickach listl se snizujici se intenzitou smérem k tzlabim listd.

2.3.4 Glykosyltransferasy z Arabidopsis thaliana

U modelové rostliny Arabidopsis thaliana bylo identifikovano celkem 107 domnélych gent
pro uridin-difosfat glykosyltransferasy (Li et al. 2001). Analyza vSech 107 UGT genti umoznila
sestavit fylogeneticky strom (viz obrazek 6), kde vSechny UGT z Arabidpsis thaliana 1ze rozdélit
do 14 skupin pojmenovanych A az N. Geny pro UGT jsou rozprostfeny po celém genomu
Arabidopsis thaliana a tvori klastry zahrnujici 2 az 7 genl s vysokym stupném aminokyselinové
podobnosti, sekvencni podobnost se pohybuje od 30 do 95%. Geny pro UGT z Arabidopsis
thaliana obsahuji Casto vice nez dva introny, ale 58 gent z celkového poctu neobsahuje intron
zadny (Ross et al. 2001). Vétsina UGT z Arabidopsis thaliana glykosyluje signalni molekuly,

mezi n¢Z patii naptiklad kyselina abscisova (ABA), auxiny, brassinosteroidy nebo cytokininy.
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Obrazek 6: Fylogeneticky strom UDP-glykosyltransferas Arabidopsis thaliana (ptevzato z Ross
etal 2001)

U rostliny Arabidopsis thaliana bylo identifikovano celkem osm (#)-ABA-specifickych
uridin-difosfat glykosyltransferas. Pti syntéze kyseliny abscisové vznikd racemickd smés (+) a (-)
stereoisomert (Roberts ef al. 1968). V extraktech rostlin ale byl pfevazné nalezen (+)-enantiomer,
proto se lze domnivat, Ze (+)-ABA ptedstavuje pfirozenou formu tohoto rostlinného hormonu

(Cutler & Krochko 1999, Oritani & Kiyota 2003). Bylo zjisténo, Ze oba enantionery jsou
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glukosylovany za tvorby pfislusnych esteri (Oritani & Kiyota 2003), coz zptsobuje jejich
inaktivaci. Pfi analyze stereoselektivity (Lim er al. 2005) se ukazalo, Ze nejvyssi aktivitu
vykazovala UGT84B1 a naopak velmi slabou aktivitu vykazovaly UGT73B3 a UGT74Dl.
Pro odliseni (+)/(-)-ABA esteri glukosy byla pouZita chiralni HPLC a bylo zji§téno, Ze pouze jedna
glykosyltransferasa, a to UGT71B6, je stereospecificka k tvorbé (+)-ABA esteru glukosy, vSechny
ostatni tvofily smés obou enantiomert.

Dalsi tfidou rostlinnych hormonti, které podléhaji glykosylaci, patii auxiny s kyselinou
indol-3-octovou (IAA, zangl. indole-3-acetic acid) a kyselinou indol-3-maselnou (IBA, z angl.
indole-3-butyric acid) coby zastupci. U Arabidopsis thaliana bylo identifikovano také nékolik
auxin specifickych glykosyltransferas. Zvysena exprese UGT84B1 (glykosyluje 1AA) a UGT74E2
(glykosyluje IBA) u Arabidopsis thaliana zptisobuje jasné poruchy v homeostazi auxint, které se
projevuji viditelnymi rastovymi defekty (Jackson ef al. 2001, Tognetti et al. 2010), proto se lze
domnivat, ze auxin specifické glykosyltransferasy hraji roli v aktivit¢ téchto hormonti a tim
ve vyvoji rostlin. Jin ef al. (2013a) se proto zabyvali dalsi auxin specifickou glykosyltransferasou
s pofadovym cislem UGT74D1. Zjistili, ze tato glukosyltransferasa vykazuje velmi vyraznou
aktivitu vici IBA. Pfi porovnani obsahu glukosidti IBA u WT rostlin Arabidopsis thaliana a rostlin
nadexprimujicich UGT74D1 se tento obsah nijak nelisil. V pfipad¢ ptidani IBA do média doslo
k narGstu obsahu glukosidii, avSak u rostlin UGT74D1 nadexprimujicich v mnohem vétsi mife
(2x-3x vice). Zaroven tyto rostliny vykazovaly auxin-deficientni fenotyp, kdy mély znacné
pokroucené listy, 1 kdyz ostatni aspekty fenotypu zlstaly neménné.

UDP glykosyltransferasy vyuzivaji coby substrat ke glykosylaci také brassinosteroidy, coz
jsou hormony steroidniho charakteru. Konjugaty brassinosteroidi s mastnymi kyselinami,
glukosou, disacharidy se nachazi v explantatech a bunéénych extraktech rostlin (Fujioka & Yokota
2003). UDP glukosyltransferasa UGT73C5 specificka na brassinosteroidy byla identifikovana
v Arabidopsis thaliana, 1 kdyz plvodni experiment srekombinantnim enzymem poukazoval
na specifitu vii¢i cytokininhm (Hou et al. 2004, Poppenberger et al. 2005). Bylo zjisténo, ze
katalyzuje O-glukosylaci brassinolidu a jeho prekurzoru castasteronu. Rostliny Arabidopsis
thaliana nadexprimujici UGT73C5 vykazuji brassinosteorid deficientni fenotyp, ktery se projevuje
jiz ve stadiu semendckil. Rostliny jsou oproti WT mensi sredukovanou délkou tapikl
a s prodlouzenou délkou listu. Pii aplikaci brassinosteroidi na tyto mutantni rostliny doslo
k obnoveni ptirozeného fenotypu. U mutantnich rostlin byl stanoven obsah brassinosteroidi, ktery
se pohyboval mezi 40-60% obvyklych hodnot.

Podrodinou UGT73C, ktera ¢ita 7 gentl, se dale zabyvali Husar et al. (2011). Geny pro UGT73Cl,
UGT73C2, UGT73C3, UGT73C4 a UGT73C6 byly exprimovany pod CAMV353 promotorem
v rostlinach Arabidopsis thaliana za Gcelem sledovani fenotypu téchto rostlin. Kromé¢ UGT73C6
exprimujicich rostlin, které vykazovaly dramatické defekty v rlstu zduvodu deficience

brassinosteroidt, v§echny ostatni mély fenotyp srovnatelny s WT rostlinami.
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U rostliny Arabidopsis thaliana bylo identifikovano celkem 5 cytokinin-specifickych
UDP-glykosyltransferas (Hou et al. 2004). Mezi témito cytokinin-specifickymi UGT byly
identifikovany dvé N-glykosyltransferasy, UGT76C1 a UGT76C2, a 3 O-glykosyltransferasy,
UGT73C1, UGT73C5 a UGTS85A1, i kdyz jak jiz bylo zminéno dtive, specifita UGT73C5 byla
prokazana spise pro brassinosteroidy (Poppenberger et al. 2005).

UGTS85A1 je O-glukosyltransferasou s mensi nez 30% sekvencni podobnosti se ZOG1 z fazolu
Phaseolus lunatis (Jin et al. 2013b). Pii porovnani obsahu cytokininil a jejich glukosidd u WT
rostlin Arabidopsis thaliana a rostlin nadexprimujicich tutu glukosyltransferasu bylo zjisténo, zZe
hladiny volnych forem cytokinind (iP, tZ a c¢Z), jejich ribosidii, nukleotidii a N-glukosidi jsou
srovnatelné, avSak doslo ke zna¢nému nartGstu hladin ZOG. Zaroveni tyto mutantni rostliny
vykazovaly del$i hlavni kofen a vice kofent postrannich vzhledem k WT rostlindm pfi ristu
na médiu s obsahem ¢Z.

UGT76C1 je jednou z N-glukosyltransferas Arabidopsis thaliana, kterd glukosyluje cytokininy tZ,
iP, DHZ, cZ, 6-BA a kinetin (Hou et al. 2004). Wang et al. (2013) se touto glukosyltransferasou
zabyvali hloubé€ji. Byly pfipraveny rostliny Arabidopsis thaliana s nadexprimovanym genem
pro UGT76CI1 (dale znaceny jako UGT76CI-OE) a rostliny s ti mto genem umléenym (znaceny
jako ugt76c¢1). U rostlin ugt76cl doslo ke snizeni obsahu tZ7G, tZ9G, iP7G i iP9G a nékterych
O-glukosidt, naopak doslo ke vzristu cZ, hladiny ¢Z a iP byly srovantelné s WT. Rostliny
UGT76C2-OE naopak produkovaly zvyseny obsah 7Z9G, hladiny ostatnich cytokininl a jejich
glukosidu zustaly témét beze zmény. Proto dosli autofi k zavéru, ze UGT76C1 ovliviuje hladiny

cytokinin N-glukosidl a Ze ma i jistou aktivitu O-glykosyltransferasy.

2.3.5 UGT76C2

Glykosyltransferasa UGT76C2 je jednou ze dvou N-glykosyltransferas vyskytujicich se
u Arabidopsis thaliana (Hou et al. 2004) a stejné jako UGT76C1 vykazuje jistou miru aktivity
pii tvorbé O-glukosidi. Tento enzym sestava ze 450 aminokyselinovych residui a ma molekulovou
hmotnost piiblizn¢ 50,4 kDa. UGT76C2 vyuziva jako substrat nejriznéjsi cytokininy jako napf.
6-benzyladenin, trans-zeatin, cis-zeatin, dihydrozeatin, isopentenyladenin a kinetin, ale nikdy
neglykosyluje volné purinové baze adenin a guanin (Hou et al. 2004). Glykosylace prostfednictvi
UGT76C2 probihé v pozicich N’ a N°, nikdy ne v pozici N°.

Wang et al. (2011) se ve své praci zabyvali rostlinami Arabidopsis thaliana, které méli gen
pro UGT76C2 umlcen (dale oznacovany jako wugt76c2) nebo které naopak UGT76C2
nadexprimovaly (dale oznaCovany jako UGT76C2-OFE). U téchto rostlin byl stanoven obsah
volnych forem cytokinini a jejich glukosidi vzhledem kjejich obsahu u WT rostlin.
Stanovovanymi N-glukosidy byly frans-zeatin-7-glukosid (127QG), trans-zeatin-9-glukosid (¢Z9G),
isopentenyladenin-7-glukosid (iP7G) a isopentenyladenin-9-glukosid (iP9G), O-glukosidy byly
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trans-zeatin-O-glukosid (ZOG) a cis-zeatin-O-glukosid (¢ZOG). U rostlin ugt76¢2 byl snizen
obsah N-glukosidi, ale zvysen obsah O-glukosidi, u rostlin UGT76C2-OE byl obsah N-glukosida
naopak zvysen, zatimco hladina volnych forem cytokinint ziistala vzhledem k WT nezménéna.

Vzhledem k tomu, ze cytokininy negativn¢ reguluji délku hlavniho kofene a pocet postrannich
kotenti (Li et al. 2006, Werner et al. 2003), vyuzili tohoto efektu k analyze fenotypové odpoveédi
mutantnich rostlin na zvySeny obsah cytokininu 6-benzyladeninu v médiu. Rostliny ugt76¢c2
vykazovaly kratsi hlavni kofen a méné postrannich kotfend v porovnani s WT rostlinami, naopak
rostliny UGT76C2-OE vykazovaly hlavni kofen del$i a postranni kofeny pocetné&jsi v porovnani
s WT rostlinami. Byla tak potvrzena skutecnost, ze knock-outni rostliny ugt76¢2 mély snizenou
schopnost inaktivovat piebytek cytokininu prostfednictvim N-glykosylace, a proto se zde projevil
ve vetsi mife inhibicni efekt cytokininu na délku hlavniho kofene a pocet postrannich kotent.
Naopak UGT76C2-OFE nadexprimujici N-glykosyltransferasu se s ptebytkem cytokininu vyrovnala

ve vy$si mife, proto zde byl inhibi¢ni u€inek cytokininu potlacen.

2.3.6 Lokalizace UGT

Lokalizace glykosyltransferas se nejcastéji urcuje pomoci tvorby konstruktu dané
glykosyltransferasy s B-glukuronidasou, kterou Ize lokalizovat histochemickym barvenim.

Exprese cytokinin specifické N-glykosyltransferasy UGT76C1 Arabidopsis thaliana byla

pozorovana u mladych semenacktl, v klicicich semenech, primarnich kotfenech, hypokotylu,
déloznich listcich vranych vyvojovych stadiich, obvykle 1-7 dni od wvykliceni. Exprese
v pozd¢jsich stadiich rastu slabla, proto dosli k zavéru, ze UGT76C1 ma roli pti kli¢eni semen
a u mladych semenackt (Wang et al. 2013).
Exprese druhé cytokinin specifické N-glykosyltrasnferasy Arabaidopsis thaliana UGT76C2 byla
pozorovana v kotenech, hypokotylu, déloznich listcich, mladych listech, mladych postrannich
kofenech a nezralych semenech. Slaba exprese byla pozorovana také v okvétnich listcich. (Wang
etal 2011).

