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Abstrakt

PIN proteiny st rodinou takzvanych prenaSacovych proteinov. Tieto typicky membranoveé
proteiny st nevyhnutné v procese nastavovania auxinovych maxim a minim, ktoré su
klacovymi pre tvorbu rastlinnych organov. Nonovznikajuce organy musia byt napojené na
uz existujicu cievnu sustavu rastliny pre zabezpecenie prisunu nevyhnutnych zivin. V nasej
praci sa vSak budeme zameriavat’ konkrétne iba na jedného ¢lena tejto rodiny, ktorym bude
PIN1. Dovodom je najmi fakt, Ze sa jedna o vyznamného Cinitela v procese tvorby
rastlinnej vaskulatiry. Tvorba vodivych drah u rastlin je zlozity proces a pri jeho naruseni
moéze dochadzat’ k tvorbe $pecifickych a silnych fenotypov. Co je pre nas v nasej praci
vyznamny faktor umoznujuci Studium vplyvov epigenetickej regulacie PIN1 za pomoci
dlhych nekodujiicich RNA (IncRNA), nachadzajucich sa v promotore PIN1 (d’alej uz iba
INCRNA-PIN1-1 alIncRNA-PIN1-2). V tejto praci sa zameriame na testovanie PINI
aktivity u mutantnych variantov tychto IncRNA. Zistili sme, ze InCRNA-PIN1-1
a INcRNA-PIN1-2 st negativnymi regulatormi aktivity PIN1. Tato negativna regulacia je

nevyhnutna pre presnu kontrolu auxinového transportu pomocou PIN1, a tym pre spravnu

tvorbu vodivych pletiv.
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CIELE PRACE

Ciel'om diplomovej prace bolo vypracovanie literarneho reSersu na tému prace za pouzitia
dostupnej literatiry. Prvotnym krokom bola priprava rastlinného materidlu pre
nasledovnu pracu v zmysle ziskania homozygotnych linii jedincov s T-DNA inzetrom

v géne pre IncRNA-PIN1-1 a IncRNA-PIN1-2.

Nasledne dochadzalo k stadiu variantov INCRNA-PIN1-1 aIncRNA-PIN1-2 za
pouzitia mikroskopickych a genetickych metdod u rozli¢nych jedincov druhu Arabidopsis
thaliana. Vtomto kroku dochadzalo k spracovaniu avyhodnoteniu dat
z mikroskopického  sledovania  transgénnych  pIncRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS,
pINCRNA-PIN1-2::NLS-GFP-GUS a pPIN1-A4/ncRNA::NLS-GFP-GUS. Za pouZitia
metody kvantitativnej polymerazovej retazovej reakcie dochadzalo k detekcii relativnych
hodndt expresie u sledovanych IncRNA za pouzitia mutantov hen2-4, ataktiez za
aplikacie exogénneho syntetického fytohormoéonu utychto jedincov. Findlne bola

analyzovana aj relativna expresia PIN1 proteinu u jedincov pPIN1-CRISPR-A/ncRNA.



1 UVOD

Fytohormén auxin je neodmyslitelnou stcastou rozliénych procesov prebiehajucich
Vv rastlinnom tele. Samotny jeho transport je vysoko vyznamnym dejom regulovanym
komplexne na rozliénych trovniach. Uz len jeho samotnd pritomnost’ alebo absencia
indukuje rozdielne procesy a prejavy V tele. Prenos auxinu je zabezpeCovany rozne, Nno
prave transportny systém ktory je zodpovedny za vytvaranie lokdlnych maxim a minim
tohto hormoénu je pre nas podstatnym z hl'adiska stadia jeho reguldcie. T maju na starosti
prenasacové proteiny, medzi ktoré patri aj PINI. Jednad sa o dlhy transmembranovy
protein schopny modulécie transportu fytohormnu v zavislosti od vlastnej polarizacie.
Polarizacia, ateda jeho poloha na bunkove] membrane je zasadnou v jeho funkcii
a aktivite, a je taktiez regulovana na rozli¢nych urovniach rozli¢cnymi vplyvmi, dokonca
aj samotnym auxinom. Najpodstatnejsi je ale fakt, ze doslo k objaveniu a anotacii dvoch
dlhych nekédujucich RNA v promoétorovej oblasti génu pre tento protein. Jednad sa
0 INcRNA-PIN1-1 aIncRNA-PIN1-2. Aaj ked existuje zna¢né mnozZstvo spOsobov
regulacie auxinového transportu, No epigeneticky variant je nie dokonale prebadany,

a preto pontika novy a pomerne atraktivny ciel’ pre detailnejsie Stadium.



2 LITERARNY PREHLAD

2.1 Auxin

Rastliny s sesilné organizmy, na ktoré prostredie bezne vplyva rozlicnymi
environmentalnymi faktormi, ktoré dokaZu vytvarat stresové podmienky. Ci sa uz
pojednava o biotickych alebo abiotickych stresoroch, treba mat’ na paméti, ze odpoved’
rastlinnych jedincov je ¢asto komplexna. Kedy mdze zahfiiat’ napriklad moduléciu rastu
¢i vyvoja. To je mozné vd’aka urcitému typu plasticity, ktora dokézali tieto organizmy
nadobudnut’ v procese evolucie. A teda zohladiujic tieto vlastnosti je potrebné sa
zamysliet’ nad ¢initel'mi, ktoré cely tento mechanizmus umoziiuju. Tu sa na rad dostavaji
rastlinné hormoény. Ktoré st zapojené do Sirokej Skaly metabolickych procesov v ktorych
hraji vyznamni ulohu. Casto s charakterizované ako molekuly syntetizované v
metabolizme de novo a v rastlinnej risi su ¢asto vysoko konzervované a ich ulohou je
reguldciou procesov ako napriklad rast, vyvoj ¢i aklimtizacia na biotické ale aj abiotické
stresy. Medzi rastlinné hormény zarad’'ujeme napriklad etylén, kyselinu abscisovi €i
salicilovi. Patria sem ale aj skupiny ako s brazinosteroidy, gibereliny, strigolaktony

a iné (Parsons et al., 2020), (Nambara & Van Wees, 2021).

Aj auxin je fytohormon, ktory hrd vyznamnl rolu v metabolickych procesoch u
zivych rastlinnych jedincov. Auxin je mozné charakterizovat’ z chemického hl'adiska ako
kyselinu indol-3-octova (IAA). Jedna sa o pomerne slabu organicku kyselinu a jeho
Struktira napadne pripomina Struktiru tryptofanu. Obsah jeho Struktury, a teda
pritomnost’ indolového kruhu a karboxylovej skupiny, atiez ich vzajomna poloha
a vzdialenost’ urcuje jeho hlavné vlastnosti . No vzhl'adom na to Ze auxiny st skupinou
fytohormonov a IAA nepredstavuje jediného Cinitel'a, je moZné auxiny charakterizovat’
SirSie. Do skupiny auxinov teda radime latky, ktorych funkcia v rastlinnom tele je
podobna tej, ktort ma samotné IAA. Jedn4 sa o nizko-molekularne latky so schopnostou
indukcie rastu v rastlinnom tele. Iné prirodné auxiny ako kyselina 4-cloroindol-3-acetova
(4-CI-IAA) alebo fenylacetova kyselina (PAA) boli identifikované v rastlinach (a teda
predpokladame ich rolu v rastlinnom metabolizme) a iné syntetické varianty ako kyselina
1-naftyloctova (NAA) alebo kyselina dychlorfenoxyoctova (2,4-D) v dnesnej dobe hraju
vyznamnu rolu v oblastiach poI'nohospodérstva, vedy a vyskumu. IAA — najStudovane;jsi
auxin spomedzi Clenov spominanej skupiny vykazuje vysoky potencial v moznostiach

modulécie rozlicnych biologickych procesov. Pocinajuc bunkovym delenim a rastom,

2



konc¢iac regulaciou diferencidcie samotnych buniek. Je mozné tvrdit Ze ma
vSadepritomnu a kontextovo zavislu funkciu, a preto je teda naméhavé vymedzit’ presné

hranice charakteristiky jeho vplyvu a t¢inku (Paque & Weijers, 2016).
2.1.1 Funkcia auxinu

IAA a je z hladiska funkcie v zmysle jeho koncentracie multifunkény. A preto jeho
mnozstvo priamo moduluje prejav jeho vplyvu. Rozliéné koncentracie dokazu vytvarat
rozli¢né fenotypové prejavy. Pre priklad vyssSia koncentracia exogénneho IAA indukuje
vacsie mnozstvo lateralnych korenov, kedy nizSie koncentracie exogénneho auxinu v
médiu spdsobuju vytvaranie primarnych korefiov ktoré vykazuju vyssiu dizku a naopak

(Bell, 2017).

IAA aj vpomerne malych/nizkych koncentraciach dokaze regulovat génovu
expresiu  modulaciou Specifickych transkripénych  faktorov, ¢i rozli¢nych
metabolitov/proteinov zapojenych do signalnych kaskad. Samotna podstata auxinu tkvie
Vv jeho distribucii. T4 mdze byt zabezpefend transportom cez pletivo floému, alebo
polarnou cestou (PAT) z bunky do bunky. Jadro celej funkcie auxinu lezi v jeho
Specifickych receptoroch. TIR1 (transport inhibitor receiverl) je nuklearnym auxinovym
receptorom, ktory priamo viaze auxin. Vdzbou auxinu dochddza aj k interakcii s IAA
represormi. Tie sa ndsledne degraduji, to spdsobi uvolnenie auxin responzivnych
faktorov — ARFs (transkrip¢né faktory) zo stavu represie a dochadza k regulacii génovej
expresie (S. B. Li et al., 2016), (Leyser, 2018). Auxin ako uz bolo povedané reguluje
rozliéné fyziologické procesy. K nim sa radia napriklad nastavenie bilateralnej symetrie
priamo u embryi, formovanie korefiov a tiez vytvaranie apikalnej dominancie, ako aj
odpovede na environmentalne vplyvy, ¢i dokonca aj gravitropizmus a fototropizmus
(Perrot-Rechenmann & Napier, 2005). Tieto procesy su regulované S$pecifickym
bunkovym signdlom, ktory méze byt modulovany aj samotnym zloZenim fytohorménov
vtele jedinca. Pritomnost IAA ainych hormoénov (a tiez ich koncentracia) je
charakteristicka pre rozli¢né typy pletiv a aj samostatnych buniek. A da sa teda tvrdit’ Ze
Specificka koncentracia fytohormonov a Specifické zloZenie ich zmesi je podmienkou pre
»existenciu® rozli¢nych typov buniek a pletiv. No funkcia auxinu a jeho signélu ale nie je
obmedzena iba na modulaciu rastu a vyvoja rastlinného tela. Je neopomenutelnym

a dolezitym aj v procesoch ochrany voci virdlnym patogénom.



Auxiny si abundantné atiez produkované v kazdej casti rastlinného tela.
Najvyraznejsie su ale syntetizované v kotyledonoch, mladych vyhonkoch a koretoch.
A to je spOsobené najmé nevyhnutnostou ich pritomnosti v pletivach, ktoré podliehaju

procesom bunkového delenia a rastu, kde je auxin nevyhnutny.

Auxiny mézu byt v metabolizme rozli€nych rastlin produkované v rozli¢nych
drahach a to plati aj pre samotnu IAA. V skratke st pre produkciu IAA zndme dve cesty
- na tryptofane zavisla (TRP) a na tryptofane nezavisla (TAM) cesta (X. Cao et al., 2019).

2.1.2 Transport Axinu

IAA je slabou kyselinou, a preto sa v kyslom prostredi nachadza v protonovanej forme
a Vv prostredi s neutralnym pH je jeho Struktura deprotonovana. A teda kedze je pre
prostredie cytozolu typické pH vysSie alebo rovné sedem, IAA sa dostava do
deprotonizované¢ho S§taddia anie je teda schopny prenikat cez bunkovli membranu
procesom difuzie. V apoplaste je ale pH = 5,5 a tym moéze [AA zastavat’ protonovana
formu. To mu umoznuje diftziu do vnutra bunky. Tento pasivny transport sa nazyva
chemiosmoticka hypotéza. Pre nasu pracu je ale podstatnejsia draha aktivneho polarneho
transportu (PAT) zabezpecujuca smerovany pohyb fytohormoénu z bunky do bunky.