Lokalizace cytokinin specifické O-glykosyltransferasy Arabidopsis thaliana UGT85A1 byla
sledovana v kli¢ich semenech a v tkdnich mladych semenackt jako naptiklad v d€loznich listcich,
hypokotylu, primdrnim kofenu a v kotenovych $pickach (Jin et al. 2012).

O subcelularni lokalizaci glykosyltransferas se toho stale ptili§ nevi, i kdyz u rostlin by mély
byt glykosyltransferasy lokalizovany prevazné v cytosolu (Bowles et al. 2006). Existuji nejriznéjsi
predikce, které je tfeba potvrdit nebo vyvratit, jak tomu bylo naptfiklad u glykosyltransferasy
Arabidopsis thaliana UGT85A1 (viz obrazek 7), u které predikce hovotila o zacileni
do chloroplastu, ale experimentaln¢ byla prokazadna lokalizace v cytosolu s vyuzitim fuazniho

proteinu UGT85A1-GFP (Jin et al. 2012).
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Obrazek 7: Subcelularni lokalizace UGT85A1 v epidermalnich bunkéch cibule (pfevzato z Jin
et al. 2013b a upraveno)
a— GFP; b — UGT85A1-GFP; métitko odpovida 50 pm.

Bylo zjisténo, ze sav¢i UDP glykosyltransferasy se vyskytuji vdzané v membrané
endoplasmatického retikula s katalytickou oblasti exponovanou na povrchu lumenu

endoplasmatického retikula (Radominska-Pandya et al. 2005).

2.4 Tomato hairy root transformace

Tomato hairy root transformation neboli transformace do kofenii rajcete s vyuzitim
Agrobacterium rhizogenes je vysoce ucinnou a rychlejsi alternativou transgenoze rostlin oproti
transformaci rostlin infekci bakteriemi Agrobacterium tumefaciens. Agrobacterium rhizogenes
vnasi do genomu Ri (root-inducing) T-DNA, ktera nese tzv. root locus (rol) geny, které jsou
zodpoveédné za tvorbu transgennich kofinkt (hairy roots) morfologicky srovnatelnych s normalnimi
koteny. B&€zné v prirod¢ Agrobacterium rhizogenes infikuje mechanicky poranéné rostliny, které
ze svych ran produkuji fenolické latky chemicky velmi podobné acetosyringonu, jez chemotakticky
tyto bakterie ptitahuji.

Pro experimentalni tcely se k transformacim kofenli vyuziva nizkovirulentnich kment jako
napt. kmen Agrobacterium rhizogenes 15834 (Collier et al. 2005), ktery byl pouzit i v rdmci této
diplomové prace k transformaci poranénych déloznich listki rajéete Solanum lycopersicum L., Peto
343.

Jako reportérovy gen usnadiiujici selekci transformovanych kotinkli byva casto
pouzivan zeleny fluorescenéni protein GFP (z angl. green fluorescent protein). U tohoto
proteinu je zndma jeho bunécnd lokalizace. Jelikoz tento protein postradd jakykoliv
signalni peptid, dochazi kjeho cileni do cytosolu sakumulaci podél plasmatickée

membrany a se zpétnou difuzi do jadra (Grebenok ef al. 1997a, Grebenok et al. 1997b).
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2.5 Vyuziti fluorescen¢ni mikroskopie ve studiu lokalizace proteinii na

urovni bunéénych kompartmentu

2.5.1 Fluorescence

Fluorescence je samovolné vyzateni piebytku absorbované energie s kone¢nou dobou trvani.

Cely proces fluorescence shrnuje Jablonského diagram na obrazku 8.

So

Obrazek 8: Jablonského diagram. E, — energie absorbovaného zatfeni, E;c — energie potfebna
na relaxaci na nultou vibracni hladinu (energie intersystémové konverze), Er — energie
emitovaného zafeni (fluorescence).

Pti absorpci zafeni o energii E,, dojde k pfechodu elektronu ze zdkladniho stavu Sy na vyssi

vibra¢ni hladinu v, prvniho excitovan¢ho stavu S;. Vzhledem k tomu, ze dle KaSova pravidla

k vyzateni energie dochazi vzdy znulté vibracni hladiny v, prvniho excitovaného stavu, musi

elektron pftejit z vyssi vibracni hladiny na nultou nezafivym pfechodem intersystémové konverze

s energii Ejc. Navrat znulté vibrac¢ni hladiny prvniho excitovaného stavu do zékladniho stavu

probihd jiz zativeé procesem fluorescence s energii Eg. Proto je energie zafeni emitovaného Er nizsi

neZ energie zafeni absorbovaného E, pravé o hodnotu energie Ejc.

Energie zafeni je nepfimo umérna vinoveé délce dle vztahu:
h-c

kde: E...
.. Planckova konstanta

c...
A...

energie zafeni

rychlost svétla

vlnova délka zafeni

A

Proto je vinova délka emitovana fluoroforem Ar (latkou schopnou fluorescence) vétsi nez vinova

delka zateni absorbovaného A4, tento jev se nazyva Stokesovym posuvem.
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Velmi ¢asto vyuzivanym fluoroforem je zeleny fluorescenéni protein GFP (z angl. Green
Fluorescent Protein) pochazejici z moiské meduzy Aequorea victoria. Jedna se o cylindricky
polypeptid sestavajici z 288 aminokyselin s molekulovou hmotnosti pfibluzné¢ 27 kDa. GFP je
tvoten 11 [-skladanymi listy, které obklopuji centralni o-helix nesouci chromofor sloZeni
z tripeptidu Ser-Tyr-Gly v pozicich 65-67. Tento fluorofor s absorpcnimi maximy pifi 397 a 476 nm
a emisi pfi 511 nm Casto nachazi své uplatnéni jako fluorescencni znacka pfi studiu lokalizace
proteini na bunééné urovni, kdy je sestaven flzni protein s touto fluorescencni znackou a to

bez ovlivnéni nativni konformace studovaného proteinu.

2.5.2 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie slouzi k neinvazivnimu a nedestruktivnimu zobrazovani latek
schopnych fluorescence. Nejcastéji se pouziva L-uspotfddani v epifluorescencnim modu, tedy
pozorovani preparatu v odrazeném svétle, kdy tihel dopadajiciho zafeni vici pozorovateli je 90°.
Zdroji svétla jsou v tomto pfipadé vysokotlaké rtutové nebo xenonové vybojky. Fluorescencni
mikroskop je vybaven tfemi riznymi flitry: excitacni filtr slouzi k vybéru vinové délky excitace,
bariérovy (emisni) filtr propousti pouze vinovou délku emise, dichroické zrcatko odrazi vinovou

délku excitace a propousti vinovou délku emise — viz obrazek 9.

f E pozorovatel

m barierovy filtr

I
::LA dichroické

zrcatko

excitacnifiltr

—_—
preparat

Obrazek 9: Zjednodusené schéma principu jednotlivych filtrd ve fluorescencnim mikroskopu.

Béhem prace s jakymkoliv fluorescenénim mikroskopem je tfeba osvétlovat biologicky
preparat po nejkrat§$i moznou dobu, aby nedochazelo k jevu zvanému photobleaching, tedy

vybélovani vzorku, a tim k jeho poSkozeni.
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2.5.3 Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskopie je jednim typem fluorescen¢ni mikroskopie poskytujicim mnohem
vys§i rozliSeni nez bézné fluorescencni mikroskopy. Princip konfokalni mikroskopie byl
patentovan roku 1957 Marvinem Minskym a je popsan dale v této kapitole.

Na obrdzku 10 je vyobrazen rozdil mezi Sirokouhlou fluorescenéni mikroskopii a laserovou
skenovaci konfokalni mikroskopii (LSCM, z angl. Laser Scanning Confocal Microscopy), ktera je
v této oblasti jednou z nejpouzivanéjSich metod. Je ziejmé, Zze laserova konfokalni mikroskopie
poskytuje mnohem lepsi rozliSeni, kdy dochdzi k lepSimu zaostfeni prepardtu a k vyobrazeni
struktury povrchu. Tato metoda zobrazovani preparati umozituje pouzitim prostorového optického
filtrovani snizit nebo odstranit signaly pozadi mimo ohniskovou rovinu a ziskat tak opticky fez
vzorkem, zatimco pfi bézné fluorescencni mikroskopie je signal souctem intenzit ze vSech vrstev

vzorku.

Obrazek 10: Porovnani Sirokouhlé (A, B, C) a konfokalni mikroskopie (D, E, F)

A, D — fluorescenéné obarvena lidska kostni dien; B, E — svalova vlakna kralika obarvena
fluoresceinem; C, F — autofluorescence pylového zrna slunecnice.

(ptevzato z http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/confocal/confocalintro.html
a upraveno)

Pti konfokalni mikroskopii (viz schéma na obrazku 11) prochazi paprsek ze zdroje zateni
uzkou aperturni clonou, nasledné je dichroickym zrcatkem (dé€li¢ paprski) smeérovan na preparat,
pfi¢emz prochézi kondenzatorem, ktery slouzi také jako objektiv. Po odrazu od preparatu paprsek
prochazi ptes objektiv (kondenzator) a dichroické zrcatko na Stérbinu v konfokalni roving, ktera
omezuje paprsky z bodi leZicich mimo tuto konfokélni rovinu (body vedle, nad a pod rovinou).

Nasledné je paprsek zachycen fotonasobicem, kde dochdzi k zesileni a detekci signalu. Ziskdvame
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tak zaostfeny opticky fez vzorkem. Pii pouziti LSCM je laserovy paprsek, coby zdroj svétla,
rozmitan po vzorku pomoci clony (skener laseru) umisténé mezi dichroickym zrcatkem
a objektivem. Vzorek je takto prométen tzv. bod po bodu.

Vyhodou konfokalniho mikroskopu je zvyseny podil signal/Sum, dale pak moznost
softwarove skladat jednotlivé fezy a ziskat tak 3D obraz pozorovaného preparatu.

Vysoké rozliSeni konfokalniho mikroskopu umoziuje zobrazovani jednotlivych bunék
a organel v nich obsazenych, ptipadné jejich prostorovych struktur, proto se s vyhodou pouzivaji

pro urCovani lokalizace proteinli na bunééné trovni pomoci fluorescenc¢niho znaceni.

H Fotonasobi¢
/

\7

Stérbina v
konfokalni roviné

Laser

[

—

. D&li¢ paprsku

Skener laseru —
Xy )
Pohyb v ose Z 32%:%7 Objektiv
g £ Hloubka pruniku
? \__\‘?_// I paprsku
/T W . -
; — Rovina zaostfeni

Obrazek 11: Schéma Laserového skenovaciho konfokalniho mikroskopu.
(ptevzato z http://www.chempoint.cz/konfokalni-laserova-rastrovaci-mikroskopie-clsm)
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3 Experimentalni Cast

3.1 Material

3.1.1 Pristrojové vybaveni

Pouzité chemikalie byly vaZeny pomoci analytickych vah model 5034/120 (Nahita-Auxilab,
Berian, Spanélsko) nebo pomoci digitalnich vah PFB (Kern &Sohn, GmbH, Balingen, Némecko).
Michéani roztoki probihalo za pouziti elektromagnetické michacky RH basic 2 IKAMAG® (IKA®-
Werke GmbH&Co. KG, Staufen, Némecko), pH roztokti bylo upravovano pomoci pH metru 3503
Bench pH Meter (Jenway — Bibby Scientific Limited, Staffordshire, UK), objemy roztokd byly
odmétovany pomoci automatickych pipet (Eppendorf, Hamburk, Némecko). Pro suspendovani
roztoki a vzorkl byl pouzivan vortex VSM-3 (Shelton Scientific, Shelton, CT, USA). Ptipravené
roztoky byly sterilizovany za pouziti parniho autoklavu Sterivap HP IL (BMT Medical Technology
s.r.o. Brno, Ceska republika). Postupy vyzadujici sterilitu byly provadény v prostoru laminarniho
boxu Polaris 72 (Adaye Danesh Afarin — ADACo, Teheran, Iran) nebo SCS 2-6118 (Merci
s.r.0.,.Brno, Ceska republika). Kultivace bakterii na agarovych plotnach probihaly v inkubétoru
Incubat 85 (Melag, Berlin, Némecko), kultivace v tekutych médiich probihaly v inkubatoru
SI-900R (Jeia Tech, Soul, Korea). Bunécné kultury byly centrifugovany pomoci chlazené
centrifugy Heraeus™ 40R (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). PCR byly provadény pomoci
termocycleru T-Gradient (Biometra, Goettingen, Némecko). Agarosova elektroforéza probihala
pomoci systému Agagel Standard (Biometra, Goettingen, Némecko) a zdroje napéti MS300V
(Major Science, Saratoga, CA, USA). Obarvené agarosové gely byly poté vizualizovany
na transiluminatoru UVT-20S (Herolab, Wieslach, Némecko) a dokumentovany pomoci systému
Alpha DigiDoc RT (East Port Scientific, Praha, Ceska republika) s vyuzitim digitalniho fotoaparéatu
(Olympus, Tokyo, Japonsko). Koncentrace DNA byla stanovovana pomoci mikroobjemového
UV/VIS spektrofotometru NuDrop (ACTgene, Piscataway, NJ, USA). UV/VIS spektrofotometr
Agilent 8453 (Agilent, Santa Clara, CA, USA) slouzil pro stanoveni koncentrace celkovych
proteintl. Kultivace rostlinného materialu probihala s vyuzitim fytokomory E-41L2 firmy Percival
Scientific (Perry, 1A, USA). Béhem izolace RNA byla pouzita centrifuga ScanSpeed 1730R
(LaboGene, Lynge, Dansko). K inkubacim vzorkii za rdznych teplot byl pouzivan termoblok
CHB-202 (Alpha Laboratories Ltd., Eastleigh, Hampshire, UK). K homogenizaci rostlinného
materialu byl pouzit kulovy mlynek MM400 (Retch, Haan, Némecko) se sklenénymi kuli¢kami
o pruméru 5 mm (Riedel-de Haén — Honeywell, Seelze, Némecko). Rutinni SDS-PAGE a western
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blot byly provadény s pomoci systému Mini-PROTEAN 3 Cell (BIO-RAD, Hercules, CA, USA)
s pouzitim zdroje proudu PowerPac 300 (BIO-RAD, Hercules, CA, USA). Western blot byl
provadeén v chladici vitriné WSA 24000 (Beko, Istanbul, Turecko). Ultrafiltrace vzorkd probihala
pomoci kolonek Amicon® Ultra-0,5ml — Ultracel®-10K (Millipore, Billerica, MA, USA).
Inkubace PVDF membrany probihala na orbitalni tfepacce, Orbit 1000 (Labnet International, Inc.,
Edison, NJ, USA). Fluorescen¢ni mikroskopie probihala pomoci fluorescenéniho mikroskopu
SMZ800 firmy Nikon (Tokyo, Japonsko) vybaveného vysokotlakou rtutovou vybojkou HBO-
100W/2 (Osram, Mnichov, Némecko) a fotoaparatem DS-Fil (Nikon, Tokyo, Japonsko). Dale byl
pouzit konfokalni mikroskop Zeiss LSM710 s pifidavnym piezzo-stolkem (Zeiss,
Oberkochen, Némecko). Dale bylo pouzivano béznych laboratornich pomucek a laboratorniho
vybaveni.

Pro upravy fotografii byl pouzit program Picasa™ 3 (verze 3.9.0, © Google, Inc.).

3.1.2 Chemikalie

Pevna rlstova média obsahovala agary firmy Merck (Darmstadt, Némecko) piipadné firmy
HiMedia (Mumbai, Indie). Média byla pfipravovana pomoci kvasni¢ného extraktu, biotinu,
MS basal salt mixture, Gamborg’s B-5 basal medium with minimal organics a 1000x
koncentrovaného roztoku Gamborg’s B-5 vitamint firmy (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
chloridu sodného, hydrogenfosfore¢nanu draselného, sacharosy a glukosy (Lach-Ner, Neratovice,
Ceska republika), mannitolu a heptahydratu siranu hofe¢natého (Penta, Chrudim, Ceska republika),
tryptonu, kyseliny L-glutamové a timentinu (Duchefa, Haarlem, Nizozemsko) a trans-zeatinu
(Olchemim, Olomouc, Ceska republika).

Pufr pro PCR byl pfipraven pomoci Tris firmy Duchefa (Haarlem, Nizozemsko), chloridu
draselného firmy Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika), hexahydratu chloridu hofeénatého firmy
Panreac (Barcelona, Spanélsko) a Tritonu™ X-100 firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Roztoky pro agarosovou elektroforézu byly vytvofeny pomoci agarosy firmy Amresco
(Solon, OH, USA), Tris firmy Duchefa (Haarlem, Nizozemsko), kyseliny octové a glycerolu firmy
Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika), ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA)
a dodecylsiranu sodného (SDS) firmy Penta (Chrudim, Ceska republika), bromfenolové modti
firmy Fluka (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA), Tritonu™ X-100 a xylencyanolové FF modii
firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Béhem PCR reakce bylo pouzito DMSO firmy
Duchefa (Haarlem, Nizozemsko). K agarosové elektroforéze byl pouzit ethidium bromid firmy
NeoLab (Heidelberg, Némecko).

Ke sterilizaci semen bylo pouzito chlornanu sodného firmy Fluka (Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO, USA) a ethanolu firmy Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika).
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Pro praci s RNA byl pouZit isopropanol firmy MACH Chemikalie (Ostrava-Hrusov, Ceska
republika) a ethanol firmy Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika).

Pro extrakci protein byly pouzity tyto chemikalie: Tris firmy Duchefa (Haarlem,
Nizozemsko), sacharosa a glycerol firmy Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika), Triton™ X-100
a fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), dithiothreitol
(DTT) firmy Fluka (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), EDTA firmy Penta (Chrudim, Ceska
republika). Pro stanoveni kalibracni kiivky bylo pouzito hovéziho sérového albuminu (BSA) firmy
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Pro pftipravu roztokt pro SDS-PAGE byly pouzity Tris firmy Duchefa (Haarlem,

Nizozemsko), glycin, methanol a kyselina octova firmy Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika),
akrylamid, N, N’-methylen-bis-akrylamid (bisakrylamid) a p-merkaptoethanol firmy Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA), SDS a butanol firmy Penta (Chrudim, Ceska republika), persiran
amonny, N, N, N’, N'-tetramethylendiamin (TEMED), bromfenolov4d modi a Commassie Brilliant
Blue R250 od firmy Fluka (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Pro western blot a imunodetekci byly pouzity chlorid sodny, glycin a methanol firmy Lach-Ner
(Neratovice, Ceska republika), Tris firmy Duchefa (Haarlem, Nizozemsko), Tween 20 firmy
NeoLab (Heidelberg, Némecko) a suSené odtu¢néné¢ mléko firmy PML Protein.Mléko. Laktéza,
a.s. (Novy Bydzov, Ceska republika)

Filmy pro imunodetekci byly vyvolavany pomoci vyvojky a ustalovace firmy Kodak, které
dodala firma Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Vsechny ostatni pouzité chemikalie byly pfevazné od firem Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA), Penta (Chrudim, Ceské republika) a Fluka (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

3.1.3 PouZité roztoky

Pufry a média byly sterilizovany autoklavovanim po dobu 30 min pfi 120°C. Pevna média
obsahujici agar byla nalévana na jednorazové Petriho plastové misky o primeéru piiblizné 10 cm
pfi teplotach 60-65°C. Termolabilni roztoky byly do pevnych médii pfidany az po ochlazeni médii
na 60°C. Pripravené misky s pevnymi médii byly uchovavany v temnu pti 4°C ulozené dnem
vzhliru po dobu maximalné 2 tydnd.

Roztoky primerti pro PCR byly pfipraveny rozpusténim lyofilizovanych primert v ultra Cisté
vodé v mnozstvi doporu¢eném vyrobcem k ziskani vysledné koncentrace 100 pmol/ul. Pro ziskani

pracovni koncentrace 10 pmol/ul byly piivodni roztoky 10x ziedény.

30



Riustova média

MGL médium: 0,25% (w/v) kvasnicny extrakt, 0,5% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) NaCl,
0,1%  (w/v)  L-glutamova  kyselina, 0,5% (w/v)  manitol,
0,026% (w/v) K,HPO,, 0,01% (w/v) MgSO,-7H,0, 1/1000% (w/v) biotin
(pH=7,0)

MGL agar: 0,25% (w/v) kvasnicny extrakt, 0,5% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) NaCl,
0,1%  (w/v)  L-glutamovd  kyselina, 0,5%  (w/v)  manitol,
0,026% (w/v) KoHPO,, 0,01% (w/v) MgSO,4-7H,0, 1/1000% (w/v) biotin,
1,5% (w/v) agar pro kultivaci bakterii (pH = 7,0)

MSO médium: 0,43% (w/v) MS basal salt mix, 3% (w/v) sacharosa,
1x roztok Gamborg’s B-5 vitaminti (pH = 8,5)

Y2 MSO agar: 0,23% (w/v) MS basal salt mix, 3% (w/v) sacharosa, 0,8% (w/v) agar
pro rostliny, 1x roztok Gamborg’s B-5 vitamind (pH = 5,8)

D1 agar: 0,43% (w/v) MS basal salt mix, 3% (w/v) D-glukosa, 0,8% (w/v) agar
pro rostliny, 1x roztok Gamborg’s B-5 vitamind, 1 mg/ml trans-zeatin

(pH=5,8)

Gamborg’s B-5 agar:  0,32% (w/v) Gamborg’s B-5 basal medium with minimaln organics,
2% (w/v) sacharosa, 0,8% (w/v) agar pro rostliny, 1x roztok Gamborg’s

B-5 vitamint (pH = 5,7)
Gamborg’s B-6 agar s timentinem: Gamborg’s B-5 agar, 1x roztok timentinu
Roztok timentinu (1000x): 0,23 g/ml ticarcillin disodium, 7,7 mg/ml clavulanate potassium
Roztoky pro PCR a agarosovou elektroforézu

10x PCR puft: 100mM Tris/HCI, 500mM KCI, 20mM MgCl,-6H,0, 0,1% (v/v) Triton™
X-100 (pH = 9,0)

DNA-loading puft: 0,05% (w/v) bromfenolova modf, 0,05% (w/v) xylencyanol FF modf,
1% (w/v) SDS, 25% (v/v) glycerol

TAE pufr: 70mM Tris/CH;COOH, 1mM EDTA (pH = 8,0)

Roztok pro ptipravu agarosového gelu: 1% (w/v) agarosa v TAE pufru
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Roztoky pro SDS-PAGE

Elektrodovy pufr: 0,025M Tris, 0,192M glycin (pH = §,3)

Akrylamid-bisakrylamid: 30% (w/v) akrylamid, 0,8% (w/v) bisakrylamid

Pufr pro délici gel: 2,25M Tris/HCI (pH = 9,2)

Pufr pro zaostfovaci gel: 0,75M Tris/HCI (pH = 6,8)

SDS-loadovaci puft: 1% (v/v) pufr pro zaosttovaci gel, 5% (v/v) zasobniho roztoku

bromfenolové modti, 10% (w/v) SDS, 5% (v/v) B-merkaptoethanol

Barvici roztok: 0,025% Commassie Brilliant Blue R250, 50% methanol,
10% CH;COOH, 40% ddH,0O

Odbarvovaci roztok: 40% (v/v) methanol, 10% (v/v) CH;COOH, 50% (v/v) H,O
Roztok pro extrakci proteint

Extrakéni puft: 25mM Tris, ImM EDTA, 10% (w/v) sacharosa, 10% (v/v) glycerol,
0,1% (v/v) Triton™ X-100, 5SmM DTT, ImM PMSF (pH = 7,0)

Roztoky pro western blot a imnuodetekci:

TBS puft: 2,42 g/l Tris, 29,22 g/l NaCl (pH =17,5)

TBS-T pufr: 0,05% (v/v) Tween-20 v TBS pufru

Transferovy pufr: 0,2M Tris, 1,2 M glycin (pH = 8,5)

Blotovaci puft: 12,5% (v/v) transferovy pufr, 20% (v/v) methanol, 67,5% (v/v) H,O

Dale byly pouzity tyto roztoky: 100 mg/ml kanamycin, 7% (v/v) chlornan sodny,
70% (v/v) ethanol, 100% (v/v) DMSO, 100% isopropanol, 10% (w/v) SDS, 100% butanol,
100 mg/ml persiran amonny, zdsobni roztok 1% (w/v) bromfenolové modii, 5% (w/v) mléko
v TBS pufru, 1% (w/v) mléko v TBS pufru.