99

Takto dokaZe transportny systém “vyberat™ iba malil skupinu buniek ktoré sa nasledne
diferencujt do cievneho pletiva. Tento transport je zabezpeCovany pritomnostou
Specifickych membranovych proteinov réznych typov, pochadzajucich z rozli€nych
rodin. Konkrétne sa jedna napriklad o AUXIN RESISTANT1/LIKE AUX (AUX/LAX),
PIN-FORMED (PIN) A ABC-B/MULTIDRUG RESISTANCE/ P-GLYCOPROTEIN
(ABCB/MDR/PGP) zabezpecujuce drahy dnu aj smerom von z buniek. Existuje tieZ
transport IAA vyuzivajici drahy floému, ktory slizi skor k prenosu fytohormoénu na
vel'ké vzdialenosti. Napriklad z miesta syntézy od miesta jeho funkcie. PAT zabezpecuje

ale detailnejsi pristup a formuje lok4lne maximé a minima IAA. To v kone¢nom ddsledku

vykazuje regula¢ni schopnost’ s vysokou mierou presnosti (Gomes & Scortecci, 2021).
2.2 PIN proteiny a ich stru¢na charakteristika

Pocas nasej prace sme sa zameriavali na jednu z rodin transportnych proteinov - rodinu
PIN. Tieto prenaSacovée proteiny (8 jednotlivych druhov) sa bezne vyskytuji u rozli¢nych

rastlinnych jedincov. Aj ked’ sa medzi jednotlivymi ¢lenmi vyskytuje urcita variabilita



tykajlica sa Struktiry samotnych proteinov, je tu stale zachovana urcita podobnost’, ktore;j
tieto proteiny vd’acia za svoju charakteristicku a vel'mi pribuznu aktivitu a funkciu. Dé sa
konStatovat, ze kazdy ztychto proteinov obsahuje vo svojom zéklade takzvanu
hydrofilnt slu¢ku. Struktira a velkost’ tejto slu¢ky zabezpeuje aj diferenciaciu medzi
jednotlivymi &lenmi tejto rodiny proteinov. Co sa tyka dizky spominanej $truktury, je
mozné na zéklade tohto faktu rozdelit’ PIN proteiny do troch skupin. Prva kategoéria
zahfna ¢lenov s pomerne dlhou hydrofilnou slu¢kou (323 — 355 rezidui). Tu je mozné
zaradit’ proteiny PIN1 — PIN4 a taktiez protein PIN7. Jednotlivych ¢lenov tejto skupiny
nazyvame aj kanonickymi PIN proteinmi a ich d’alSou Specifickou vlastnostou je ich
lokalizacia v cytoplazmatickej membrane (d’alej uz len CM). V dalSej skupine sa
objavuju jedince s kratkou Strukturou hydrofilnej slucky (27 — 46 rezidui), kde patria
proteiny PIN5 a PINS. Clenovia tejto skupiny su pre zmenu nazyvany nekanonickymi
proteinmi abezne sa uddva, ze PIN proteiny stouto Strukturou st pritomné
v endoplazmatickom retikule (d’alej uz len ER). Toto delenie uzatvara protein PIN6, ktory
ako jediny obsahuje slu¢ku, ktorej dizka nespada ani do jednej zo spominanych skupin
a nachadza sa niekde medzi nimi. A teda o PIN6 proteine hovorime, Ze ma strednt dizku
svojej hydrofilnej slu¢ky a vykazuje dualnu bunkovu lokalizaciu - na endoplazmatickom
retikulu ale aj na plazmatickej membrane, ¢o je ovplyvnené v zavislosti od expresnych
levelov a fosforylacie tohto proteinu. Vzhl'adom na sekvenéné data je ale mozné povedat’,
7e je blizsie podobny kratkym variantom PIN proteinov (Bennett et al., 2014). Co sa tyka
funkcie jednotlivych skupin vzhl'adom na ich lokalizaciu, membranovo lokalizované
PINy transportuju auxin von z buniek. Zatial' o nekanonické varianty tychto auxin
transportnych proteinov maju za tlohu transport horménu medzi ER a cytoplazmou. Tato
draha je tieZ vysoko vyznamnad, pretoZe v tejto oblasti je IAA nie len produkovany, ale
dochadza tu aj k jeho inaktivacii, konjugacii a k pripadnému uskladneniu (Strohm et al.,
2013), (Sun et al., 2023), (Dobrev et al., 2024).

Specificita lokalizacie PIN proteinov je dvojita. Lokalizacia na trovni bunky je
zabezpecovand posttranslaénymi modifikdciami, no vSeobecné rozmiestnenie PINov v
ramci tela (Obrazok 1) je ale moderované $pecifickou aktivitou promoétoru typického pre

kazdy variant PIN (Luschnig & Vert, 2014).



Obrazok 1 — Expresna mapa PIN génov v tele Arabidopsis thaliana, zostavena z udajov
0 promotorovej aktivite a proteinovej lokalizacii. Kazdy Specificky protein ma priradent farebna
charakteristiku. Zobrazené organy: kvet (a), globularne stadium embrya (b), stonka (c), list ruzice
(d), zrela ast’ primarneho korena (€), primordium lateralneho korena (f), $picka korena (g). Zdroj:
(Pavel Kiecek et al., 2009)

Pletivovo $pecificka lokalizacia PINI je typicka nielen pre dospelé Stadium rastliny,
no je mozné ho n4jst’ aj pocas embryogenézy. U dospelych jedincov je mozné PIN1 badat’

napriklad v oblasti korenia, konkrétne v bunkach endodermu.

Co sa tyka bunkovej lokalizcie je PIN1 v $truktire primarneho korefia typicky
bazalna vzhl'adom na Struktiru buniek vodivého pletiva. Ten isty PIN protein je ale
Vv oblasti endodermy lokalizovany aj bazalne, ale aj na vnttornych lateralnych stranach

endodermalnych buniek.

Clenovia skupiny kanonickych proteinov (konkrétne PIN2, PIN3 a PIN4) st na
druht stranu zapojeni do procesu nastavovania gravitropizmu v koreni rastlin. V tomto
pripade sa jedna o stthru bunkovo a pletivovo Specifickej lokalizacie. BliZzSie m6Zeme
uviest Zze PIN2 je pri procese nastavovania gravitropizmu vzhladom na pletivovi

Specificitu lokalizacie umiestneny v epiderme a v lateralnej korenovej Ciapocke kedy je



na bunkovej urovni v tychto miestach orientovany smerom k stonke. No u kortikalnych

buniek meristému je jeho bunkova lokalizacia opa¢na (Rahman et al., 2010).

A aby sme nezabudli ani na kratke varianty PIN proteinov aich Specificka
a rozdielnu lokalizaciu, PINS je pomerne nizko abundantny. No zato PIN8 ma zretel'ne
Specificku pletivovu lokalizaciu, ato konkrétne v samcom gametofyte, kde zohréva

vyznamnu rol'u v jeho vyvoji a funkcii (P Kiecek et al., 2009).

Pre zmenu ale PIN6 ukazuje svoju tlohu na opacnych castiach rastliny, kedy je
potrebnym pri distribucii auxinu v procese formovania laterdlnych a adventitivnych

koreniov (Simon et al., 2016).

Vseobecne je presna biologicka funkcia tychto kratkych variantov PIN proteinov nie
uplne zndma a Specifikovand, odhaduje sa, Ze vd’aka svojej polohe zodpovedaju za

0 w*w

auxinovi homeostazu (Sisi & Ruzicka, 2020).

Vzhl'adom na regulaciu PINov na rozli¢nych trovniach je nevyhnutné spomenut
viaceré¢ faktory ovplyviiujice v kone¢nom dosledku proces transportu auxinu. Medzi tieto
faktory patri napriklad abundancia PINov ¢i hodnoty fosforylacie a mnohé iné, ktorym sa

budeme blizSie venovat’ v neskorsej Casti tejto prace.

Co sa tyka bundancie PIN proteinov ktora mé tiez svoj vplyv, ta je regulovana
systémom anglicky nazyvanym auxin turnover, kedy dochddza k prenosu vybranych
PINov do prostredia vakuoly za G¢elom degradacie. Tento proces nazyvame anglicky
constitutive intracellular recyclation. Konkrétne sa jedna o - na klathrine zavisly
(dependentny) proces endocytozy PIN proteinov lokalizovanych na plazmaticke;j
membrane. Ked'Ze sa jednd o cyklicky proces, dochadza k spidtnému prenosu tychto
proteinov na membranu. Spétny krok recyklovania je zabezpe€eny pomocou exocytozy
zavislej guaninovom vymennom faktore z ADP-rybosilatného faktoru (ARF-GEF)
(Geisler et al., 2019).

Vzhl'adom na proces repolarizacie si treba uvedomit’, Ze aj ked’ st bunky rastlinného
tela vyzbrojené mnozstvom mechanizmov pre udrzanie charakteristickej mapy
polarizacie jednotlivych PINov Specifickej pre dany moment pocas dlhej doby.
Polarizaciu PIN proteinov mdZeme v skratke charakterizovat’ ako Specificku subceluldrnu
lokalizaciu na plazmatickej membrane. Co sa tyka $pecificity je mozné hovorit’ o presnej

polohe PIN proteinov na Specifickych stranach tejto membrany v celej bunke. To v



kone¢nom dodsledku spdsobuje Specificky transport fytohormoénu takym smerom, akym

ho dany regula¢ny mechanizmus posiela (Sauer & Grebe, 2021).

Polarita auxin - prendsacovych proteinov byva regulovana na mnohych urovniach
adéa sa tvrdit, ze je hlavnou podstatou funkcie samotnych proteinov. A to najmi
zdovodu, ze na jej druhu zavisi ich spravanie, atym padom aj ich hlavna rola
v rastlinnom tele. Polarita, ako uz bolo spominané, je naozaj komplexne regulovana
a faktory ktoré ju ovplyviiuji, mézu vykazovat exogénny povod (signaly vonkajSicho
prostredia ako je zmena gravitacie) alebo aj endogénny zaklad (procesy prebichajuce

v bunkach — endocytoza) (Cheng & Wang, 2022).

Pocas poslednych rokov bola veda schopna objasnit’ viaceré Cinitele proteinovej
povahy, ktoré dokdzu modulovat polaritu PIN proteinov. Medzi ne patria napriklad
proteiny CAMEL a CANAR fungujuce v komplexe, ktoré koordinuju polaritu PIN1 v
bunkach pri tvorbe smerovaného auxinového transportu (Hajny et al., 2022). Ako
d’al$ieho ale uz dlhSie zndmeho hraca zapojeného v modulécii polarizacie PIN proteinov
moézeme spomenut PINOID (EC 2.7.11.1.). Jedna sa o Serin-treonin kinasu, ktora
moduluje polaritu PINov na ziklade ich fosforylacie Specifickych motivov ktoru

sprostredkovava.

Fosforylacia motivov hydrofilnej slu¢ky je d’alSim z faktorov, ktory je schopny
modulovat’ polaritu PIN proteinov. Tieto motivy nemaju “exogénny” pdvod a su
situované v oblasti hydrofilnej slu¢ky (d’alej uz iba HL), ktora sa nachadza v Strukture
samotnych auxin - prenasaovych proteinov. Celkovo ma HL blizky stvis s aktivitou
a funkciou PINov, ato najmid ztoho dovodu, ze obsahuje velké mnozstvo tychto
funkénych elementov (priklady funkénych zloziek - Obrazok 2). Nachadzaju sa tu
motivy, ktoré su Casto Specifické pre jednotlivé skupiny a ovplyviiuji chovanie a aktivitu
jednotlivych PINov. Bliz§ie hovorime o fosforylaénych a ubiqitinilaénych miestach
kanonickych variantov PIN proteinov v spominanych sluc¢kach, ktoré mézu vykazovat
auto-inhibi¢nu aktivitu. V tomto procese je ale nevyhnutna pritomnost napriklad aj
Specifickych kinas (Ung et al., 2022). Medzi tieto kinasy mozeme zarad’ovat’ aj vysSie
uvedené varianty ako PINOID a CAMEL. Pre priklad potencialu fosforylacie motivov v
HL je mozné uviest, ze fosforylacia tychto Struktar vyustuje do zvysenej apikalizacie
Vv oblasti buniek korenového vodivého systému. Na druhej strane pri defosforylacii

viacerych skupin uPIN1 vjeho HL a dochadza k polarite smerom ku korefiu



(Bilanovicova et al., 2022). Je mozné teda tvrdit, Ze aj samotnd hodnota fosforylacie

dokaze modulovat polaritu PIN proteinov.