Pro izolaci RNA byl pouzit kit firmy Ambion® (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
RNAqueous®-Micro Kit, pro pre¢isténi RNA po oSetfeni DNasou byl pouzit kit
s paramagnetickymi kulickami Agen®Court RNAClean® XP (Beckman Coulter, Brea, CA, USA).
Pro stanoveni koncentrace proteinti byl pouzit roztok Bio-Rad Protein Assay (BIO-RAD, Hercules,

CA, USA).
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3.1.4 Biologicky material a enzymy

Pro kontrolni amplifikaci genti u Agrobacterium rhizogenes byl pouzit InmoMix™ firmy
Bioline USA Inc. (Taunton, MA, USA), pro RT-PCR byly pouzity Tag DNA-polymerasa a 10x
PCR pufr (Smehilova 2004). Primery pro amplifikaci genti syntetizovala a purifikovala firma
Metabion (Martinsried, Némecko) ptipadné firma Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Dale byly
pouzity deoxyribonukleotidtrifosfaty dNTP Mix firmy Fermentas (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA).

Pro transformace do bakterii bylo pouZzito chemicky kompetentni Agrobacterium rhizogenes

kmen 15834, pro selekci bakteridlnich transformantti bylo pouzito antibiotikum kanamycin firmy
(Duchefa, Haarlen, Nizozemsko).
Bakterie Agrobacterium rhizogenes pouzivané v této diplomové praci byly trojiho genotypu.
Prvnim genotypem byl divoky (WT) kmen Agrobacterium rhizogenes, druhym byl kmen
transformovany binarnim vektorem nesoucim SU::GFP. Poslednim genotypem byl kmen
transformovany binarnim vektorem nesoucim SU::UGT76C2-GFP. Binarni vektory byly
ptipraveny Dr. Smehilovou a to nasledovné: v piipadé SU::GFP byl z vektoru AKK 1436 pomoci
restrikéni endonukleasy Pacl vystépen usek, ktery nesl gen pro GFP pod superubikvitinovym
promotorem. Tento Usek byl nasledné pomoci ligace vnesen do vektoru AKK1472B pomoci
stejného restrikéniho mista. V ptipadé SU::UGT76C2-GFP byl navic do vnaseného useku vnesen
gen pro UGT76C2 pomoci restrikéniho mista pro BamHI. Vektory AKK1436 a AKK1472B
(viz obrazek 12) byly laskavé poskytnuty prof. Christopherem Taylorem (Donald Danforth Plant
Science Center, St. Louis, Missouri, USA).
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Obrazek 12: Schémata pouzitych vektori. A — Konovaci vektor AKK 1436, B — binarni vektor

AKK1472B.
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Pro odstranéni kontaminace RNA genomovou DNA byla pouzita Turbo™ DNasa a 10x
DNase pufr firmy Ambion® (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

Pro agarosovou elektroforézu byly jako standardy pouzity GeneRuller™ 1kb DNA ladder
a GeneRuller™ 1kb Plus DNA ladder firmy Fermentas (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
Pro rutinni SDS-PAGE byl pouzit jako standard PageRuler Protein Ladder 10-200 kDa firmy
Fermentas (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

Pro reverzni transkripci byla vyuzita reverzni transkriptasa RevertAid H minus M-MuLV RT
a kni dodavany pufr firmy Fermentas (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), stejna firma
dodala také oligo(dT);s.

Pro imunoblotovani byla pouzita PVDF-membéna firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Pro imunodetekci byla pouzita primarni polyklonalni protilatka Anti-GFP firmy abcam®
(Cambridge, UK) a sekundarni kozi anti-rabbit protildtka konjugovand s kifenovou peroxidasou
firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA),chemiluminiscen¢ni substrat pro kifenovou peroxidasu

SuperSignal West Pico Substrate byl dodan firmou Thermo Scientific (Waltham, MA, USA).

3.2 Metody

3.2.1 Kultivace bakterii

Pro zabezpeCeni vysoké sterility prenosu byly veskeré inokulace médii bakteriemi
Agrobacterium rhizogenes 15834 provadény v prostoru laminarniho boxu. Bakterie Agrobacterium
rhizogenes 15834 byly kultivované v tekutém a pevném MGL médiu pod selekénim tlakem
kanamycinu v koncentraci 100 pg/l pii teploté 28°C. V tekutém médiu kultivace probihala
za stalého trepani pti 250 rpm. Kultury, které byly urceny k dlouhodobému skladovani, byly

zamrazeny v 25% glycerolu v hlubokomarzicim boxu pfi teploté -80°C.

3.22 PCR

PCR neboli Polymerasova fetézova reakce (Polymerase chain reaction, Mullis et al. 1986) je
metoda vyuzivana v molekuldrni biologii k in vitro mnohonasobnému pomnozeni pozadované
molekuly DNA. Metoda spociva ve vyuziti primeri, coZz jsou kratké oligonukleotidy, které
vymezuji pozadovany usek vazbou na protilehlé konce DNA tak, Ze jejich 3'-OH konce sméfuji
smérem k sob€. Syntéza nového fetézce DNA probiha od mista nasednuti primerti. Dale metoda
vyuziva deoxyribonukleotidtrifosfaty (ANTP), které jsou enzymem DNA-polymerasou pfipojovany

k volnym 3’-OH konctim primert a dale pak k rostoucimu vldknu nove syntetizovaného fetézce.
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Pro kontrolni amplifikace genii u Agrobacterium rhizogenes byl pouZzit komeréné vyrabény
ImmoMix, ktery obsahuje polymerasu Immolasu, PCR pufr s Mg*" ionty a smés nukleotidd.
Do reakéni smési byly pfidany primery a templatova DNA, kterd byla piipravena
rozsuspendovanim kolonie Agrobacterium rhizogenes ve 20 ul sterilni deionizované vody. Slozeni

reakéni PCR smési udava tabulka 1.

Tabulka 1: SloZeni reakéni smési pro PCR pfi pouziti Immomixu

slozka koncentrace objem vysledna koncentrace
Immomix 2x 5 1x
primer fw 2,5 uM 0,5 0,125 uM
primer rev 2,5 uM 0,5 0,125 uM
templatova DNA - 4 -
Celkovy objem 10 ul

Primery potiebné pro amplifikaci genil 70l42 a gfp (viz tabulka 2) byly navrhovany pomoci
softwaru BioEdit verze 7.0.9.0. (Hall 1999). Gen rol42 zde slouzi jako endogenni kontrola

pro ovéteni spravnosti pribéhu PCR.

Tabulka 2: Primery pouzité pro amplifikaci genti ro/42 a gfp

Nazev nukleotidova sekvence Tm [°C] Velikost fragmentu
rold2_fw 5‘-ACGGTGAGTGTGGTTGTAGG-3*
56,4 ~403 bp
rolA2 rev 5‘“GCCACGTGCGTATTAATCCC-3¢
gfp_fw 5‘-GAATTAGATGGTGATGTTAATGG-3¢
57 ~ 650 bp
gfp_rev 5‘-CCATGCCATGTGTAATCCC-3¢

PCR reakce probihaly v mikrozkumavkach o objemu 200 pl v termocycleru, ktery byl
naprogramovan dle tabulky 3. Viko termocycleru bylo vyhtivano na 102°C proto, aby bylo
zabranéno kondenzaci par na vickach mikrozkumavek a tim koncentrovani vzorku.

Immolasa je tzv. hot-start polymerasa, ktera ke svému aktivovani vyzaduje zahtati na teplotu 95°C
po dobu 10 min. Tento tzv. hot-start zaroven zaruci 1yzi bunék a tim uvolnéni DNA do reakéni

smesi bez potieby jeji slozité izolace.
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Tabulka 3: Podminky PCR pii pouziti Immomixu

Poradi Proces teplota [°C] cas
1. Pocatecni denaturace 95 10 min
2. Pocatecni denaturace pii kazdém cyklu 95 1 min
3. Nasedani primerQ Th 30s
4. Elongace 72 20s
5. Finalni elongace 72 10 min
6. Ochlazeni 10 2 min

kroky 2-4 opakovany 40x

3.2.3 Agarosova elektroforéza

Pro separaci amplifikovanych fragmentd DNA byla pouzita 1% agarosa v 1x TAE pufru.
K objemu 50 ml ptipraveného roztoku agarosy bylo pfidano 5 ul ethidium bromidu o koncentraci
5 ng/ml. Roztok o teploté priblizné 65°C byl nalit do ptfedem ptipravené elektroforetické komurky,
na jeden konec byl vsazen hiebinek pro vytvoreni jamek pro naneseni vzorkd a gel byl ponechan
stat pti laboratorni teploté 30 minut, dokud upIn¢ neztuhnul. Po ztuhnuti gelu byl hiebinek vyjmut
tak, aby nedoslo k poskozeni gelu a vytvorenych jamek. Elektroforeticka komirka s gelem byla
vlozena do elektroforetické vany tak, aby jamky lezely na stran¢ katody (zaporné nabita DNA
migruje k anodg). Do elektroforetické vany byl nalit elektrodovy pufr (1x TAE) tak, aby byl gel
zcela ponofen. Do jamek vytvofenych hiebinkem byly naneseny vzorky DNA obarvené
6x koncentrovanym DNA-loading pufrem. Pro rozliSeni velikosti fragmentti byl do jedné jamky
nanesen DNA standard (DNA Ladder) o znamé velikosti fragmentd. Po ptiklopeni vika s pfivodem
napéti a pfipojeni elektrod ke zdroji napéti byla spusténa elektroforéza, kterda probihala
pti konstantnim napéti 120 V po dobu pfiiblizn¢ 30 minut v zavislosti na pfedpokladané velikosti
fragmentl tak, aby doslo k jejich dobré separaci. Po probéhnuti elektroforézy byl pfivod napéti
odpojen a gel byl z elektroforetické komirky opatrné vyjmut. Fragmenty DNA s interkalovanym
ethidium bromidem byly vizualizovany pomoci UV transilumindtoru, vyfotografovany pomoci
digitalniho fotoaparatu a pocitaoveé zpracovany programem Alpha DigiDoc RT, ktery umoziuje
softwarove odecist velikost fragmentit DNA.

Protoze je ethidium bromid silny mutagen, probihala veSkera manipulace s agarosovym
gelem a vybavenim kontaminovanym ethidium bromidem v mistech k tomu uréenych a s pouzitim

nitrilovych rukavic.
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3.2.4 Tomato hairy root transformation

Den 1. — Pfiprava semenacku rajéete

Do 50 ml falkony bylo odvazeno pfiblizné 0,5 g semen, coz piedstavuje asi 200 ks semen.
K semenim bylo pfidano 50 ml 70% ethanolu a cely obsah byl 1 min promichavan, poté byl
ethanol dekantovan. Nasledné bylo k sementim ptidano 25 ml vody a 25 ml 7% chlornanu sodného
a cely obsah byl promichdvan po dobu 5 min. Nasledujici kroky byly provadény v prostiedi
laminarniho boxu pro zajisténi sterility. Vodny roztok chlornanu byl dekantovan a semena byla
nasledné 6x promyta sterilni vodou. Po poslednim promyti byla voda maximaln¢ dekantovana
a semena byla sterilnim paratkem pienesena na povrch 2 MSO agaru tak, aby semena méla
dostatek prostoru na klieni (tzn. pfiblizn€ 20 semen na jednu misku, viz obrazek 13). Misky byly
utésnény parafilmem a byly kultivovany ve fytokomote pii 24°C s fotoperiodou 12h a intenzitou

osvétleni 1000-1500 lux po dobu 7 dnd.

Obrazek 13: Sterilizovand semena WT rajcete Solanum lycopersicum L., Peto 343, na povrchu
%2 MSO agaru.

Den 8. — Piiprava explantati, pfiprava tekuté kultury Agrobacterium rhizogenes

Délozni listky vhodné pro transformaci Agrobacteriem jsou takové, které pravé opustily
obaly semena, k ¢emuz dochazi 6. az 7. den po vyseti.
Cely nasledujici postup probihal v prostoru laminarniho boxu. Délozni listky byly odstfihnuty
sterilnimi niizkami a pfeneseny na sterilni Petriho misku s tekutym MSO médiem. Dé€lozni listky
byly jednotlivé pfeneseny na vicko Petriho misky do kapky tekutého MSO média, tak aby adaxidlni
(vrchni) strana sméfovala nahoru. Adaxialni strana listkti byla ostrym skalpelem v deseti mistech
poranéna tak, aby nedoslo k uplnému propichnuti (viz obrazek 14). Poranéné listeCky byly
nasledné pieneseny na sterilni Petriho misky na filtracni papir poloZzeny na DI agaru tak, aby

adaxialni strana sméfovala dolii. Na jednu misku bylo takto pfeneseno pfiblizn€ 50 listki. Misky
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byly nasledné utésnény mikropordézni papirovou paskou a inkubovany 2 dny ve fytokomote
pfti teploté 24°C s fotoperiodou 12h a intenzitou osvétleni 1000-1500 lux.

V den pripravy explantatl byla ptipravena tekutd kultura Agrobacterium rhizogenes. 3 ml
MGL média s danym selekénim tlakem (kanamycin 100 mg/l) bylo v prostfedi laminarniho boxu
inokulovano kolonii Agrobacterium rhizogenes dané¢ho genotypu. Kultury byly inkubovany 2 dny
pii 29°C za stalého tfepani pii 250 rpm.

Obrazek 14: Pripravené explantaty WT rajcete Solanum lycopersicum L., Peto 343, na povrchu
D1 agaru.

Den 10. — Infikovani (transformace) explantatu

V den infikovani explantati bylo ke kulturdm pfidano dalSich 7 ml MGL média
s antibiotikem a bylo pokra¢ovano v inkubaci dalsich 6 h. Buiiky byly nasledné v 15 ml falkonach
centrifugovany pii 5000 rpm po dobu 15 min pii pokojové teploté. Pelet byl 2x promyt tekutym
MSO médiem a nasledné resuspendovan v 10 ml tekutého MSO média. K bunécné suspenzi bylo
pridano 50 ul 0,074 M acetosyringonu (finalni koncentrace 375 uM). Takto ptipravené bunky musi
byt pouzity nejpozdéji do 1 h, poté bunky agreguyji.

Poranéné délozni listky byly pfeneseny na sterilni Petriho misku a bylo k nim pfidano 5 ml
pripravené kultury Agrobacterium rhizogenes daného genotypu. Néasledovala 10 min inkubace
s obCasnym promichanim, po které byla kultura odpipetovana do odpadu. Délozni listky byly
preneseny na filtra¢ni papir na povrchu D1 agaru tak, aby adaxialni strana sméfovala dolu a tak,
aby na jedné misce bylo maximaln¢ 50 listki. Misky byly utésnény mikropordzni papirovou
paskou a nasledné inkubovany ve fytokomoife po dobu 2 dnl pii 24°C s intenzitou osvétleni

1000-1500 lux.
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Den 12. — Selekce transgennich kofenu

Deélozni listky byly po 5-6 listcich (viz obrazek 15) preneseny adaxialni stranou doll
na sterilni filtra¢ni papiry (zabraiiuji prortstani kotinki do média) polozené na selekéni Gamborg’s
B-5 agarovou plotnu s obsahem timentinu a fosfinotricinu nasledovné:

i.  neinfikované listky na misky bez fosfinotricinu (pouze timentin)
ii.  neinfikované listky na misky s fosfinotricinem
iii.  infikované listky na misky bez fosfinotricinu (pouze timentin)
iv.  infikované listky na misky s fosfinotricinem.
Misky byly nasledné utésnény mikropordzni papirovou paskou a inkubovany ve fotokomote

pti 24°C s fotoperiodou 14 h svétlo (1000-15001ux)/10 h tma.

Obrazek 15: Infikované explantaity WT rajéete Solanum lycopersicum L., Peto 343, na povrchu
Gamborg’s B-5 agaru.

Den 20.-23. — Detekce fluorescence

Po 7-10 dnech se objevily kofinky, které jiz Slo selektovat s pouzitim fluorescencniho
mikroskopu (viz obrazek 16). Transgenni kofinky exprimujici GFP nebo fuzni protein s GFP
znackou vykazuji ve fluorescenénim mikroskopu po osvétleni laserem o vinové délce 480 nm
zelenou fluorescenci. Takto fluoreskujici kofinky se povazuji za pozitivné transformované, proto
byla zaznacena jejich poloha na vicku Petriho misky pomoci lihového fixu. Vice o fluorescenci
a fluorescen¢ni mikroskopii v kapitole 2.5 Vyuziti fluorescenéni mikroskopie ve studiu lokalizace

proteinti na urovni bunéénych kompartmentd.
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Obrazek 16: Proliferace kotfenit z déloznich listkti rajéete Solanum lycopersicum L., Peto 343,
indukovana geny Agrobacteriem rhizogenes vnesené transformaci.

A, C — pohled na misky s déloznimi listky produkujicimi transgenni kofeny. B — detail délozniho
listku produkujiciho transgenni kofen (métitko odpovida 0,25 cm). D — vystup z fluorescencniho
mikroskopu, kde Cervené fluoreskuje dé€lozni listek (chlorofyl) a zelené transformované koteny
vykazujici GFP fluorescenci (métitko odpovida 0,25 mm).

Dny nésledujici — Zachovani transgennich kofent po delsi dobu

Pti délce kotinku 3-5 cm byly kofinky sterilné¢ odstfihnuty a pfeneseny na nové Gamborg’s
B-5 agarové plotny s filtranim papirem, tak aby na kazdé misce byl pravé jeden kofinek
(viz obrazek 17). Misky byly utésnény mikroporézni papirovou paskou a kultivovany
ve fytokomote ve tmé pii 24°C. Diky transformaci Agrobacteriem rhizogenes jsou koteny schopny
na médiu samovolné rust bez piitomnosti délozniho listku az do vycerpani zivin. Pro zachovani
kotfent po del$i dobu (maximalné 4-6 mésict) bylo tfeba ptenést vzdy 3-5 cm hlavniho kotene
na nové Gamborg’s B-5 agarové plotny s filtratnim papirem, vzdy po kontrole pfitomnosti
zeleného fluorescencniho signalu pomoci fluorescen¢niho mikroskopu. Koteny byly zachovany do
doby, kdy bylo mozné piejit ke konfokalni mikroskopii a k ovéfeni ptitomnosti transgenu a fizniho

proteinu.
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Obrazek 17: Oddéleny transgenni koten rajcete Solanum lycopersicum L., Peto 343, na povrchu
Gamborg’s B-5 agaru.

3.2.5 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro nase ucely byl pouzit fluorescenéni mikroskop Nikon SMZ800 v epifluorescenénim
uspoiadani s vysokotlakou rtutovou vybojkou coby zdrojem zafeni a GFP excitacnim filtrem.
Pii praci s timto mikroskopem neni tfeba pfipravovat preparaty, nebot’ do oblasti objektivu lze
vlozit celou Petriho misku a pozorovat preparat skrze plastové vicko misky. Zéaroveil je tento

mikroskop vybaven dokumenta¢nim zafizenim s fotoaparatem, ktery je propojen s pocitacem.

3.2.6 Konfokalni mikroskopie

Pro stanoveni lokalizace fuzniho proteinu UGT76C2-GFP byl pouzit konfokalni mikroskop
Zeiss LSM710 s ptidavnym piezzo-stolkem, ktery urychluje snimani v 3D. Tato ¢ast experimentu
probéhla na Oddéleni bunétné biologie s laskavou pomoci Ing. Tomase Takace, Ph.D. Vzorky
pro mikroskopovani byly pfipraveny néasledovné. Kotfenova Spicka o délce asi 1 cm byla oddélena
pomoci nizek a pienesena na podlozni sklicko do kapky vody. Po obou strandch podlozniho
sklicka byl vlozen kousek parafilmu, aby mezi podloZznim a krycim sklickem vznikl prostor
pro kofenovou $picku proto, aby nedochazelo k deformaci kofenové Spicky tihou kryciho skli¢ka

(viz obrézek 18).
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kryci sklicko
: % kousek parafilmu
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— — podlozni sklicko

Obrazek 18: Ptiprava preparatu pro konfokalni mikroskopii. A — pohled z boku, B — pohled shora.

3.2.7 1Izolace RNA

Izolace RNA =z rostlinného materialu byla provedena pomoci komeréniho kitu
RNAqueous®-Micro Kit firmy Ambion s mensi modifikaci postupu uvadéného vyrobcem

(http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/cms_057352.pdf)

Z transgennich kofenti byla odd€lena kofenova Spicka v délce piiblizn¢ 1cm. Pro kazdy
genotyp bylo takto oddéleno 10 kofenovych Spic¢ek, pricemz celkem byly pfipraveny
3 technologické replikaty. Kotenové $picky byly pieneseny do sterilnich Sroubovacich 2 ml RNAse
free mikrozkumavek. Do kazdé mikrozkumavky byly pfidany dvé sklenéné kulicky o pruméru
4 mm. Mikrokumavky byly nasledné¢ zmrazeny pomoci tekutého dusiku, aby bylo zabranéno
degradaci RNA. Rostlinny material byl poté homogenizovan na prach pomoci kulickového
homogenizatoru.

Pti predpokladu hmotnosti rostlinného materialu ptiblizné¢ 40 mg, byl do mikrozkumavek
pfidan desetindsobek objemu, tj. 400 ul Lysis Solution. Nasledné bylo postupovano dle postupu
uvadéného vyrobcem kitu. Fluce RNA probihala do objemu 2x 10 pl Nuclease Free vody.
Mikrozkumavky obsahujici RNA byly ulozeny na led a byla stanovena koncentrace RNA pomoci
mikroobjemového UV/VIS spektrofotometru NuDrop.

3.2.8 OsSetieni DNasou

Roztok RNA obsahuje zna¢nou kontaminaci genomovou DNA, proto je nutné tuto

genomovou DNA zroztoku odstranit. Dé&je se tak pomoci oSetfeni enzymem DNasou, ktery
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genomovou DNA degraduje. OSetfeni Turbo™ DNasou firmy Ambion® probihalo podle
nasledujiciho postupu.

Byla pfipravena reakéni smés dle nasledujici tabulky 4 a ta byla nasledné inkubovéna
po dobu 30 min pii teploté 37°C. Po této inkubaci nasledoval pridavek 1 pul DNasy s dalsi inkubaci
po dobu 30 min pfi teploté 37°C.

Tabulka 4: Slozeni reak¢ni smési pro osetfeni RNA DNasou.

slozka koncentrace objem [pl] vysledna koncentrace
RNA 200-400 ng/ul 15 40-80 ng/pl
DNAse pufr 10x 5 Ix
DNase 20/l 2+1 0,12 U/ul
RNase free ddH,O - 27 -
Celkovy objem 50 wl

3.2.9 Precisténi RNA

Precisténi RNA od zbytki degradované genomové DNA a od enzymu DNasy probihalo
pomoci paramagnetickych kulicek Agen®court RNAClean® XP dle nasledujiciho postupu.

Roztok obsahujici RNA byl pifepipetovan do PCR mikrozkumavek o obsahu 200 pl.
K 50 pl roztoku bylo ptfiddno 25 pl paramagnetickych kulicek a 20 pl 100% isopropanolu. Smés
byla 10x promichdnd pipetovinim a inkubovana pfi pokojové teplot¢ po dobu 10 min.
Mikrozkumavky byly pfeneseny na magnet, kde byly ponechany 5 min, dokud se roztok nevycetil
a kulicky nevytvofily na sténach mikrozkumavky prstenec. Roztok byl z mikrozkumavek opatrné
odpipetovan. Obsah byl nasledné 3x promyt 150 ul 70% RNase free ethanolu. VSechny kroky
probihaly na magnetu. Po odpipetovani veskeré tekutiny byly paramagnetické kuli¢ky s navazanou
RNA ponechany volné na stole po dobu 10 min k tomu, aby doslo k odpateni zbylého ethanolu.
Paramagnetické kulicky byly nasledné mimo magnet resuspendovany v 50 pl Nuclease free vodeé,
mikrozkumavky byly pieneseny na magnet, kde byly ponechany po dobu 5 min. Vodny roztok
RNA byl nasledné ptepipetovan do Cistych mikrozkumavek a byla stanovena koncentrace RNA

pomoci mikroobjemového UV/VIS spektrofotometru NuDrop.
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3.2.10 RT-PCR

Reverzni transkripce je reakce prepisu genetické informace z RNA do DNA, ktera je poté
oznacovana jako cDNA (z angl. complementary DNA). Tato reakce je enzymaticky katalyzovana
reverzni transkriptasou, kterd ma svlij ptivod u mnoha typt retrovird. V nasem piipad¢ byla pouzita
H minus M-MuLV reverzni transkriptasa pochazejici z Moloneyho viru mysi leukémie (Moloney
Murine Leukemia Virus). Reverzni transkripce probihala podle nasledujiciho postupu.

K 10 pl roztoku RNA byl pfidan 1 pl 100 uM oligo(dT);s, smes v mikrozkumavce byla
inkubovdna 5 min pfi teploté 65°C a nésledné ochlazena na ledu. Ke smési bylo pfidano 2 pl
10x RT pufru, 4 pl 10 mM dNTP, 2 pl ddH,O a 1 pl M-MLYV reverzni transkriptasy. Reakéni smés
byla inkubovéana po dobu 2 hodin pfi teploté 42°C. Reverzni transkripce byla inhibovana ohfatim
reak¢ni smési na teplotu 92°C po dobu 10 min. Takto ptipravena cDNA byla nasledné pouzita
pro PCR.