# Ubiquitylation motifs
PIN2 - Lys158, Lys201, Lys221, Lys273, Lys303, Lys318, Lys321/322,
Lys361/362/363, Lys381, Lys401, Lys417, Lys443, Lys457,
Lys463/464, Lys497
¢ adaptine motifs
PIN1 - Tyr260, Tyr280, Tyr480
PIN2 - Tyr394, Tyr505
PIN1,2,3,4,7-Phe165
(® Phosphorylation motifs
PIN1 - Asp215 (S5), Ser231 (S1), Ser252 (S2), Ser271 (S4), Ser290 (S3)
Ser337, Thr340
PIN2 - Ser222 (S5), Ser236 (S1), Ser250 (S2), Asn275 (S4), Ser302 (S3)
PIN3 - Ser215 (S5), Ser226 (S1), Ser243 (S2), Ser262 (S4), Ser283 (S3)
Ser316, Ser317, Ser321
PIN4 - Ser215 (S5), Ser223 (S1), Ser240 (S2), Ser259 (S4), Ser280 (S3)
PIN7 - Ser215 (S5), Ser229 (S1), Ser246 (S2), Ser265 (S4), Ser286 (S3)
@ ER export signal
PING - Thr392/393
@ PM clustering signal
PIN2 - Cys39, Cys560

Obrazok 2 — schéma znamych sekvencii a rezidui vo v§eobecnom modeli §truktary dlhych PIN
proteinov u Arabidopsis thaliana. Symboly charakterizuji jednotlivé funkéné elementy a ich
pribliznt polohu v §truktire modelu kanonickych PINov. Presné pozicie tychto motivov a ich
poloha u jednotlivych variantov PIN je uvedena vpravo. Zdroj: (Zwiewka et al., 2019).

Neposlednym, uz znamym a proteinovym reguldtorom polarity je aj MEL. Jedna sa
0 ACG kinasu (PKC, EC.2.7.11.13), ktora limituje proces lateralnej difuzie PINov v CM,

a tym udrziava $pecifickt polaritu tychto prenasacovych proteinov (Glanc et al., 2021)
2.3 Pinl a jeho charakteristika

Protein PIN1 z druhu Arabidopsis thaliana je kodovany génom s polohou na prvom
chromozoéme aV jeho promoétorovej Casti boli novo anotované dve IncRNA. Génovy
produkt ma velkost’ 622 aminokyselinovych zvyskov a jeho hmotnost’ sa odhaduje na
67,019 Da. V rastlinnom tele je PIN1 prevazne exprimovany v cievnej sustave. Je vSak
vyrazne dolezitym faktorom vo vyvoji v embryonalnom $tadiu rastliny (o je mozné
vidiet’ snimke - Obrazok 3) (Omelyanchuk et al., 2016). Zaujimavym faktom je aj vyskyt
jeho ortologov u mnozstva inych rastlinnych druhov, ¢o iba poukazuje na nevyhnutnost’
samotného proteinu a jeho funkcie. Zaujimavé je, Ze k jeho expresii dochadza este pred
vyskytom samotnych markerov vaskulatiry uréujacich osud buniek, a teda typ pletiva.

Specificka polarita PIN1 v tomto mieste uréuje $pecificky smer transportu auxinu do



vzdialenych bodov konvergencie v epiderme. Tento proces potom priamo definuje

poziciu hlavnej zilnatiny v listoch.
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Obrazok 3 — expresna mapa PIN1 proteinu u Arabidopsis thaliana v jednotlivych Castiach tela
atiez v jednotlivych vyvojovych stadiach. Odtien zafarbenia je charakterizuje silu expresie
Vv danej Casti alebo v danom S§tadiu. Farebny odtiefi spojeny s intervalmi intenzity expresie je
charakterizovany grafom vlavom dolnom rohu. Zdroj: TAIR (AT1G73590(PIN1)
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30683&type=locus (20. 4. 2024).

Polarny, ateda regulovany a pomaly transport fytohorménu medzi jednotlivymi
Cast'ami organizmu zabezpecuje regulaciu vyvoja a rastu rastlinného tela, ako aj v pripade
odpovede na vonkajsie podnety, na zaklade ¢oho dochadza k relevantnej odpovedi. No
auxin samotny dokaZe regulovat’ svoj vlastny transport a to na zaklade hypotézy o jeho
kanalizacii. Ta uvadza, Ze auxin je schopny modulovat’ smer svojho transportu pomocou
spitnej vdzby. Tento proces potom indukuje tvorbu samostatne sa organizujucich
kanalov, transportujucich auxin. Transport auxinu vo vnutri tychto kandlov sluzi pre
bunky ako signal na zahajenie diferenciacie do tkaniva Specifického pre cievnu sustavu

(Scarpella et al., 2006).

Co sa vyvoja tyka je mozné hovorit' o vyznamnej role AtPIN1 v pripade formacie
embryi, apikdlnych meristémov, ako aj vodivého pletiva, ¢i v pripade vznikajicich

organov. Vysoky vplyv PIN1 v tele Arabidopsis thalia v podstate umoznil samotny objav
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tohto proteinu. Kedy vd’aka mutantom so stratou funkcie dochadzalo k tvorbe takzvanych

aflorescentnych (bezkvetych) jedincov.

Dnes sa da tvrdit, ze v procesoch regulacie PIN proteinov pozname uz vela hracov
proteinovej povahy zapojenych do tychto modulacnych drah. No deje a faktory v
epienetickej regulacii tychto auxin - prenaSacovych proteinov st pre nés stdle pomerne

nezndme, a teda do dnesnej doby cakaju na objavenie a objasnenie.
2.4 Nekodujice RNA

Pre pochopenie funkcie nekddujticich ribonukleonych kyselin je nevyhnutné si uvedomit,
ze vel'ké mnozstvo gendmu organizmov obsahuje vysSie percento nekddujucich usekov.
Vseobecne sa udava ze z celkového gendému napriklad u ¢loveka je transkribovanych asi
90 % celkovej genetickej informdacie, a nasledne je translatovanych menej ako 5 %

transkriptu do proteinovej formy (H. Cao & Kapranov, 2022).
2.5 Varianty ncRNA

Nekodujuce RNA je mozné rozdelit do viacerych skupin. Prvou skupinou su
infraStrukturne varianty ncRNA ktoré vykazuju pomerne stalu expresiu. Do tejto skupiny
st zaradované napriklad rRNA, tRNA, snoR, atato skupina vykazuje takzvanu
housekeeping aktivitu. To znamena ze vd’aka ich pritomnosti je zabezpeceny vSeobecny
a zékladny chod bunky. Druhou skupinou st ncRNA s regulacnym potencidlom. Tuto
skupinu tvoria miRNA, piRNA, siRNA a IncRNA. D4 sa tvrdit’, Ze ich expresia je mala,
no to na ich podstate neubera, kedy ako priklad mozeme uviest’ aktivitu miRNA pri
reguldcii expresie samotnej mRNA. Samozrejme existuje velké mnoZstvo typov
a druhov deleni ribonukleovych kyselin, ktoré my nebudeme d’alej rozoberat’, pretoze
vV konecnom désledku nemd vplyv na nasu pracu. U niektorych druhov ncRNA bola
potvrdend predpokladana aktivita v rozlicnych metabolickych procesoch. Iné varianty st
vSak neustdle zdhadou a predpokladd sa, Ze su skor len takpovediac odpadom
vznikajucim v procese pervazivnej transkripcie génov. Predpokladame to prevazne pre
tie, ktoré vykazuju nizku stabilitu a nizku abundanciu. VSeobecne je proces Studia
nekddujicich variantov RNA pomerne naro¢ny vdaka predom uvedenym faktorom

(nestabilita a mala abundancia). Niektoré IncRNA moézu byt vyznamnymi markermi
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Vv pripade rozli¢nych typov rakoviny. A preto st vyznamnymi faktormi s potencialom pre

Stidium a naslednu priamu aplikaciu v humanitnej medicine (Wang et al., 2022).

No potencial spominanych nekodujucich RNA nekonci len pri moznosti vyuzitia vo
forme markerov. Bolo preukazané, Ze niektoré typy ncRNA dokdzu modulovat’ mnohé
metabolické procesy neobmedzene v rastlinnom ¢i zivoc¢isSnom tele. Medzi ne je mozné
zaradit’ napriklad modulaciu génovej expresie v zmysle ich schopnosti interakcie nie len
so samotnou DNA, ale aj srozlicnymi regulatnymi faktormi modulujicimi expresiu
génov. Ako priklad by sme mohli uviest' rastlinnd INCRNA APOLO (AUXIN-
REGULATED PROMOTER LOOP) a jej schopnost’ interakcie s transkripénym faktorom
WRKY. Jedna sa o proces kedy APOLO moduluje vézbu transkripného faktoru
WRKY23 do prométoru RDH6 (ROOT HAIR DEFECTIVE 6). Co vo vysledku
zabezpecuje aktivaciu RDH6 nizkymi teplotami, a to vyuastuje do procesu regulacie rastu
koreniovych vlaskov za $pecifickych podmienok. Potvrdenie pritomnosti tejto interakcie
a jej schopnost’ regulacie poukazuje na vysoky vyznam ncRNA v rastlinnom organizme
a nabada k d’alSiemu Studiu tychto dlhych nekodujiicich RNA.

APOLO pre nés nesie vel'ky vyznam, jedna sa o lincRNA (long intergenic noncoding
RNA) s potvrdenou regulacnou funkciou. A ako teda tito dlha ncRNA funguje? Vo
vSeobecnosti dokaze rozpoznavat’ mnozstvo nezavislych lokusov v gendme Arabidopsis
a moduluje priestorovl Struktiru chromatinu v tychto miestach, ¢o vyustuje do zmeny
transkripénej aktivity (Moison et al., 2021). Najdolezitejsim faktom ale je, ze APOLO
vytvara pren Specificki chromatinovi slucku ktord zasahuje aj do promotorovej
sekvencie jeho susedného génu. V tomto mieste sa nachadza gén kodujiaci PINOID. Ako
uz bolo vopred spominané¢ PINOID je kI'icovym regulatorom bunkovej lokalizacie
PINov v procese polarneho auxinového transportu. A to tak, Ze moduluje polaritu PIN

proteinov procesom fosforylacie, ktorti sam PID sprostredkovava (Ariel et al., 2014).
2.5.1 DIlhé nekédujice RNA

Vicsina nekodujucich foriem RNA postrada konzervaciu primarnych sekvencii a niekedy
aj sekundarnych $truktar. Specificita a funkcia Gtvarov vyssej funkcie bola v podstate
doneddvna neznama. Dnes uz vSak vieme, Ze usporiadanie Struktury IncRNA priamo
stvisi s jej aktivitou a tiez moze byt modulované vplyvom rozliénych faktorov medzi

ktoré patria napriklad zmena teploty, interakcia s proteinmi, vidzba RNA alebo aj DNA,
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interakcia s iontami, posttranskripéné modifikacie a dokonca aj mutacie v samotnej
sekvencii IncRNA. Modulaciou $truktiry IncRNA teda dochédza k ovplyviiovaniu jej
funkcie ¢o vytvara regulacny potencial (Aydin et al., 2023).

Co sa tyka biogenézy IncRNA, ta je podobna mechanizmu formovania mRNA, to ale
V kone¢nom doésledku nezarucuje ich funkénu a Struktirnu podobnost. LncRNA
vykazuju vys$siu formu variability tykajicu sa ich diZky, no podobne ako mRNA st ich
konce polyadenylované a ¢asto obsahuji aj guanozinovi ¢iapocku. Tieto dva faktory
zabezpecuju stabilitu vznikajicej RNA a ochranuju ju pred degradaciou. Napriklad u
mRNA hraja rolu aj v procese vdzby ribozomélnych komplexov na ribonukleotidové
vldkno, a tieZ st neopomenutel'né v procese exportu mRNA z jadra do cytoplazmy. Pocas
rastu a vyvoja rastlinného tela su IncRNA exprimované v nizs§ich hodnotach oproti tym,
ktoré vykazuji mRNA (Chen et al., 2020). Zaujimavy je aj fakt, ze niektoré IncRNA
mozu obsahovat’ kratky otvoreny ¢itaci ramec (ORF), ktory sluzi k tvorbe malého peptidu

alebo proteinu (Matsumoto et al., 2017), (Zhao et al., 2022).