Pro kontrolni amplifikace genti byla pouzita Tag DNA-polymerasa, 10x PCR pufr, smés
nukleotidti AINTP, primery, DMSO, sterilni deionizovana voda (ddH,0) — dle tabulky 5.

Tabulka 5: Slozeni reakéni smési pro RT-PCR pfi pouziti Tag DNA-polymerasy

Slozka Koncentrace objem [ul] vysledna koncentrace
PCR pufr 10x 2,5 1x
dNTP 10 mM 0,5 0,2 mM
primer fw 10 mM 1,0 0,4 mM
primer rev 10 mM 1,0 0,4 mM
Taq DNA polymerasa - 0,5 -
templatova DNA ~ 25pg/ml 1,0 Ing
DMSO 100% 1,25 5%
ddH,0 - 19,5 -
Celkovy objem 25 ul

Primery potfebné pro amplifikaci gentt NtACTY, Sphl76C2-ntSP a gfp (viz tabulka 6) byly
navrhovany pomoci softwaru BioEdit verze 7.0.9.0. (Hall 1999). Jako endogenni kontrola byl
pouzit gen pro aktin, jehoz amplifikace probihala pomoci primerti pro aktin tabaku s ohledem
na fakt, Ze tyto dva geny vykazuji vysoky stupeit homologie. Bylo tak provedeno z toho dtvodu, Ze

primery pro raj¢atovy aktin nebyly v dob¢ prub¢hu experimentu k dispozici.
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Tabulka 6: Primery pouzité pro amplifikaci genti NtACT9, Sphl76C2-ntSP a gfp.

T

Velikost

Nazev nukleotidova sekvence [°C] fragmentu
NtACTY fw 5‘-CCCTCCCACATGCTATTCT-3¢

57 ~ 524 bp
NtACTY rev 5‘-AGAGCCTCCAATCCAGACA-3¢
Sphl76C2-ntSP_fw 5‘-GCATGCACCGTGATCCACACGCGC-3¢

59 ~ 1000 bp
Sphl76C2-ntSP_rev 5‘-GCATGCCAACAATAGTATATGATT-3¢
gfp_fw 5‘-GAATTAGATGGTGATGTTAATGG-3¢

57 ~ 650 bp
gfp_rev 5‘-CCATGCCATGTGTAATCCC-3¢

PCR reakce probihaly v mikrozkumavkach o objemu 200 pl v termocycleru, ktery byl

naprogramovan dle tabulky 7. Viko termocycleru bylo opét vyhiivano na 102°C proto, aby bylo

zabranéno kondenzaci par na vickach mikrozkumavek a tim koncentrovani vzorku.

Tabulka 7: Podminky PCR pfi pouziti Tag DNA-polymerasy.

Poradi Proces teplota [°C] cas
1. Pocatecni denaturace 95 1 min 30 s
2. Pocatecni denaturace pii kazdém cyklu 95 15s
3. Nasedani primera Th 45 s
4. Elongace 72 1 min 30 s
5. Finalni elongace 72 10 min
6. Ochlazeni 4 1 min

kroky 2-4 opakovany 30x/35x

3.2.11 Izolace proteini

Izolace proteinti pro potfeby SDS-PAGE byla provedena nasledujicim zplsobem.

Rostlinny material o hmotnosti piiblizné 500 mg v2 ml mikrozkumavce s obsahem

2 sklenénych kulicek o priméru 5 mm byl zmrazeny pomoci tekutého dusiku a nasledné

homogenizovan pomoci kulickového homogenizatoru na prach, ke kterému bylo ptidano 500 ul

extrakéniho pufru. Obsah mikrozkumavky byl fadné€ promichavan pomoci vortexu po dobu 1 min.

Supernatant byl oddélen pomoci centrifugace na maximalni rychlost (13 000 rpm) po dobu 30 min

pfi 4°C, supernatant byl pfenesen do Ccistych mikrozkumavek. Supernatant byl nasledné

5x zakoncentrovan (tj. na objem 100 ul) pomoci kolonek Amicon® Ultra-0,5 ml s mikrofiltry
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Ultracel®-10K. V takto pifipraveném hrubém proteinovém extraktu byla stanovena koncentrace

celkovych proteint.

3.2.12 Stanoveni celkovych proteint

Koncentrace proteinil byla stanovena pomoci Bio-Rad Protein Assay roztoku. Princip této
metody je odvozen od metody stanoveni celkovych proteinti metodou Bradfordové (Bradford
1976) a spociva ve vazb¢ kyselého barviva Coomassie® Brilliant Blue G-250 k zasaditym
a aromatickym (arginin) aminokyselinam. Pfi vazbé barviva na proteiny dochazi k posunuti
maximalni vlnové délky absorbance tohoto barviva z hodnoty 465 nm na 595 nm

(http://wolfson.huji.ac.il/purification/PDF/Protein_Quantification/BIORAD Protein_Assay.pdf).

Stanoveni kalibra¢ni kiivky pro ureni koncentrace celkovych proteinu

Pro stanoveni kalibrac¢ni kiivky byl pouzit zasobni roztok BSA o koncentraci 2 mg/ml.
Z tohoto zasobniho roztoku byl odebran potiebny objem pro ziskani pozadované koncentrace.
Dle nasledujici tabulky (Tabulka 8) byla pfipravena koncentracni fada, u které byla stanovena

absorbance pfi vinové délce 595 nm.

Tabulka 8: SloZeni reakénich smési pro stanoveni kalibra¢ni kiivky.
Kazda reakce byla provedena ve tfech opakovanich, pfi¢emz tabulka udava pramér ze vSech tii
méteni.

Finalni koncentrace BSA o koncentraci2  Bio-Rad reagent ddH,0 A
BSA [ug/ml] mg/ml [ul] [u] [u] 5
2 1 200 799 0,119
4 2 200 798 0,234
8 4 200 796 0,459
12 6 200 794 0,641
Celkovy objem 1000 pl

Z naméfenych hodnot byla sestavena kalibra¢ni kiivka (viz obrazek 19), pomoci jejiz

regresni rovnice Ize stanovit koncentrace v roztocich izolovanych proteint.
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Obrazek 19: Kalibracni kfivka pro vypocet koncentrace proteint.
Odtud lze spocitat koncentraci proteint dle rovnice:
clug-ml™1] = % - faktor Fedéni

3.2.13 SDS-PAGE

Pro ptipravu dvou polyakrylamidovych gela dle (Laemmli 1970) o velikosti pfiblizné 10x10

cm bylo pouzito rozpisu uvedeného v tabulce 9.

Tabulka 9: Rozpis pro pfipravu dvou gelt o velikosti pfiblizn€¢ 10x10 cm pro SDS-PAGE

Slozka 10% Eirilli]ci gel 2% zaoE:Iflcl)]Vaci gel

30% akrylamid, 0,8% bisakrylamid 5 1

pufr pro delici gel 2 -

pufr pro zaostfovaci gel - 1,25

H,0 7,26 5,130

10% SDS 0,15 0,075
TEMED 0,015 0,0075
persiran amonny (100 mg/ml) 0,12 0,070

Nejprve byl ptipraven délici (running) gel a to smichanim roztoku 30% akrylamidu a 0,8%

bisakrylamidu, pufru pro délici gel, 10% roztoku SDS a vody. Polymerace byla nastartovana
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pfidinim TEMEDu a cerstvé pripraveného roztoku persiranu amonného. Po pridavku
polymeracnich c¢inidel byl roztok napipetovan mezi délici skla tak, aby nevznikly bubliny. Roztok
gelu byl prevrstven 100% butanolem a ponechan tuhnout pii pokojové teploté po dobu minimaln¢
30 min. Poté byl butanol odstranén a povrch gelu byl oplachnut destilovanou vodou ze stficky,
zbytky vody byly opatrné odsaty pomoci filtra¢niho papiru. Nasledné byl pfipraven zaostfovaci
(stacking) gel smichanim 30% akrylamidu a 0,8 % bisakrylamidu, pufru pro zaostfovaci gel, 10%
roztoku SDS a vody, polymerace byla odstartovana pfidanim TEMEDu a persiranu amonného.
Po ptidavku polymerac¢nich ¢inidel byl roztok napipetovan na delici gel. Do zaostiovaciho gelu byl
po odstranéni bublin ihned vlozen hiebinek pro vytvoreni jamek pro nanaseni vzorki. Zaostfovaci
gel se nechal tuhnout opét pfi pokojové teploté¢ dalSich minimdlné 30 min. Po ztuhnuti
zaostfovaciho gelu byl opatrné vyjmut hiebinek, jamky byly opatrné propldchnuty deionizovanou
vodou ze stficky tak, aby nedoSlo k jejich poniceni. Skla s pfipravenymi gely byla upevnéna
do elektroforetické vany a zalita elektrodovym pufrem. Jamky byly opét opatrné proplachnuty
elektrodovym pufrem.

Ptiprava vzorkdl probihala podle nasledujiciho postupu. Dle koncentrace byly vzorky
nafedény tak, aby celkovy obsah proteinu ve vzorku byl 40 pg a celkovy objem vzorku byl 20 pl.
Natedéné vzorky byly obarveny SDS-loading pufrem v poméru 4:1, zahtaty na teplotu 95°C
po dobu 10 minut, ochlazeny na ledu a nasledné¢ stoCeny na stolni pikofuze. Takto pfipravené
vzorky byly nanaseny pomoci 200 ul pipety do jamek. Jako standard byl pouzit PageRuller
s rozsahem 10-200 kDa.

Po naneseni vzorkd byla elektroforetickd komiirka uzaviena vikem s pfivodnimi kabely
a pfipojena ke zdroji stejnosmérného proudu. Pro zakoncentrovani vzorkd v zaostfovacim gelu byl
pfiveden proud o velikosti 20 mA, po prechodu vzorki do déliciho gelu byla velikost proudu
navySena na 40 mA. Separace proteintl v zaostfovacim gelu probihala pfiblizn¢ 20 min, v délicim
gelu probihala po dobu asi 60 minut. Po probéhnuti elektroforézy byl odpojen zdroj proudu, gely
byly vyjmuty. Jeden z geld byl obarven pomoci barviva Coomassie® Brilliant Blue, druhy byl

pouzit pro western blot.

3.2.14 Barveni proteint v polyakrylamidovém gelu

K vizualizaci proteinti separovanych v polyakrylamidovém gelu byl pouzivan barvici roztok
0,025% Coomassie Brilliant Blue R250, do kterého byl polyakrylamidovy gel ponoten a za stalého
ttepani byl barven pii pokojové teploté pfes noc. Druhy den byl barvici roztok odlit a nahrazen
odbarvovacim roztokem. Polyakrylamidovy gel byl za stalého tfepani odbarvovan, dokud nedoslo
k vizualizaci jednotlivych bandi pfedstavujicich proteiny. Polyakrylamidovy gel s obarvenymi

proteiny byl nasledné vyfotografovan digitalnim fotoaparadtem nebo naskenovan pomoci scanneru.
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3.2.15 Western blot

Western blot je metoda pienosu separovanych proteinti z polyakrylamidového gelu na PVDF
membranu s vyuzitim elektrického proudu.

PVDF membréna byla pro ptenos proteint aktivovana ponotfenim do methanolu po dobu
30 s. Filtra¢ni papiry a pordzni podlozky byly ponoteny do blotovaciho pufru. Polyakrylamidovy
gel byl polozen na PVDF membranu mezi filtracni papiry a pordézni podlozky v uspotéadani,
tzv. sandwichi, které vidime na obrazku 20, pficemz bylo nutné brat v potaz smér prochdzejiciho
proudu. Vzniklé bubliny byly vytlaceny pomoci zkumavky tak, aby nedoslo k poniceni gelu nebo

membrany.

. pordzni podloika
tenky filtratnd paplr___l_____ silny filtraéni papir
el W R S

PVDF membrana

gel

silny filtracni papir

tenky filtracni papl’r- porézni podloika

Obrazek 20: Usporadani western blotu stylem Sandwich (ptevzato z Dobraskova 2012)

Sandwich byl nasledné¢ vlozen do blotovaci komirky, do které byl nésledné nalit transferovy
pufr, do komirky bylo umisténo chladici médium v podobé¢ ledu. Komiirka byla uzaviena vikem
s ptivodnimi kabely a umisténa do lednice. Pfivodni kabely byly pfipojeny ke zdroji proudu,

blotovani probihalo pies noc pti konstantnim proudu 40 mA a napéti maximalné 15 V.