Co sa tyka priamo samotného vzniku tejto formy RNA, tie st $pecificky
produkované za pomoci transkrip¢nej aktivity RNA polymerasy Il (EC 2.7.7.6.). Tento
univerzalny enzym dokaze produkovat’ IncRNA z rozli¢nych regionov, ako su napriklad
intronové sekvencie ¢i intergénové useky. Nie je tiez obmedzeny ani na produkciu
INCRNA s rozlicnym smerom funkcie/vyznamu, a teda v smere (sense) a v protismere
(antisense). Toto vSak nie je jedina cesta produkcie tychto nekodujucich tsekov
ribonukleovych sekvencii. Specificky u rastlin je mozné najst’ aj polymerasy IV (EC
2.7.76.)aV (EC 2.7.7.48.) (L. Li et al., 2014). Sposob produkcie IncRNA je podstatny
pre pochopenie ich role v organizme, a preto je potrebné sa zamerat’ aj na fakt, ze vacsina
vznikajucich IncRNA v rastlinnom organizme je polyadenylovand. Této vlastnost’ taktiez
modze ovplyvnit’ aktivitu a zivotnost samotnych IncRNA pretoze mdze byt faktorom
zabezpecujucim ich Gplnt degradaciu. Polyadenylécia sa vyskytuje primarne na 3" konci
sekvencie a jednd sa o kratky usek s obsahom polyadenylacie nazyvany aj chvost. Udava
sa, ze viacSina IncRNA je stabilizovand pomocou polyadenylacie, no varianty IncRNA
ktoré neobsahujl tento isek si zachovavaji svoju stabilitu vd’aka vytvaraniu Specifickych
sekundarnych Struktur. Treba ale dodat’ Ze tato konzerva¢na modifikécia nesie aj iny
vyznam. MozZe byt dolezitd pri zabezpecovani efektivneho nuklearneho transportu

(Beaulieu et al., 2012), (Bridges et al., 2021).
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Dlh¢ nekddujice ribonkleové kyseliny st variantmi ncRNA, ktoré je mozné
charakterizovat’ ich minimalnou diZkou (200 nt). Existuje nespodet spdsobov ako
vyhodne a logicky rozélenovat’ IncRNA do rozlicnych skupin na zaklade rozdielnych
kritérii. Jednym z nich je aj sposob rozdelenia na zéklade ich potencidlu pre takzvany
overlapping. V jednoduchosti ide o ich vlastnost’ ktora opisuje prekryv tsekov tychto
INCRNA s usekmi protein-kodujticich génov. Prvou skupinou st teda IncRNA
nezasahujuce do génov s protein-kodujucim potencidlom a do tejto skupiny radime
intergénové IncRNA. Potrebné je spomenut’ aj enhancerové RNA (eRNA), ktoré sa
vyznacuju tym, ze vznikaju transkripciou z enhancerovych regiénov v DNA a su schopné
interagovat’ s promodtorovnymi sekvenciami. Druht skupinu tvoria dlhé nekdédujuce RNA
prekryvajice sa s isekmi génov s protein-kodujiicim potencidlom. Tuto skupinu d’alej
delime na varianty Vv anglickom zneni sense a antisense vzhl'adom na orientaciu voci

vlaknu, ktoré prekryvaju alebo obsadzuju (Obrazok 4).

Treba vsak ale upozornit’ na skuto¢nost’, ze pervazivna transkripcia u Arabidopdis
thaliana nie je az taka rozsiahla ako napriklad v 'udskom genome, ¢i dokonca aj
V porovnani s inymi rastlinnymi druhmi. U Arabidopsis ma asi az 25% génov protein-
koédujuci potencial, co moze teoreticky znizovat’ mnozstvo a zloZenie pritomnych ncRNA
Vv organizme. NajpocetnejSim variantom ncRNA u tohto rastlinného druhu su IncRNA
(Budak et al., 2020). To umoziuje vyssiu schopnost’ anotacie jednotlivych IncRNA ¢o
otvara cestu za samotnym pochopenim ich regulacnej schopnosti. Pre potvrdenie je
mozné uviest’ vysledky stadie IncRNA s nazvom COOLAIR, ktord je regulatorom
jedného z hlavnych vyvojovych génov kvitnutia FLC (FLOWERING LOCUS C), a to pri
procese jarovizacie. Izoforma COOLAIR, ktord ma typicky diskovity tvar vykazuje u
Arabidospsis je vysoku komplexitu s mnozstvom motivov v sekundarnej Struktare, ako
su napriklad aj dve netypické asymetrické sluCky lokalizované na C-konci retazca.
Zaujimavé ale je, ze dokonca aj singletny jedno-nukleotidovy polymorfizmus (SNP) v jej
prirodzenej Struktire ovplyvni stabilitu tejto RNA, c¢o vyustuje vo fenotyp
s charakteristickym neskorym kvitnutim — var2-6 (Hawkes et al., 2016), (Yang et al.,
2018).
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Obrazok 4 — Klasifikacia IncRNA do piatich skupin: v smere, v protismere, intrénove, lincRNA
a eRNA. Zdroj: LncRNA Transcriptional Control of Inflammatory Responses — LncRNA Blog,
https://www.Incrnablog.com/Incrna-transcriptional-control-of-inflammatory-responses/ (14. 4.
2024).

2.5.2 Mozné funkcie IncRNAs

Funkcie ktoré IncRNA mdzu niest’ priamo stvisia s ich lokalizaciou. Typickym miestom
ich vyskytu je jadro a cytoplazma. Ich pritomnost’ v jadre priamo suvisi s ich schopnostou
interakcie s chromatinovymi $truktirami ako bolo uz predom uvedené. LncRNA vsak
funguju ako v jadrovych, tak aj v cytoplazmatickych kompartmentoch a za posledné roky
bolo preukéazané Ze tieto varianty ncRNA vykazuju schopnost regulacie génovej expresie,
dokdzu ovplyviiovat’ stabilitu gendému a dokonca vedia vplyvat aj na organiziciu

jadrovych domén nezavisle od ich vyskytu. Ci uz v rastlinnom alebo Zivoc¢isnom tele.

Niekedy lokalizacia IncRNA priamo suvisi aj s ich aktivitou. No typy vplyvov, ktoré
IncRNA moéZu mat’ je mnoho. Pod’'me si teda povedat’ nieco viac o ich funkcidch, ktoré
sa odvijaju priamo od ich jadrovej lokalizacie. Jednym z procesov v ktorych mézu byt
INcRNA zapojené je napriklad alternativny splicing. V tomto procese sa mdzu tieto
varianty ncRNA priamo viazat, alebo len interagovat’ so splicing faktormi. Alternativny
splicing v skratke umoziiuje produkciu rozdielnych produktov z rovnakého génového
zakladu. V dnesnej dobe bolo objavenych uz niekol’ko skupin RNA - viazucich proteinov
ale najvyznamnejsie do dnesnej doby stale ostavaju humanne varianty, ktorych aktivita
sa spaja s prejavmi rozliénych zavaznych ochoreni (Malakar et al., 2024). Dal3ou v jadre
lokalizovanou aktivitou ktort IncRNA vykazuju je aj modulacia funkcie a organizacie
jadrovych teliesok. Jedna sa o Specifické formy IncRNA s ndzvom “architectural long
noncoding RNAs” (arcRNAs) (Chujo & Hirose, 2017). Netreba vSak zabtudat’ ani na

schopnost’ IncRNA ovplyviiovat’ §truktiru chromatinu napriklad na zéklade interakcie
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tychto RNA s enzymami schopnymi modifikovat' chromatinovl $truktiru alebo aj
s faktormi remodejujacimi Struktiru nukleozomov. Nevyhnutné je uviest' aj fakt, Ze
rozli¢né typy IncRNA asociuju aj so samotnym chromatinom, kedy dokazu fungovat’ ako
,»hosna“ konstrukcia umoznujuca zostavenie komplexov pre tieto enzymy (schéma
funkcii IncRNA - Obrazok 5). Pocas tohto procesu moze aj nemusi byt nevyhnutna
pritomnost’ aj inych malych variantov RNA. Pre priklad m6zeme uviest’ siRNA — riadenu
metylaciu vldkna DNA nazyvani (RdDM). Ako uz bolo spomenuté, tito draha je
Specificka pre rastlinné organizmy a je SIRNA dependentna. Samozrejme, Ze existuju aj
systémy samostatne zalozené na funkcii a aktivite IncRNA, no mechanizmus ktory
zabezpecuje Specificitu IncRNA v tomto procese zostdva pre nds nezndmym. ESte je
potrebné podotknut, Ze produkcia samotnych IncRNA je Casto regulovand na zaklade
spétnej vizby vyssie uvedenymi faktormi (Han & Chang, 2015). Napriklad u zivo¢isnych
buniek boli preukazané viaceré mechanizmy interakcie so Specifickymi proteinmi, ¢o
vyustuje v modulaciu expresie. Napriklad dochddza k aktivacii transkripcie pomocou
trimetylacie H3K4 histonu alebo pri interakcii s inymi proteinmi moéze dochadzat
K represii transkripcie pomocou metylacie inej varianty histonov (H3K27) (Wierzbicki et
al., 2021).

C
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Obrazok 5 — Schéma klasifikacie funkcii IncRNA. Rekrutovanie rozli¢nych proteinovych
komponentov chromatinového remodelling kompexu pre zmenu chromatinovych organiza¢nych
vzorov (A). Aktivita ,,Spongie® na zaklade bazového parovania sa s komplementarnymi miRNA
¢o spoOsobuje znizenie ich efektu (B). LncRNA dokazu plnit rolu leSenia, a to vd’aka poskytnutiu
dokovacich miest pre proteiny, ktoré funguji spolo¢ne v rovnakych drahach (C). Aktivuji
transkripciu Specifickych génov pomocou navadzania transkripénych faktorov do promotorov
(D). LncRNA st schopné potlacenia transkripcia pomocou sekvestracie transkripénych faktorov,
¢o spdsobi zamedzenie ich pristupu do promotorov (E). Dokdzu modulovat’ fungovanie mRNA
pomocou parovania s ich sekvenciami a inhibovat’ ich translaciu (F), menit’ ich splicing vzory
(G) a navadzat ich na degradaciu (H). Zdroj: (Salehi et al., 2017).
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Tak ako IncRNA vykazuju rozliéné spektrum aktivit v jadre, tak st schopné pdsobit’
aj v inych castiach bunky. Procesom v ktorom hraji IncRNA svoju rolu je aj transport
z jadra, anglicky - nuclear retention. Tato draha je pochopitelne vyrazne viac
prestudovana v humannom odvetvi. Celkovo proces transportu IncRNA z jadra za ticelom
inej aktivity mimo tejto organely je indukovany na rozli¢nych trovniach. Bolo potvrdené,
ze procesy transportu su u mRNA a IncRNA zabezpeCované rovnakymi faktormi, ako
napriklad TREX (transkripény-export) a NFX (jadrovy transportny faktor) (Guo et al.,
2020).

Zapojenie IncRNA do modulacie procesu transkripcie blizko stvisi s lokalizaciou
jednotlivych IncRNA. Délezitd je ich pritomnost’ v oblasti cytoplazmy a teda mimo jadra.
Cely systém modulécie v podstate stoji na fakte, Ze IncRNA dokazu ovplyviiovat’ stabilitu
niektorych mRNA. LncRNA dokazu inhibovat’ tvorbu miRNA-mRNA komplexu alebo
sa dokazu viazat’ s RNA-binding proteinmi (RBPs) (Karakas & Ozpolat, 2021), (Rashid
et al., 2016).

2.6 RNA exosom

Efektivny spdsob spravovania a degradacie RNA je klicovym pre kontrolu génovej
expresie na posttranskripénej urovni. Hlavnym systémom pre 3'- 5" RNA degradaciu u
eukaryotickych buniek je exosom. Jedna sa o multi-podjednotkovy komplex Specificky
ako pre cytoplazmu, tak aj pre jadrové kompartmenty u rastlinnych buniek. Zakladom
komplexu je Struktarne stale jadro zlozené z deviatich podjednotiek ktoré¢ dokéze
asociovat’ s rozliénymi enzymaticky aktivnymi podjednotkami ¢i kofaktormi. Tie maja
schopnost urCovat’ napriklad aj substratova Specificitu celého komplexu.
Z molekularneho hl'adiska je mozné hovorit’ o zmesi proteinov a ribonukleovych kyselin.
Celu aktivitu RNA exosomového komplexu mozno zhrnut v skratke ako reguléciu
a modulaciu Sirokej Skaly RNA variantov. BliZSie je komplex nevyhnutny pre processing
rRNA ale aj snoRNA, ¢i snRNA. Zapojeny je tiez do procesu zmeny a kontroly kvality
MRNA azodpoveda aj za degradaciu vedlajSich produktov vznikajicich v procese

maturacie mRNA.