3.2.16 Imunodetekce

Pro stanoveni U¢innosti prenosu byla PVDF membrana barvena roztokem Amidocerni 10B
po dobu 30 sekund, nasledn¢ byla promyvana destilovanou vodou po dobu 2 minut a nasledné
odbarvovana v destilované vodé po dobu 30 minut za stalého tfepani, dokud nebyly jasné patrné
bandy piedstavujici prenesené proteiny. Po shledani ucinnosti pfenosu a vyfotografovani
membrany, byla membrana odbarvena upln¢ a pouzita pro imunodetekci.

Imunodetekce probihala na zakladé reakce GFP znaceného proteinu coby antigenu
s protilatkou Anti-GFP. Protoze byla protilaitka Anti-GFP produkovana v kralikovi, jako
sekundarni protilatka byla pouzita protilatka proti krali¢im imunoglobulinim Anti-rabbit, ktera je
konjugovana s kienovou peroxidasou. Kienova peroxidasa premeéiuje chemiluminiscencni substrat
na nestabilni produkt, ktery se stabilizuje vyzafenim svétla, které detekujeme pfiloZzenim

svétlocitlivého filmu. Takto detekujeme specificky jen ty proteiny, které nesou GFP znacku.
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Po odbarveni byla PVDF membrana inkubovana 1 hodinu v 50 ml roztoku 5% mléka v TBS
pufru za stalého tfepani, aby doslo k blokovani neobsazenych mist proteiny obsazenymi v mléce.
Nasledovalo promyti membrany v 50 ml TBS-T pufru, které probéhlo 3x po dobu 5 minut
za stalého tfepani. Poté byla membrana 1 hodinu inkubovana v 10 ml roztoku 1% mléka v TBS
s protilatkou Anti-GFP (fedéni 1:2500) opét za stalého tfepani. Nasledovalo promyti v 50 ml
TBS-T pufru po dobu 5 minut za stalé¢ho tfepani, které bylo 3x opakovano. Poté byla membrana
1 hodinu inkubovana v 10 ml roztoku 1% mléka v TBS s kozi protildtkou Anti-rabbit (fedéni
1:2500). Po promyti 3x v 50 ml TBS pufru byla membrana poloZena na folii, byl pfidan 1 ml
roztoku substratu pro kienovou peroxidasu v pfislusném pufru (fedéni 1:1) s naslednou inkubaci
po dobu 5 min. Membréna byla pfikryta druhou ¢4sti folie a pfebytek roztoku byl pomoci buniciny
vytlaten pry¢. Membréana v eurofolii byla vlozena do vyvolavaci kazety, v temné komote byl
na membrdnu piilozen svétlocitlivy film, ktery byl nésledné¢ vyvolan. Vyvolani probihalo
nasledovné: film byl ponofen po dobu asi 1 minuty do roztoku vyvojky, oplachnut destilovanou
vodou, ponofen do roztoku ustalovace na dobu asi 1 minuty a nakonec oplachnut vodou.

Osvétlovani filmu probihalo 1, 5, 15 a 30 minut.
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3.3 Vysledky

3.3.1 Amplifikace genii rol42 a gfp u Agrobacterium rhizogenes (ovéieni kolonii)

Pted pouzitim jednotlivych genotypl bakterii Agrobacterium rhizogenes pro transformaci
rajcat Solanum lycopersicum L., Peto 343, bylo tfeba ovéfit pfitomnost respektive neptitomnost
vnasenych genil. Proto byly geny amplifikovany pomoci PCR reakce s pouzitim primert pro gen
rolA2, kterym je ovéfena ptitomnost Agrobacteria rhizogenes schopného infikovat poskozené
pletivo, a pro gen gfp ovefujicim pritomnost vneseného konstruktu do bakterii Agrobacterium
rhizogenes. Pro kontrolu uspéSnosti amplifikace byly amplifikované geny rozdéleny
v 1% agarosovém gelu (viz obrazek 21). Gel byl prosvicen pomoci transiluminatoru
a vyfotografovan pomoci dokumentac¢niho zafizeni. Velikosti amplifikovanych fragment byly

porovnany s DNA standardem 1kb DNA ladder.

A 1kb WT.1 WT.2 WT.3 301 30.2 30.3 B71 B7.2 B7.3

1000 bp —

500 bp —
250 bp —

S S S S S R S e e (<403 bp
WT.1 WT.2 WT.3 30.1 30.2 303 B7.1 B7.2 B7.3

=~
=
>
o

1000 bp —
750 bp —

500 bp —

‘ . — ' . .-e—~650bp

LU

Obrazek 21: Fotografie agarosového gelu amplifikovanych genti 70l42 (A) a gfp (B).

1kb — 1kb DNA ladder, WT — WT Agrobacterium bez vneseného plasmidu (negativni kontrola),
30 — Agrobacterium nesouci SU::GFP (pozitivni kontrola), B7 — Agrobacterium nesouci
SU::UGT76C2-GFP. Testovany byly vzdy 3 biologické replikaty.

Po ovéeteni kolonii Agrobacterium rhizogenes, byly tyto kolonie pomnozeny v MGL médiu

pro naslednou transformaci déloznich listkt rajcete Solanum lycopersicum L., Peto 343, k obdrzeni

transgennich kofen.
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3.3.2 Fluorescen¢ni mikroskopie

Uspésnost transformace a pritomnost transgennich kotend (viz obrazek 22) byla ovéfovana

s pouzitim fluorescen¢niho mikroskopu Nikon SMZ800.

A

=

Obrazek 22: Proliferace kotenti z déloznich listkd rajéete Solanum Ilycopersicum L., Peto 343,
indukovana geny Agrobacteriem rhizogenes vnesené transformaci. Fotografie z fluorescencniho
mikroskopu.

A, C, E — Svételna mikroskopie; B, D, E — Fluorescen¢ni mikroskopie. Métitko odpovida 0,25 mm.
A, B — Kofeny raj¢ete infikované WT Agrobacteriem bez vneseného plasmidu (negativni kontrola);
C, D — Kofeny rajcete infikované Agrobacteriem nesoucim SU::GFP (pozitivni kontrola);
E, F — Kofeny rajcete infikované Agrobacteriem nesoucim SU::UGT76C2-GFP.

Z Gspésné transformovanych kofentt vykazujicich GFP fluorescenci byly néasledné
ptipraveny preparaty pro konfokalni mikroskopii a vzorky pro analyzu pfitomnosti trasgenu

a pritomnosti fiizniho proteinu v rostlinném pletivu.
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3.3.3 Konfokalni mikroskopie

Pro stanoveni lokalizace zkoumaného proteinu na urovni bunéénych kompartmentd byla
vyuzita konfokalni mikroskopie.

Obréazek 23A ilustruje zelenou fluorescenci kontrolni linie kofenli rajcete exprimujicich
SU::GFP, kde je ztfetelny typicky signdl GFP vychdzejici z cytosolu se zpétnou difuzi do jadra.
Kofeny rajcete exprimujici fuzni protein UGT76C2-GFP prezentuje obrazek 23B. Je zde patrny
signdl vychazejici z cytosolu opét se zpétnou difuzi do jadra. Pro potvrzeni subcelularni lokalizace
UGT76C2-GFP bylo vyuzito projekce maximalni intenzity zkoumaného obrazu a to za ucelem

zkvalitnéni pozorovaného signalu.

Obrazek 23: Subcelularni lokalizace fizniho proteinu. Fotografie z konfokalniho mikroskopu.
A — Kofteny rajcete infikované Agrobacteriem nesoucim SU::GFP (pozitivni kontrola); B — Kotfeny
rajcete infikované Agrobacteriem nesoucim SU::UGT76C2-GFP.
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3.3.4 Ovéreni pritomnosti transgenu

Pro ovéfeni pfitomnosti transgenu v transgennim pletivu byla pouzita metoda
RT-PCR. Po izolaci celkové RNA z rostlinného materialu pomoci kitu RNAqueous®-Micro Kit,
jejim oSetfeni DNasou, piecisténim pomoci paramagnetickych kulicek a nasledném piepisu
do komplementarni sekvence DNA, byla ¢cDNA pouzita pro PCR reakci k amplifikaci gent.
Pro kontrolu uspésnosti amplifikace byly amplifikované geny rozdéleny v 1% agarosovém gelu
(viz obrazek 24). Gel byl prosvicen pomoci transiluminatoru a vyfotografovan pomoci
dokumenta¢niho zatizeni. Velikosti amplifikovanych fragmenti byly porovnany s DNA
standardem 1kb Plus DNA ladder. Endogenni kontrola byla amplifikovana u v§ech 3 genotypt, gen
pro GFP byl amplifikovan ve vzorcich rajcat exprimujicich GFP (pozitivni kontrola) nebo
UGT76C2-GFP, gen pro UGT76C2 byl amplifikovan pouze u vzorku rajéete exprimujiciho
UGT76C2.

1500 bp —

1000 bp — ~1000 bp
700 bp — ~ 650 bp
500 bp — ~ 5243fpbp

Obrazek 24: Fotografie agarosovych gelti amplifikovanych gentt NtACTY (A), Sphi76C2-ntSP (B)
a gfp (C).

1kb — 1kb Plus DNA ladder; A — Kofeny rajcete infikované WT Agrobacteriem s prazdnym
plasmidem (negativni kontrola); B — Kofeny rajcete infikované Agrobacteriem nesoucim SU::GFP
(pozitivni kontrola); C — Kofeny rajéete infikované Agrobacteriem nesoucim SU::UGT76C2-GFP.

3.3.5 Stanoveni koncentrace proteinii

Pro stanoveni koncentrace proteinii pomoci Bio-Rad Protein Assay bylo tfeba proméfit
absorbance koncentracni fady roztokd BSA a urcit kalibracni rovnici, z jejiz znalosti lze spocitat
koncentraci proteinti v roztoku pfi znalosti absorbance daného roztoku. Vzorec pro vypocet uveden

v kapitole 3.2.12 Stanoveni celkovych proteintl.
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Tabulka 10: Stanoveni koncentrace proteint.
Me¢ieni bylo pro kazdy vzorek provedeno ve 3 opakovanich, tabulka pifedstavuje priamérné
hodnoty.

Genotyp faktor fedéni Asos ¢ [ng/ml]
WT 1000 0,35371 6318,29
SU::GFP 1000 0,33156 5896,38
SU::UGT76C2-GFP 1000 0,32613 5792,95

3.3.6 Ovéreni pritomnosti fizniho proteinu

Proteiny byly rozdéleny v SDS polyakrylamidovém gelu a vizualizovany obarvenim gelu
barvivem Coomassie Brilliant Blue. Pro imunodetekci byly proteiny pieneseny na PVDF
membranu metodou western blot a detekovany pomoci primarni protilatky Anti-GFP a sekundarni
protilatky Anti-rabbit konjugované s kienovou peroxidasou. Proteiny prenesené na PVDF
membranu byly vizualizovany barvenim amidocerni (viz obrazek 25B).

Na obrazku 25A je zachycena fotografie gelu s rozdélenymi proteiny. V jamce oznacené
jako B7 se nachazi extrakt proteint z kofent rajcete exprimujicich fizni protein UGT76C2-GFP,
v jamce oznacené¢ WT se nachdzi extrakt proteini z kofenti rajcat neexprimujicich zadny GFP-
znaceny protein (negativni kontrola) a v jamce oznacené 30 se nachazi extrakt proteint z kofenti
rajcat exprimujicich samotné GFP (pozitivni kontrola). M znaci standard o znadmé velikosti
proteind PageRuller Protein Ladder 10-200 kDa.

Imunodetekce proteinii probihala pomoci protildtky Anti-GFP, pomoci které je mozno
detekovat protein znaceny GFP znackou. Proti této primarni protilatce byla pouzita sekundarni
protilatka anti-rabbit, ktera je konjugovana s kienovou peroxidasou. Navazani protilatek na protein
nesouci GFP znacku bylo detekovano pfidanim substrdtu pro kienovou peroxidasu na PVDF
membranu s pfenesenymi proteiny. Substrat pro kienovou peroxidasu je nasledné preménén
na nestabilni produkt stabilizujici se vysvicenim kvanta svétla. Toto svétlo bylo nasledné
detekovano prilozenim svétlocitlivého filmu (viz obrazek 25C).

Na fotografii filmu vidime u proteind z rajcete exprimujicich fizni protein UGT76C2-GFP
v oblasti kolem 77 kDa, tato molekulovd hmotnost odpovida hmotnosti fizniho proteinu.
U proteind z rajcete exprimujicich GFP vidime signal v oblasti okolo 27 kDa piedstavujici GFP.
Signal v oblasti kolem 37 kDa u vSech tii vzorkd izolovanych proteinl pfedstavuje nespecifickou

vazbu protilatky.
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B7 WTI 30 M B7 WT 30 M B7 WT 30 M

Obrazek 25: Fotografie polyakrylamidového gelu s rozdélenymi proteiny (A), PVDF membrany
s pfenesenymi proteiny (B) a filmu po imunodetekci s protilatkou anti-gfp (C).