V T'udskych a kvasinkovych bunkach vsetky funkcie exosomu Specifické pre jadro
vyzaduju pritomnost’ helicasy MTR4 (EC 3.6.4.13.). U Arabidopsis sa jadrovy exosom

asociuje sdvomi RNA helikasami, ktoré¢ su navySe pribuzné. Jedna sa o AtMTR4
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a HEN2. Za pouzitia ko-imunoprecipitacie bolo preukazané ze obe RNA helikasy boli
ko-purifikované spolu jadrovym exosomalnym kompexom. Aj ked AtMTR4 je skor
jadrovym proteinom c¢o sa lokalizacie tyka, helikasa HEN2 je pritomna skor
v nukleoplazme, s tym Ze sa javi jej vyluCovanie z prostredia jadierka. Pre AtMTR4 je
vSeobecnou funkciou degradacia prekurzorov rRNA avedlajSich produktov
zabezpecCujucich maturaciu rRNA. No primarnou funkciou helikas HEN1 a 2 je
degradacia napriklad substratov pre nukledrny exosom komplex, ktoré vykazuju
polyadenylaciu, ako st napriklad prekurzory snoRNA, miRNA, nedokonale splicované
MRNA anakoniec aj IncRNA, ktoré¢ vykazuji nizku stabilitu. Mutantné jedince
Arabidopsis thaliana hen2-4 nevykazujt typicktl aktivitu tejto helikasy, a preto
nedochddza k degradacii polyadenylovanych RNA variantov, ¢o nam teda umoziuje
Studium naSich sledovanych IncRNA, ktoré st za normdalnych podmienok vysoko

nestabilné (Oyoshi & Kurokawa, 2012), (Lange et al., 2014), (Schmitz et al., 2016).
2.7 Epigeneticka regulacia

Cela podstata epigenetickej regulacie spoc¢iva v tom, ze u mnohobunkovych organizmov
je geneticka vybava buniek ich tvoriacich v podstate homogénna. No Struktirna a funkéna
tvar tychto buniek je odliSna a variabilna. Tento fakt mézeme pripisovat’ aj procesom
regulacie génovej expresie, ktorych G¢inok sa postupne ukazuje pocas rastu organizmu,
a teda pocas diferencidcie a rastu jednotlivych variantov buniek. Takéto ,,alternacie® st
nazyvané epigenetickymi. A t0 z toho dovodu, Ze st z kratkodobého hl'adiska dedi¢né (v
zmysle bunkového delenia), ale nejedna sa priamo o zmenu genetickej informacie na
urovni samotnej DNA. Jedna sa o typy modifikécii, ktoré boli uz v predchadzajticich
castiach spominané, ale nie priamo opisované ako varianty epigenetickych mechanizmov.
Pre priklad sa teda mdze jednat o metyldciu DNA retazca, histonovi modifikaciu,

remodelaciu chromatinu (Teras, 2017).
2.7.1 Modifikacie histonov

Jednou zo Studovanych epigenetickych foriem regulacie je histonova modifikécia. T4 je
definovand ako posttranslatna modifikacia jednej z niektorych postrannych retazcov
aminokyselin v samotnom histone. Epigenetickd regulacia Struktary chromatinu za
pomoci modifikacie histonov umoznuje bunkam regulovat’ expresiu génov, a to priamym

ovplyvnenim pristupu transkripcnych faktorov do cielovych usekov. Bezne je chromatin
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Vv bunkéch usporiadany do dvoch hlavnych typov v zavislosti napriklad od Specifického
Stadia bunkového cyklu, ¢i od polohy chromatinu na samotnom chromozéme. Jedna sa o
rozvolneni formu chromatinu nazyvani euchromatin, heterochromatin predstavuje
nedostupnt Struktaru s vyssim stupiiom kondenzacie, ktora je mozné charakterizovat’ ako
transkripcne neaktivnu zonu. BeZne sa heterochromatin nachadza v oblastiach centromér
— funk¢né Casti chromozomov, ale konzervuje aj repetitivne tiseky vSade inde v genome.
A preco je pre nas heterochromatin taky zdvazny? Heterochromatinova Struktura je
epigeneticky a stabilne dedena v procesoch bunkového delenia, kedy je jeho Struktara

neovplyvnena prostredim a jeho faktormi.

Netreba teda zabudat Zze bez samotnej organizicie DNA by spominané
Strukturovanie ani nebolo mozné, a preto treba uviest' na pravi mieru ze aj toto dvoj-
vlakno ribonukleovych kyselin je organizované do jednotiek nazyvanych nukleozomy a
to vd’aka pritomnosti a funkcie histonov. Histony su Specifické a vysoko konzervované
proteinové komplexy vykazujuce kladny naboj. Vd’aka tomuto faktu vykazuju schopnost’
viazat’ zaporne nabité fosfatové skupiny vo vlakne DNA. na zaklade funkcie rozdel'ujeme
histonové proteiny na jadrové a linkerové histonové varianty (Engelhard et al., 2018).
Nukleozom je zakladnou Struktirnou jednotkou chromatinu a sklada sa z deviatich
histénovych proteinov ovinutych vlaknom DNA o dizke 150 nukleotidov. N — terminalne
konce histonov previsaju zo Struktury nukleozoOmu a st nazyvané aj ,histone tails®.
Aminokyseliny nachadzajtice sa v tychto Gtvaroch st ¢asto nachylné na rozli¢né typy
posttranslacnych modifikacii. Tie maju v kone€nom doésledku priamy vplyv na
modifikacie a zmeny v procese transkripcie, v procesoch DNA oprav a replikacii, ¢i aj
pri kondenzacii chromatinu. Vysledok modifikacie priamo zavisi od variantu zmeny,
a taktieZ je ovplyvneny polohou samotnej alternicie. Tymito zmenami sa postupne
vytvara ,histone code”. Tento termin opisuje schopnost’ modulécie chromatinovej
Struktary za pouZitia pritomnych histonov ovplyviiovat’ aj proces transkripcie priamo. A
to tak, Ze Specifickd StruktGra chromatinu ovplyvnend napriklad histénovou
modifikaciou, moze regulovat’ pristup Specifickych Struktir (enzymy, TF a iné) k
pozadovanym usekom v sekvencii DNA ¢o v kone¢nom désledku vyustuje do regulacie

transkripcie.

Histonové modifikacie mézu fungovat’ na rozli€nych principoch. Jednd sa
0 kovalentné modifikacie vedlajSich aminokyselinovych retazcov. Tie mdZu priamo

vyustit do interakcii medzi jednotlivymi nukleosomami navzijom. Dokézu vSak
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indukovat’ aj interakciu medzi vldknom DNA ahistbnom samotnym. Jednymi
Z najbeznejsich a najpocetnejsich modifikacii su acetylécie, fosforylacie a metylacie na

rozlicnych aminokyselinovych reziduach.
2.7.2 Acetylacia, fosforylacia a metylacia

Navysenie acetylovych skupin, ateda acetyldcia priamo Umerne zvySuje samotnu
transkripénu aktivitu. Téato skutocnost’ plati aj obratene ateda vo velkom mnoZstve
pripadov je heterochromatinové Stadium priamo spajané s hypoacetylaciou v tamojsich
histonoch. Treba si uvedomit’, Ze lysin vo fyziologickom pH nesie kladny naboj a teda
priamo atrahuje zaporne nabité vlakno DNA. Pomocou acetyl-transferasy pridana
acetylova skupina meni néboj lysinu, ¢im nedochédza k interakcii histonov, a tym

nedochadza ani ku kondenzacii vlakna DNA (Grewal & Moazed, 2003).

Podobne ako acetylacia aj fosforylacia je mimoriadne dynamicky proces. Je mozné
detekovat’ ju vicsinou na rezidudlnych serinoch, threoninoch a tyrozinoch. Prebieha
vdaka kindsovej aktivite, kedy je pri samotnej adicii fosfatovej skupiny prenasany
negativny naboj na takto modifikovany histonovy protein. To nasledne vyustuje do

modulécie chromatinovej Struktiry.

Co sa tyka metylacie, ta je typické aj pre lysinové &i argininové rezidua. a to aj vo
viacnasobnej forme (Bannister & Kouzarides, 2011). Co sa tyka jej priameho t&inku,
uvadza sa ze taktieZ prispieva k stabilite kondenzovanych usekov chromatinu ale
nemodifikuje priamo naboj na reziduach (Marques & Outeiro, 2013). Jej podstata je
vyrazne komplexnejSia ako predchadzajuce varianty modifikacii v slova zmysle jej
dvojitého tc¢inku, a preto sa jej blizSou $pecifikaciou nebudeme zaoberat’. V skratke je
vSak potrebné definovat, Ze metyldcia na argininu podporuje transkripénu aktivitu.
U lysinu je to ale variabilné¢ aky vplyv mé, aten je modulovany najmid miestom

modifikacie Histones Factory, https://www.ks-vpeptide.com/histones (12. 1. 2024).

Acetyléacie, fosforylacie a metylacie ani zdaleka nie st jedinymi formami
modifikdcii  histobnov. St vSak najpocetnejSimi, najvyznamnej$imi, a taktiez

najStudovanej$imi spomedzi modifikacii histonovych proteinov a ich rezidui.
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2.7.3 Metylacia v epigenetickej regulacii

Metylacia na 5” konci u cytozinovych rezidui je kovalentnd forma modifikacie DNA.
Tymto procesom vznika 5-methyl-cytosine a u rozli¢nych druhov organizmov je mozné
pozorovat’ rozdielne hodnoty metylacie vich genetickom koéde. Samotna metylécia
prebicha vd’aka enzymatickej aktivite DNA methyltransferas. No bezne dochadza
k fluktuacii mnozstva metylovanych skupin, a tym padom moze dochadzat’ aj k samotnej
demetylacii. Cely tento kolobeh ma teda za tlohu regulovat’ génovi expresiu v zavislosti
od hodnét a polohy metylovanych rezidui. Cim méze dochadzat’ aj napriklad k regulacii
odpovedi na podnety prostredia ¢i iné faktory, ako to bolo uvedené na zacCiatku tejto

kapitoly.

Vzhl'adom na metyltransferasy Specifické pre rastlinné druhy, u Arabidopsis
thaliana je mozné hovorit" napriklad o methyltransferase 1 (MET1) (EC 2.1.1.). Jej
ulohou je udrzovanie konstantnych hodnot metylacie CG v procese replikacie vlakna
DNA. Zatial’ ¢o chromomethylasa 2 a 3 (CMT2 a CMT3) (EC 2.1.1.37.) bezne metyluje
CHG aCHH (v zmysle sekvencie). Pozornost’ je ale potrebné sa upriamit’ najméi
na DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2) (EC 2.1.1.37.).
Je plne zodpovedna za ,,de-novo* metyléacie. NajpodstatnejSim faktom je ale to, ze DRM2
je navadzana do Specifickych miest vyZadujucich metylaciu za pomoci malych molekul
RNA v drahe ktora je Specificka pre rastlinné organizmy a je nazyvana RNA-directed
DNA methylation (RdADM). RdADM udrzuje potrebné hodnoty metylacie v regiéonoch
heterochromatinu a v transpozénoch. Metylacia im dokonca brani v mobilnom presune

do inej Casti DNA.

Celkovo modzeme proces metylacie v rastlinnych bunkach charakterizovat' ako
vysoko vplyvny mechanizmus na Struktiru a aktivitu rastlinného gendému. MnoZzstva
rozli¢nych molekularnych procesov je ovplyvnenych samotnou DNA metylaciou, ¢o len
podtrhdva vyznam tohto epigenetického mechanizmu regulacie v rastlinnych bunkéch

(Lucibelli et al., 2022).