M — PageRuller Protein Ladder 10-200 kDa; WT — Kofeny rajcete infikované WT Agrobacteriem
(negativni kontrola); 30 — Kofeny rajcete infikované Agrobacteriem nesoucim SU::GFP (pozitivni
kontrola); B7 — Kofeny rajcete infikované Agrobacteriem nesoucim SU::UGT76C2-GFP.
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3.4 Diskuze

Jiz diive charakterizovana N-glykosyltransferasa UGT76C2 bude nejspise hlavnim
enzymem inaktivace exogennich cytokininil, jak naznacuji nékterd v posledni dobé publikovana
data (Mik et al. 2011, Motte et al. 2013, diskuze nepublikovanych vyslekdt s dr. Smehilovou). Jeji
aktivita byla prokazana v tzv. kofenovém testu, kdy vyrazn¢ inhibovala ucinek exogenn¢
aplikovaného cytokininu 6-BAP na délku hlavniho kotfene a pocet postrannich kotfent tvorbou jeho
glukosidt.

V ramci experimentalni Casti této diplomové prace se zdatfilo uspéSné piipravit transgenni
pletivo overexprimujici fuzni protein UGT76C2-GFP za tcelem stanoveni subcelularni lokalizace
této glykosyltransferasy. Transformovany byly délozni listky rajéete Solanum lycopersicum L.,
Peto 343, metodou tzv. ,hairy roots transformation* vyuzivajici infekci poranénych déloznich
listkh pomoci bakterii Agrobacterium rhizogenes nesoucich bindrni vektor s genem pro GFP nebo
genem pro fuzni protein UGT76C2-GFP a to pod superubikvitinovym promotorem.

Jednotlivé genotypy Agrobacteria rhizogenes byly ovéieny v PCR na pfitomnost r0l42 genu
zodpovédného za proliferaci kofenli, ¢imz byla ovéfena pfitomnost vnaseného Ri plasmidu,
a na pritomnost GFP genu (¢ili vneseného AKK plasmidu pro transformaci), respektive
nepiitomnost v ptipadé WT Agrobacteria rhizogenes bez vneseného plasmidu. Po ovéteni bakterii
bylo pfistoupeno k vlastni transformaci.

Usp&snym vnesenim Ri plasmidu transformaci Agrobacteriem rhizogenes doslo k indukei
rustu kotfentl, které jsou morfologicky srovnatelné s normalnimi kofeny. V transgennim pletivu,
tedy pletivu vykazujicim GFP fluorescenci, byla ovéfena metodou RT-PCR ptitomnost vneseného
transgenu, tedy pfitomnost vneseného genu pro GFP, ptipadn¢ i pro UGT76C2.

Nasledné bylo pfistoupeno k ovéfeni ptitomnosti flzniho proteinu. Toto ovéfeni bylo
provedeno western blotem s naslednou imunodetekci pomoci GFP-specifické protilatky Anti-GFP
a sekundarni protilatky Anti-rabbit konjugované s kienovou peroxidasou. Signal byl pomoci
svtélocitlivého filmu detekovan u pozitivni kontroly, tedy u extraktu proteinli z kofent
transformovanych vektorem SU::GFP, v oblasti odpovidajici velikosti GFP. Signal byl detekovan
také u extraktu kofend transformovanych vektorem SU::UGT76C2-GFP v odpovidajici velikosti.
Signal GFP ani UGT76C2-GFP nebyl detekovan u proteini zkofenti transformovanych
Agrobacteriem rhizogenes bez vneseného vektoru. U vSech tfi vzorki do$lo k nespecifické vazbé
protilatky na protein v oblasti okolo 37 kDa. Vzhledem k tomu, Ze ostatni signaly byly detekovany
spravné v oblastech, kde k detekci dojit mélo, 1ze tento nespecificky signal zanedbat.

Béhem této Casti experimentu byly pfekonany nejriznéjsi piekazky, které zpusobovaly netspéch
imunodetekce pomoci Anti-GFP protilatky. Nejprve byl optimalizovan extrakéni pufr pro extrakci

celkovych proteini, kdy doslo k pfidavku inhibitorti proteas k omezeni degradace extrahovanych
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proteind a k apravé pH extakéniho pufru na pH optimum (pH ~7) pro glykosyltransferasy. Poté
bylo zjisténo, Ze pro imunodetekci je nutné pracovat pouze s cerstvym rostlinnym materialem, tedy
takovym materialem, ktery pfed samotnou extrakci neprosel dlouhodobym zmrazenim.
I ptes pocatecni neuspéchy byla pritomnost transgenniho produktu ovétena.

Nespecificnost vazby protilatky by mohla byt odstranéna dal$i optimalizaci protokolu
imunodetekce, tedy zménou fedéni obou protilatek, zménou pufrd, ptipadné¢ inkubacnich dob.
Z nedostatku Casu a vzhledem k uspésné detekci prokazovanych proteind k této optimalizaci jiz
nedoslo.

V pozitivn¢ transformovanych kotfenech byla stanovena subcelularni lokalizace pomoci
konfokalni mikroskopie. Fluorescencni signdl UGT76C2-GFP byl lokalizovan pfevazné v cytosolu
se zpétnou difuzi do jadra. V porovnani se zpétnou difuzi, kterd se projevuje i u GFP pouzitého
jako pozitivni kontroly, 1ze konstatovat, ze se jedna o cytosolickou lokalizaci, nikoli specifickou
do jadra. Zpétna diftze v okoli jadra byla jiz dfive popsana pro dimer i trimer GFP o molekulovych
hmotnostech 55 kDa, respektive 83 kDa, a Ize ji bez vétSich problémil pominout (von Arnim et al.

1998).
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4 Zavér

V teoretické Casti této diplomové prace byly shrnuty informace o rostlinnych hormonech
cytokininech a jejich glykosidech. Byla popsana regulace homeostize cytokinint s diirazem
na jejich inaktivaci pomoci glykosylace cytokinin specifickymi glykosyltransferasami, mezi nimiz
byla vyzdvihnuta tloha glykosyltransferasy Arabidopsis thaliana pod oznaenim UGT76C2.
UGT76C2 je N-glukosyltranferasa vyuzivajici Siroké spektrum cytokininli coby substrat, hraje tedy
dalezitou roli v odpovédi na zvySenou hladinu cytokininl a piedstavuje nejdilezitéjsi isoformu
degradace exogennich cytokininti. Nakonec byl popsan princip a vyuziti fluorescenc¢ni mikroskopie
ve studiu subcelularni lokalizace proteint

V experimentalni ¢asti této diplomové praci byly transformovany délozni listky rajcete
Solanum  lycopersicum L. binarnim vektorem nesoucim GFP znaceny gen UGT76C2
pod superubikvitinovym promotorem pomoci tzv. hairy root transformace s vyuzitim bakterii
Agrobacteriem rhizogenes, které pomoci Ri plasmidu v infikovaném pletivu indukuji rist kotent
morfologicky srovnatelnych s normalnimi kofeny. V transgennim pletivu byla pomoci konfokalni
mikroskopie urcena subcelularni lokalizace UGT76C2, kdy dochazelo k zacileni tohoto enzymu
do cytosolu. V pletivu byla taktéz ovefena pritomnost vneseného konstruktu metodou RT-PCR

a byla detekovéna ptitomnost fuzniho proteinu western blot analyzou.
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Databaze glykosyltransferas (Carbohydrate-Active enZYme database):

- http://www.cazy.org/fam/acc_GT.html
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Manual pro RNAqueous®-Micro Kit (Ambion® - LifeTechnologies, Carlsbad, CA, USA):

- http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/cms_057352.pdf

Manual pro Bio-Rad Protein Assay (BIO-RAD, Hercules, CA, USA):

- http://wolfson.huji.ac.il/purification/PDF/Protein_Quantification/BIORAD Protein Assay.pdf

Kapitola 2.5 Vyuziti fluorescencni mikroskopie ve studiu lokalizace proteind na Urovni
bunécnych kompartmentii byla vypracovéana s vyuzitim materialii z prednasek:

- KBF/OSPI Optickeé spektroskopie 1

- KEF/MRSA Mikroskopie a rentgenova strukturni analyza

a internetovych zdroja:

- http://www.chempoint.cz/konfokalni-laserova-rastrovaci-mikroskopie-clsm

- http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/confocal/confocalintro.html

67


http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/cms_057352.pdf
http://wolfson.huji.ac.il/purification/PDF/Protein_Quantification/BIORAD_Protein_Assay.pdf
http://www.chempoint.cz/konfokalni-laserova-rastrovaci-mikroskopie-clsm
http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/confocal/confocalintro.html

6 Seznam zKkratek

ABA kyselina abscisova (z angl. abscisic acid)

ADP adenosin difosfat

AHK histidin kinasa Arabidopsis thaliana

AMP adenosin monofosfat

ATP adenosin trifosfat

bp pary bazi (z angl. base pair)

BSA hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine)

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina

cisZ0Gl1 cis-zeatin specificka O-glykosyltransferasa Zea mays

CKX1 cytokinin oxidasa/dehydrogenasa 1

CYP735A cytochrom P450 monooxygenasa

cZ cis-zeatin

cZ0G cis-zeatin O-glykosid

¢ZOGT1(2,3) cis-zeatin O-glykosyltransferasa Oryza sativa

cZR cis-zeatin ribosid

cZRMP cis-zeatin ribosid 5 -monofosfat

ddH,0O destilovana deionizovana voda

DHZOG dihydrozeatin O-glukosid

DMAPP dimethylallyl difosfat

DNA deoxyribonukleova kyseliny

dNTP deoxyribonukleotidtrifosfat

DZ dihydrizeatin

DZR dihydrozeatin ribosid

DZRM dihydrozeatin ribosid 5 "-monofosfat

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

fw oznaceni primeru po sméru, 3'—5" (z angl. forward)

GFP zeleny fluorescencni protein (z angl. green fluorescent protein)

GFP gen kodujici zeleny fluorescencni protein

GUS B-glukuronidasa

HMBDP (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl difosfat

HK histidin kinasa

HPLC vysokotlaka kapalinova chromatografie (z angl. High Pressure Liquid
Chromatography)

IAA indol-3-octova kyselina (z angl. indole-3-acetic acid)

IBA indol-3-maslova kyselina (z angl. indole-3-butyric acid)

68



iP

iPR
iPRMP
iPRDP
iPRTP
iP7G
iP9G
kb

kDa
LSCM

mRNA
MS
OE
PCR
PMSF
PSPG
PVDF
rev

Ri

rol

rpm

RR

RT

SA

SDS
SDS-PAGE
SuU

Tagq .
TEMED
tZ

t70G
70X
tZR
tZRMP
tZRDP

isopentenyladenin

isopentenyladenin ribosid
isopentenyladenin ribosid 5"-monofosfat
isopentenyladenin ribosid 5 -difosfat
isopentenyladenin ribosid 5'-trifosfat
isopentenyladenin 7-glykosid
isopentenyladenin 9-glykosid

kilobaze

kilodalton

laserova skenovaci konfokdlni mikroskopie (z angl. Laser Scanning

Confocal Microscopy)

medidtorova ribonukleova kyseliny

Murashige a Skoog

overexpresor

polymerasova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
fenyl

fenylmethylsulfonyl fluorid

polyvinyliden difluorid

oznaceni primeru proti sméru, 5'—3" (z angl. reverse)
koteny indukujici (z angl. root inducing)

kyselina ribonukleova

root locus gen

otacky za minutu (z angl. rotation per minute)
regulator odpovédi (z angl. response regulator)
reverzni transkripce, pfipadné reverzni transkriptasa
kyselina salycilova (z angl. salicylic acid)
dodecylsiran sodny

polyakrylamidova elektroforéza v ptitomnosti dodecylsiranu sodné¢ho
superubikvitinovy promotor

Thermus aquaticus

N, N, N, N'-tetramethylendiamin

trans-zeatin

trans-zeatin O-glykosid

trans-zeatin O-xylosid

trans-zeatin ribosid

trans-zeatin ribosid 5’-monofosfat

trans-zeatin ribosid 5 -difosfat
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tZRTP trans-zeatin ribosid 5’ -trifosfat

UDP uridindifosfat

UGT uridindifosfat glykosyltransferasa
WT divoky (z angl. wild-type)

70G1 zeatin O-glukosylltransferasa
70X1 zeatin O-xylosyltransferasa
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