A tu dochadza k uzavretiu celého kruhu. Kedy IncRNA st v niektorych pripadoch
aktivne v procese génovej regulacie na epigenetickej tirovni. Tak si teda pod'me nacrtnut’
ako sa na cely tento mechanizmus diva veda vzhl'adom na objavy ktoré boli doposial’
dosiahnuté. Bolo potvrdené zapojenie variantov IncRNA v procesoch samotného vyvoja,

ale aj pri udrzovani homeostazy fytohormoénov v rastlinnom metabolizme. No ich aktivita
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nie je vynimkou ani v procesoch odpovede na biotické a abiotické stresy. Ako uz bolo
vopred uvedené, IncRNA moézu byt produkované réznymi typmi enzymov, ¢o moze
vplyvat’ na ich funkciu. LncRNA produkované polymerasou IV maju obsirnejsi u¢inok,
kedy dokazu napriklad rekrutovat’ takzvany silencing komplex do samotnych

ptométorovych regionov protein-kodujucich génov (Lucero et al., 2020).

Samotny auxin zabezpecuje zvicsa upregulaciu transkripcie dlhych PIN proteinov a
dokonca aj iné fytohormdny arastové regulatory dokazu ovplyviiovat aktivitu
prométorov PIN proteinov na rozdielnych urovniach. V pripade PIN1 a jeho zvySenej
expresie vd’aka vplyvu TAA je potrebné spomenut’ transkripcné faktory (Casto typu ARF),
ktorym v tomto procese pripada dolezita uloha. Modulacia aktivity prométorov PIN je
ale aj vysoko Specificka v zmysle preferencie na Grovni orgdnov az buniek a cely proces
je vyrazne zavisly od druhu vyuzivaného rastového regulatoru (Mateo-Bonmati et al.,
2019).
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Materialy

3.1.1 Biologicky material

semena Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia (Col-0)

semena Arabidopsis thaliana, mutant hen2-4

semena Arabidopsis thaliana, pPIN1-IncRNA::NLS-GFP-GUS
semena Arabidopsis thaliana, pPIN1-A4/ncRNA::NLS-GFP-GUS
semena Arabidopsis thaliana, pPIN1::NLS-GUS

semena Arabidopsis thaliana, pPIN1-CRISPR-A/ncRNA

semena Arabidopsis thaliana, SALK 047002

semena Arabidopsis thaliana, SALK 048701

semena Arabidopsis thaliana, SALK 69733

semena Arabidopsis thaliana, SALK 72248

3.1.2 Chemikalie

Agarosa - Sigma Aldrich (USA)

CeFeKaNg (ferokyanid draselny) - Sigma-Aldrich (USA)
CaCl2-2H20 - Sigma-Aldrich (USA)

Chloralhydrat (2,2,2-trichloretan-1,1-diol) - Lachner (Ceska republika)
Chlorid draselny (KCI) - Lachner (Ceska republika)

Chlorid hore¢naty (MgClz) — Promega (USA)

Chlorid litny (LiCl) - Sigma-Aldrich (USA)
Deoxyribonukleozidtrifosfaty (ANTPs) — Sigma-Aldrich (USA)
Dimetylsulfoxid (DMSO) — New England Biolabs (UK)

D-manitol — Lachner (Ceska republika)

Etanol — Lachner (Ceska republika)

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) - Sigma Aldrich (USA)
GelRed - Duchefa Biochemie (Holandsko)

H2NaO4P (hydrogénfosfore¢nan sodny) - Lachner (Ceské republika)
Ke [Fe(CN)s] (hexokyanozelezitan draselny) - Sigma Aldrich (USA)
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Merkaptoetanol - Lachner (Ceska republika)

Murashige & Skoog including vitamins — Duchefa Biochemie (Holandsko)
NaH,PO4 (dihydrogénfosfore¢nan sodny) - Lachner (Ceska republika)
Nuclease-free voda — Invitrogen by Thermo Fisher Scientific (USA)

Oligo(dT) primer — Sigma-Aldrich (USA)

Tris (2-amino-2-hydroxymetylpropan-1,3-diol) — Duchefa Biochemie (Holandsko)

X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolyl glucuronide) - — Duchefa Biochemie (Holandsko)

3.1.3 Standardy molekulovej hmotnosti

1 kb plus DNA ladder — Thermo Fisher Scientific (USA)

3.1.4 Antibiotika

Kanamycin — Duchefa Biochemie (Holandsko)

Hygromicin - Duchefa Biochemie (Holandsko)

3.1.5 Enzymy a enzymové purfy

5x Go Taq Flexi Buffer (Promega, USA)

50x TAE (Tris/Acetat/EDTA)

GoTaq G2 Flexi DNA polymerase (5 U/ul) — Promega (USA)

Proteinase K solution (2 pg/ul) — Thermo Fisher Scientific (USA)

RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (200 U/ul) — Thermo Fisher Scientific (USA)

3.1.5.1 Rastlinné hormoény
NAA (1-naftyloctova kyselina) — Sigma Aldrich (USA)

3.1.6 Roztoky pre elektroforézu

50x TAE pufer:
50 mol-1-1 EDTA, 2 mol-I-1 Tris, 1 mol-1-1 kyselina octova

24



1 % (w/v) agarbézovy gél:

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

3.1.7 Roztoky pre vysev semien

Murashige & Skoog (MS) médium:
4,3 g MS+vitaminy, 10 g sacharoza, 0,5 g MES, pH 5,7 (KOH), 8 g Plant Agar, MilliQ

H20 do 1000 ml, sterilizované autoklavovanim

3.1.8 Roztoky na auxinovy treatment

% Murashige & Skoog (Y2 MS") médium:
4,3 g MS + vitaminy, MES, pH 5,7 (KOH), MilliQ H20 (1000 ml)

3.1.9 Roztoky na izolaciu DNA

Etanol (70%):
70 ml Etanol (100%) + 30 ml MiliQ H20

Izopropanol (35%):
35 ml Izopropanol (100%) + 65 ml MiliQ H20

TPS pufor:
100 mmol/I Tris-CI (pH = 8), 10 mmol/l EDTA (pH = 8), 1 mol/l KCL

3.1.10Komer¢né kity

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

3.1.11Primery

Lyofilizované primery — Sigma Aldrich (USA) boli podla navodu rozpustené v

uvedenom mnoZzstve nuclease-free vody pre ziskanie zasobnej koncentracie 100 pmol-1"
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! Dalej boli v gistej 1,5 ml mikroskiimavke 20 x zriedené na pracovni koncentraciu 5
umol-1? . Vietky uvedené primery (Tabul’ka 1) boli navrhnuté veducim prace na zéklade

cDNA sekvencii jednotlivych génov INCRNA-PIN1-1 a InCRNA-PIN1-2 A. thaliana.

Tabulka 1 - pouzité primery

Primer ¢&. sekvencia Specificita pre liniu ~ Specificita
primeru

8 ATTTTGCCGATTTCGGAAC T-DNA inzert LBbl.3
9 ACAAAACGACGCAGGCTAAG PIN1 LB
10 AGCTGGCATTTCAATGTTCC PIN1 RB
31 GGCTGAGTCGGATGATATGTGAA AT1G09393.1 (1) LB
32 AAACACGCTTCGCTAAAGCA AT1G09393.1 (1) RB
33 CCCTCCTGTTTCTCGCTCTG AT1G09393.1 (2) LB
34 TCACATATCATCCGACTCAGCC AT1G09393.1 (2) RB
37 ACATATCATCCGACTCAGCCT AT1G09393.1 (3) LB
38 CTCCTGTTTCTCGCTCTGTTC AT1G09393.1 (3) RB
84 TATCGGATGACGATTCTTCGTGCAG PP2A LB
85 GCTTGGTCGACTATCGGAATGAGAG PP2A RB
100 AAACCATTGGGTTTGTGTCTG SALK 69733 LB
101 ACCCGAAAATAATGCATGTTG SALK_ 69733 RB
104 TGCAATAAGACCAAATCGAGC SALK 72248 LB
105 TTCGTCGTCTTCATCAAAACC SALK 72248 RB
112 CTGACGCTGAGAATGGAGAAG SALK_048701 LB
113 AGATATCGCTAACCCACCGAG SALK 048701 RB
114 TAATGTTAATGGCGATGCCTC SALK_047002 LB
115 AAGAATTCAACTGGGGAAAGC SALK 047002 RB

3.1.12Software

Imagelab - Bio-Rad (USA)
Fiji — ImageJ2 (USA)

3.1.13Zariadenia

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

Mini Gel Tank — Thermo Fisher Scientific (USA)

NanoDrop OneC — Thermo Fisher Scientific (USA)

pH meter EDGE — Hanna Instruments (USA)

Pipety research 1000; 200; 20; 10ul; 2,5 ul — Eppendorf (Nemecko)
Step One Plus Real Time PCR - Thermo Fisher Scientific (USA)
Stereomikroskop SZX16 — Olympus (Japonsko)
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Termalny cyklér Analytik Jena GmbH - Biometra (USA)
Termalny cyklér Doppio — Avantor (USA)

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

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

Zdroj napétia pre elektroforézu — Biometra (Nemecko)

3.2 Metédy

3.2.1 Sterilizacia a vysievanie semien transformovanych rastlin
Arabidopsis thaliana

Roztoky vyuzité na samotny proces sterilizacie boli 70 % a 100 % etanol. Pocas
sterilizacie bolo potrebné pracovat’ v priestore flowboxu pre zabezpecenie ¢o najvyssej
eliminacie kontaminacii. Primarne bol vyuzivany 70 % roztok etanolu, ktory bol
0 objeme 500 pl pipetovany do Eppendorf tuby (2 ml) s obsahom semien. Roztok bol
ponechany na sterilizaciu po dobu 5 mintt a nasledne bol z Eppendorf tuby vyliaty. Ako
dalsi bol vyuzity 100 % roztok etanolu. Ten bol taktieZ ponechany pre sterilizaciu po
dobu 5 minuat. Etanol aj s obsahom sterilizovanych semien bol vyliaty na predom
pripraveny filtracny papier. Takto sterilizované semena boli pozbierané a uskladnené pre

d’al$iu manipuléciu.

Semend boli po predom uvedenom procese sterilizacie vysievané na prislusné
médium. Pocas nasej prace sme vyuZzivali 2 AM™ médium (zlozky a ich prisluSné objemy
- Tabul’ka 2). Pred samotnym rozlievanim do misiek bolo namiesané médium o objeme
500 ml so $pecifickou hodnotou pH = 5,7 (Giprava za pouzitia NaOH). Pri procese selekcie
bolo ale potrebné vyuzivat' aj Specifické selekéné antibiotikum, to vSak muselo byt
pridavané az po samotnom procese autoklavovania. Takto pripravené a sterilné médium
bolo rozlievané do sterilnych Petriho misiek. Po zatuhnuti média prebiehal proces

vysievania semien.

Tabulka 2 - zloZenie 1/2 MS ~ média

Zlozka Objem (g)
MS soli (0,22%) 1,1
Agar (0,8%) 4

27



3.2.2 GUS staining

Uplne prvotnym krokom procesu bola priprava transgénnej linie. Jednalo sa o fazny
konstrukt promoétrovej sekvencie (o velkosti zhruba 4000 bp) s génom pre GUS (B-
glukuronidasu), GFP (zeleny fluorescen¢ny protein a NLS (jadrovy lokaliza¢ny signal).
Priprava linie (pPIN1-IncRNA::NLS-GFP-GUS) prebichala pocas nasej bakalarskej
prace. PocCas nasSej diplomovej prace dochadzalo k vyselektovaniu findlnych
homozygétnych linii. Posledna pouzivana linia pPIN1::NLS-GUS bola poskytnuta

Skolitel'om prace.

Metoda bola vSeobecne vyuzivana pre mikroskopické sledovanie V celych
semenacikoch. Proces farbenia bol ale invazivny, vd’aka ¢omu dochadzalo k usmrteniu,
odfarbovaniu a fixovaniu vzoriek. Samotné ofarbovanie bolo zabezpecené roztokom X-
Gluc v DMSO (objemy - Tabul’ka 3). Dalimi zlozkami bol roztok hexokyanozelezitanu
draselného - Kg [Fe(CN)e] aroztok ferokyanidu draselného — CeFeKsNe. Roztok
hexokyanozelezitanu draselného vznikal rozpustenim 0,823 g v 40 ml H20. Nasledne
bolo nevyhnutné roztok doplnit’ na pozadovany objem 50 ml, ¢im vznikal potrebny
zasobny roztok, ktory bol pred pridanim do reak¢énej zmesi nariedeny 1000x. Priprava
zasobného roztoku ferokyanidu draselného vyzadovala rozpustenie 1,056 g v 40 ml H20
a nasledné doplnenie objemu do 50 ml. Pred pouZitim bolo potrebné 1000x nariedenie.
Roztok 0,5 M EDTA obsahoval 18,61 gramov soli v 80 ml H20. Dalej bolo potrebné
upravit’ jeho hodnotu pH pomocou NaOH na pozadované pH 8,0. Objem bol nasledne
doplneny na findlnu hodnotu 100 ml. Vytvorenie fosfatového pufru vyZzadovalo pripravu
2 roztokov, ktorymi boli 0,2 M dihydrogénfosfore¢nan sodny — NaH2PO4 a 0,2 M
hydrogénfosfore¢nan sodny — H2NaO4P. Priprava 0,2 M dihydrogénfosfore¢nanu
sodného vyzadovala rozpustenie 24g v 900 ml H2O anasledné doplnenie objemu na
poZadovanu hodnotu 1000 ml. Pre_vytvorenie 0,2 M roztoku hydrogénfosfore¢nanu
sodného bolo 28,4 g rozpustenych v 900 ml vody a objem bol doplneny na 1000 ml.
Samotny fosfatovy pufor vznikal zmieSanim 32 ml dihydrogénfosfore¢nanu sodného a
68 ml hydrogénfosforecnanu sodného zpredom vytvorenych zéasobnych roztokov.
Nakoniec bolo potrebné pripravit aj 10% Triton X-100, nariedenim 10 ml objemu Triton-

X pomocou 90 ml H2O.

Semenaciky staré 5 dni boli umiestnené do predom pripraveného média (zloZenie -

Tabulka 4), tak aby boli jeho objemom dostatocne prevrstvené. V pripade potreby
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farbenia kotyledonov museli byt vzorky umiestnené do vakua po dobu 5 mintt, pre
lepsSiu penetraciu X-Gluc roztoku. Nasledovne boli vzorky zabalené do hlinikovej folie
(pre zabezpecenie tmavého prostredia) a ponechané na inkubaciu pri teplote 37 °C po
pozadovanu dobu. T4 je priamo imerna potrebnej hodnote zafarbenia. V nasom pripade,
ked’Ze sa jednalo o konstrukty pre INCRNA, ktorej abundancia nie je vysoka, boli bezne
semenaciky farbené 24 hodin. Findlnym krokom celého farbenia bolo odfarbovanie
chlorofylu za pomoci vymyvania v 70% etanole. Ten mal zabezpecit’ aj dodato¢nu fixaciu
rastlinného pletiva. Z ofarbenych jedincov boli v d’alSom kroku vytvorené mikroskopické
preparaty za pouzitia chloralhydratu ako média pre mozné uchovanie vzoriek po dlhsi
Cas. Nasledne dochadzalo k mikroskopickému sledovaniu za pouzitia stereo mikroskopu

Olympus.

Tabul’ka 3 - objemy substratu pre GUS staining

xGluc () DMSO (ul) Objem reakénej zmesi (ml)
0,01 100 10

Tabulka 4 - objemy zloziek média pre GUS staining

Koncentracia Objem roztoku Koncentracia Objem roztoku
Ks[FE(CN)e] Ks[Fe(CN)e] CeFeKuNg CeFeKuNg
(nM) (ml) (nM) (ml)

1 2 8 10

3.2.3 Izolacia rastlinnej DNA

Selektované rastlinné semendciky boli primarne vysadené do pddy pre nasledovné
narastenie. Tieto jedince mohli byt vyuzité na samotnu izolaciu genetického materialu.
Izolovany rastlinny material, ktorym bolo poZadované mnoZzstvo listov, bol vkladany do
predom pripravenych Eppendorftab (1,5 ml) s obsahom extrakéného TPS pufru o objeme
200 pl. Takto pripraveny material bol homogenizovany v ru¢ne, alebo v homogenizatore
po dobu jednej minuty pri frekvencii 27,0 x a nésledne bol ponechany na inkubaciu pri
teplote 55 °C po dobu 10 minut. Dalej boli vzorky centrifugované 20 minut pri teplote 22
°C pri 17000 g. Ziskany supernatant o objeme 150 pl bol pipetovany do novych
Eppendorf tab (1,5 ml) s obsahom izopropanolu o objeme 150 pl. Zmes bola désledne
premie$ana a ponechand 15 minut pri teplote 22 °C na odstatie. Dalej dochadzalo
k centrifugacii po dobu 15 minut pri teplote 22 °C a 17 000 g. Supernatant bol odliaty
a do Eppendorf tib bol pridany 70% etanol o objeme taktiez 150 pl. Obsah bol nasledne
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zvortexovany tak, aby sa pelet Gplne rozptylil. Aj v tomto kroku muselo dochadzat
k centrifugacii, a to po dobu 20 minut (17 000 g). Supernatant bol odliaty a pelet bol
ponechany na vysuSenie. Pocas noci pri teplote 37 °C alebo po dobu 2 hodin pri teplote
55 °C. Finalne bol pelet rozpusteny pipetovanim H,O (25 az 50 ul podla potreby). Tento

roztok bol uskladneny v chlade pre nasledovné pouzitie.

3.2.4 PCR reakcia a genotypovanie

Proces genotypovania bol v praci vyuzity pre overenie variantov rastlinnych selektantov.
Tieto selektanty boli ziskané z vyskumného ustavu SALK Institute. Jedna sa o mutanty
s inzertom T-DNA vo vybranych génoch. D6lezité pre naSu pracu je uviest, Ze sa jedna
0 inzerty v génoch pre IncRNA. Pre proces bola vyuzita DNA izolovana z pozadovaného
rastlinného materidlu podla predom uvedeného postupu, pre ktord boli pripravené
Specifické primery (Tabulka 1). Pocas prace boli vyuzivané dva varianty komerénych
reakénych zmesi Dream Taq a Go Taq. Reakéné zmesi pozostavali zo Specifiickych
zloziek (Tabul'ka 5 a Tabul’ka 6). Po napipetovani pozadovanych 15 pl reakénej zmesi do
PCR stripov (Go Tag), bola pridavana predom izolovana DNA 0 objeme 2 pl. Pre zmes
Dream Taq bol do stripov pipetovany objem 9 pl, ku ktorému bola nasledne pridavana
predom izolovana DNA o objeme 1 pl. Vzorky boli nasledne umiestnené do cykléra na
pozadovany program (blizSie informacie - Tabul’ka 7, Tabul'ka 8). Po prebehnuti procesu

amplifikacie museli byt’ vzorky uskladnené pri teplote 8 °C pre nasledovnu précu.

Tabulka 5 — GoTag zmes na PCR pre genotypovanie

Zlozka zmesi Objem (ul)
5x GoTag 10
GoTag enzym 0,25
MgClI2 5
10 nM dNTPs 1
10 pl primer LB 1
10 ul primer RB 1
H20 31,75
Celkovy objem 50 (dostacujuci pre 3 vzorky)
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Tabul’ka 6 — DreamTaq zmes na PCR pre genotypovanie

Zlozka zmesi Objem (ul)
2x DreamTaq 1
DreamTaq enzym 0,05
10 mM dNTPs 1
10 pl primer LB 0,5
10 ul primer RB 0,5
H20 5,95
Celkovy objem 9

Tabul'ka 7 — nastavenie programu cykléra pre zmes GoTag v procese genotypovania

Krok cyklu (¢€.) Teplota (°C) Cas (min) Pocet opakovani
1 110 - 1
2 95 5 1
3 - - 35
3a 95 0,5 35
3b 55 0,5 35
3c 72 1 35
4 72 7 1
5 8 neobmedzene 1

Tabul'ka 8 — nastavenie programu cykléra pre zmes DreamTaq v procese genotypovania

Krok cyklu (¢.) Teplota (°C) Cas (min) Pocet opakovani
1 110 - 1
2 95 5 1
3 - - 35
3a 95 0,5 35
3b 55 0,5 35
3c 72 1,5 35
4 72 7 1
5 8 neobmedzene 1

3.2.5 Elektroforéza na agar6zovom géli (1 %)

Roztok gélu bol pripraveny za pouzitia 1% agarozy v 1X TAE pufri (objemy a miesanie
st uvedené v kapitole 3.1.6). Pre vizualizaciu bolo vyuzité farbivo GelRed. Podla
pozadovaného objemu gélu, bol pipetovany pozadovany objem farbiva, ktoré muselo byt
Vv roztoku rozmie$ané. Na 100 ml gélu bol vyuZivany objem 8 pl samotného farbiva.
Takto pripraveny gél bol naliaty do misky s hrebefiom a bol ponechany na zatuhnutie po
dobu 20 minat. Pevny gél bol preneseny do elektroforatora. Nasledne boli pozadované
vzorky pipetované o objeme 10 pl do jednotlivych jamiek. Pre orienticiu vo velkosti
fragmentov bol vyuzity 1kb Plus Gene Ruler. Samotné elektroforéza prebiehala pri napéti

100 V a 0,69 mA, pocas doby 30 minut. Vysledny gél bol detekovany za pomoci RTG
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ziarenia pre detekciu polohy vytvorenych bendov. Ziskané obrazky boli spracované za

vyuzitia programu Imagelab.
3.2.6 PCR reakcia a sekvenovanie

V tomto postupe bolo potrebné vyuzit’ Specificku zmes na amplifikaciu. PoCas naSej prace
bola vyuzivana zmes pre enzym GoTaq (Tabul’ka 5). Druhou variantou bola zmes pre
enzym Dream Tag (Tabul'ka 6). Potrebné je aj spomenut, Ze pocas prace sa vyuzival
pufor z komerénej zmesi, ktory neobsahoval migra¢ny pufor s farbiacou zlozkou. Zmesi
pripravené podla tabulky x a y boli nasledne pipetované do stripov o objeme 52 ul pre
zmes GoTag. Reakcie prebiehali podl'a pozadovanych podmienok (Tabul'ka 7, Tabul'ka
8). Finalne boli ziskané PCR produkty uskladnené a nasledne odoslané na sekvenovanie

pomocou LB1.3 primerov pre potvrdenie pozicie T-DNA kazety v PIN1 promotore.

3.2.7 Izolacia RNA z rastlinného materidlu za pouzitia komercného

kitu od spolo¢nosti Omega BIO-TEK

Pred samotnou pracou bolo potrebné ocistit’ pracovné prostredie od pripadnych enzymov
Stiepiacich RNA a pocas prace bolo nevyhnutné manipulovat’ s pomdckami ktoré boli
rovnako oSetrené. Komerény E.N.Z.A. plant RNA kit bol vyuzivany v nasledujicich
izolaciach RNA z dovodu nahradenia predoslej zmesi opisanej vyssie. Prvotnym krokom
bola priprava vzoriek, kedy boli 5 dni staré semenéciky (predom sterilizované a vysadené
na polovicnom AM™ médiu) zozbierané do Eppendorf tiib. Tie boli po naplneni vloZené
do tekutého dusika pre zamrazenie auchovanie potrebného genetického materialu.
Nasledne boli vzorky prenesené do trecej misky tiez s obsahom tekutého dusika aby boli
rozdrvené. Takto pripravené vzorky boli premiestnené do predom vychladenych
Eppendorf tib za pomoci vychladeného naradia a naplnené tuby boli opdt’ umiestnené do
chladu. Takto pripravené vzorky boli d’alej spracovavané za pouzitia predom uvedeného
kitu. Pocas nasledujicich krokov bolo potrebné pracovat v digestore z dévodu
vyuzivania toxickych zloZiek v procese izolacie. Ku kazdej vzorke bol priddvany RB
pufor (500 pl) zmieSany s merkaptoetanolom (20 pl merkaptoetanolu na 1 ml RB pufru).
Vzorky boli nasledne zvortexované a prenesené do filtratnej kolonky spojenej so zbernou
kolonkou. Dalej dochadzalo k centrifugécii (14 000 g, 5 min, 22 °C). Takto ziskany lyzat
bol preneseny do novej Eppendorftuby (1,5 ml) a k objemu bol priddvany rovnaky objem
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etanolu (70 %). Do novych koloniek s obsahom RNA vézobnej membrany zostavenych
so zbernymi kolonkami boli pipetované zmesi vzoriek s etanolom o objeme 700 pl
a zostava bola scentrifugovana (12 000 g, 1 min, 22 °C). Vznikajuci filtrat bol odliaty
a do koloniek boli pipetované zvysné objemy vzoriek. Dochadzalo k centrifugacii za
rovnakych podmienok ako V predo$lom kroku. Filtrat bol opit vyliaty. Dalej bolo
potrebné membranu s vyviazanou RNA precistit’ za pomoci 500 ul RNA Wash Buffer |
a naslednou centrifugéciou (10 000 g, 30 s, 22 °C). Filtrat bol odstraneny a na precistenie
bol vyuzity RNA Wash Buffer II. (700 ul), a zmes bola cntrifugovana za podmienok
uvedenych v predoslom kroku. Dalej boli vzorky premyté opakovane predom uvedenym
pufrom 0 objeme 500 pul za rovnakych podmienok. Po odstraneni filtratu boli kolonky
presusené opakovanym sto¢enim po dobu 2 mintt (maximalne g, 22 °C). Kolonky
s membranou boli prenesené¢ do novych Eppendorf tib (1, 5 ml). Nasledne bola na
membranu pipetovana Nuclease-free voda (20 — 100 ul) a vzorky boli znova sto¢ené pri
maximalnej rychlosti po robu 1 mintty pre eliuciu izolovanej RNA. Tieto vzorky boli
urychlene umiestnené na l'ad pre ochranenie RNA pred degradaciou teplom. Findlnym
krokom pripravy bolo odstranenie DNA za pomoci TURBO DNA-free kitu, ktorého

postup je opisany v nasledujucom kroku.
3.2.8 Odstranovanie zvySkovej genomickej DNA z izolovanej z RNA

V tomto pripade sa jednalo o optimalizovany protokol. Priméarne bol k vzorkam pridavany
premix s obsahom pufru Turbo DNase buffer (15 ul) s pridanim 1 pl DNasy I. Vzorky
boli nasledne umiestnené na inkubaciu po dobu 30 minut pri teplote 37. Nasledne bola k
vzorkdm opat’ priddvana DNasa [ taktiez o objeme 1 pl a dochadzalo k inkubacii za
rovnakych podmienok. Po inkubacii bol pridavany chlorid lithny o objeme ktory
zodpovedal polovi¢nej hodnote objemu vzorky. Takto spracovany material bol nasledne
umiestneny do chladu (- 20°C ) na vymrazenie poc¢as noci. Nasledne bolo potrebné po
rozmrazeni vzorky centrifugovat’ 1 hodinu pri teplote 1°C s minimalnym g =25 000. Po
sto¢eni bol odpipetovany supernatant a ku vzorkam bol priddvany na I'ade vychladeny
etanol (70 %), ktory obsahoval vodu zbavent nukleasovych enzymov. V nasledujicom
kroku taktiez dochadzalo k centrifugécii za rovnakych podmienok po dobu 5 az 10 minut.
Vznikajici supernatnat bol odpipetovany a vzorky boli ponechané na vysuSenie
v priestore flowboxu po minimalnu dobu 10 minat. VysuSené vzorky boli nariedené

vodou bez nukleas o objeme 20 pl. Finalne dochadzalo k meraniu koncentracie izolovane;j
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RNA. Poslednym krokom bola aj kontrola fragmentacie izolovaného materidlu za

pouzitia gélovej elektroforézy.

3.2.9 Reverzna transkripcia

Tato metdda bola vyuzitd pre syntézu jednovlaknovej CDNA z RNA z rastlinného
materidlu v procese izolacie. Postup bol nevyhnutny pre nasledovnu qPCR. Prvotne bolo
potrebné nariedit” dostupni RNA tak, aby 12 ul roztoku obsahovalo 2 ng RNA. Takto
nariedené vzorky boli pipetované do PCR stripu o objeme 12 pl s pridanim 1 pl
Specifického Oligo DT primeru. Zmes bola nasledne vlozena do cykléra na S$pecificky
program (viac informacii - Tabulka 9). Po prvom kroku programu bol cyklér zastaveny
a vzorky boli umiestnené na I'ad. Predom pripravena reakénéd zmes (blizSie informacie -
Tabul’ka 10) bola pipetovana jednotlivo ku vzorkam o pozadovanom objeme 7 ul. Vzorky
boli opakovane umiestnené¢ do cykléra pre dokoncenie programu. Ziskana jednovlaknova

c¢DNA bola nasledne 5x nariedena a uskladnena (- 22 °C) pre nasledovni pracu.

Tabul’ka 9 - nastavenie programu cykléra v procese syntézy cDNA

Krok cyklu (¢.) Teplota (°C) Cas (min) Pocet opakovani
1 65 5 1
2 42 - 1
3 42 60 1
4 70 10 1
5 8 neobmedzene 1

Tabulka 10 - zmes pre syntézu cDNA

Zlozka zmesi Objem (ul)
Pufor 4
dNTPs 2
Enzym 1
Celkovy objem 7
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3.2.10Kvantitativna polymerazova ret’azova reakcia

Reakénd zmes pozostavala z mixu Specifickych primerov o pozadovanej koncentracii
(pipetované objemy - Tabulka 11). Dalsimi zlozkami reakénej zmesi boli pufor, H20,
farba a pozadovana, nami predom pripravena cDNA (pipetované objemy - Tabul'ka 12)
Z komeréného kitu. Zmes bola o objeme 10 pl pipetovand do jamkovej dosticky.
Naésledne bola dosticka zalepend krycou foliou a umiestnend do qPCR cykléra. Ddlezité
bolo spravne nastavenie programu, lokalizacia vzoriek apresné pomenovanie
jednotlivych jamiek pre spravne vyhodnotenie. Ziskané vysledky boli d’alej spracovavané

v programe Excel.

Tabul’ka 11 - objemy pre riedenie zmesi primerov pre nasledovnii qgPCR

Zlozka Objem (ul)
H.0 478
Primer LB 11
Primer RB 11
Celkovy objem 500

Tabul’ka 12 - zmes pre qPCR

Zlozka Objem (ul)
Pufor 5
Farba 1

Primer mix 1,25

cDNA 2

H.O 0,75
Celkovy objem 10

3.2.11 Auxinovy treatment

Metdda bola vyuzivana pre hen2-4 mutantné jedince Arabidopsis thaliana. Prvotna
priprava materidlu zahriiovala vysievanie sterilizovanych semien na 2 MS™ médium.
Nasledne boli semenaciky staré 6 dni pozbierané so samostatnych misiek s obsahom
tekutého 2 MS™ média s dostatoénym mnozstvom pre prevrstvenie materialu. Nasledne
bol do média k vzorkam priddvany NAA o finalnej koncentracii 1 uM. Vzorky boli
ponechané na inkubéciu po dobu 2, 1, 2 a 4 hodiny. Kazda vzorka urena na inkubaciu
pocas pozadovanej doby bola po uplynuti ¢asu pdsobenia zbierand do Eppendorf tib a
rozdel'ovana na 3 replikaty. Nasledne musela byt kazd4 vzorka po zozbierani ¢o najskor

zmrazena v dusiku pre ochrdnenie obsahu RNA pred degradéaciu. Vzorka bola findlne
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uskladnend pri teplote — 80°C pre nasledovnii pracu. Dalej dochadzalo k izolacii RNA
podl'a syntézy CDNA a predom uvedeného postupu. Génova expresia bola potom merana
pomocou qPCR. Ziskané vysledky boli vyhodnotené za pouZitia programu Microsoft
Excel. Pre vyhodnotenie bol vyuzivany postup pre vypocet relativnej hodnoty génovej
expresie. Jednalo sa 0 vzorec pre vypocet hodnoty 224 a ziskané hodnoty expresie boli

vzdy normalizované voc¢i kontrolnym hodnotam.
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4 VYSLEDKY

Ciel'om naSej prace bolo ziskat’ bliz§ie informacie o nami sledovanej INCRNA-PIN1-1
a IncRNA-PIN1-2, ateda bolo nevyhnutné ziskat patri¢nych knock-out alebo knock-
down mutantov a podrobit ich fenotypovej analyze. Konkrétne sme pracovali
s variantami s obsahom T-DNA inzertu v lokuse INCRNA-PIN1-1 a IncRNA-PIN1-2
(SALK 69733, SALK_047002, SALK_072248 a SALK 048701). Transgénne rastliny
obsahovali prométorova faziu IncRNA-PIN1-1, IncCRNA-PIN1-2 s reportérom NLS-
GFP-GUS, kde NLS predstavuje retenény motiv pre jadrovu lokalizaciu (pInCRNA-PIN1-
1::NLS-GFP-GUS a pIncRNA-PIN1-2::NLS-GFP-GUS). V ¢asti prace kde bol sledovany
efekt IncRNA na aktivitu PIN1 génu sme tiez pracovali s variantom, ktory obsahoval
deléciu v promotorovej sekvencii PIN1 — konkrétne v sekvencii sledovanych IncRNA-
PIN1-1 a IncRNA-PIN1-2 (pPIN1-14/ncRNA::NLS-GFP-GUS).

Jedince s inzertovanou T-DNA kazetou boli ziskané z ustavu SALK Institute. Nasou
ulohou bolo vytvorenie homozygotnych, jednonasobne - T-DNA inzertnych, mutantnych
jedincov s lokalizaciou kazety v géne pre IncRNA-PIN1-1. Proces ziskavania pozostaval
z primarnej selekcie na médiu s obsahom selek¢ného antibiotika. Nasledne bol ziskany
rastlinny material podrobeny procesu gnotypizacie pre vyselektovanie homozygdtnych
mutantnych jedincov. Spomedzi tychto jednotlivcov boli niektoré vybrané pre sekvenaciu
na overenie polohy kazety v genome. Jedince s pozadovanym umiestnenim inzertu boli
nasledne krizené s jedincami ekotypu Col-0 pre vystiepenie pripadnych viacnasobnych
inzertov v genéme. Ziskané jedince boli nasledne opét’ genotypované a spomedzi nich
boli taktieZ vyselektované homozygodtne genotypy. Findlne prebiehala posledna kontrolna

genotypizacia pre overenie pravdivosti predchadzajucich vysledkov.

Varianty s obsahom nuklearneho lokalizaéného signalu pre gén GUS a GFP boli
vyuzivané v mikroskopickej analyze ako kontrola pre ziskané vysledky poc¢as qPCR. Na
ta boli vyuzivané v tomto pripade jedince s obsahom delécie génu IncRNA-PIN1-1. Kedy
bola sledovana intenzita expresie PIN1 proteinu pre naslednt S$pecifikdciu vplyvu

INcRNA na PIN1.

Finalne bolo sledované chovanie oboch IncRNA v mutantovi hen2-4, ktory nema

aktivny systém pre degradaciu polyadenylovanych IncRNA.
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4.1 Genotypovanie mutantnych linii Arabidopsis thaliana

Geneticky material (DNA) z mutantnych variantov Arabidopsis thaliana bol izolovany
podl'a postupu uvedeného v sekcii metéd a nasledne bol podrobeny PCR reakcii za
pouzitia $pecifickych primerov (Tabulka 1) z dovodu genotypizacie, ktora mala overit’
pritomnost’ pozadovanych homozygétnych mutantov v jednotlivych linidch. Samotna
PCR reakcia prebichala za pouzitia predom uvedeného postupu. Pocas prace boli
vyuzivané primery ktoré pozostavali z kombinacie pre samotny gén a Z kombinacie pre
amplifikaciu inzertovanej kazety. Kombinacia pre T-DNA inzert obsahovala LB primer
pre kazetu a RB primer S$pecificky pre gén. Ziskané PCR produkty boli nasledne
podrobené elektroforetickej separacii a vznikajice gély boli vizualizované a vyhodnotené
(Obrazok 6, Obrazok 7, Obrazok 8, Obrazok 9). Pocas prace sme vyuzivali aj kontrolné
vzorky vo forme DNA izolovanej z Col-0 jedincov. U tychto vzoriek ale nedochadzalo
k vytvoreniu bendov, a preto by bolo potrebné ziskané vysledky preverit. Jednalo sa
0 linie SALK 048701 (Obrazok 6) a SALK 69733 (Obrazok 8, Obrazok 9). U linie
SALK 72248 (Obrazok 7). Vd’aka opakovanym testom, kedy sa chybovost’ v kontrolnych
vzorkach opakovala, sme sa rozhodli pokracovat’ v praci s dostupnym materialom, no za

obmeny procesu izolacie genetického materilu.

M SALK 048701
5000bp e
1000 bp -
-
-
500bp
59 60 Col-0

Obrazok 6 - Vysledny elektroforegram analyzy genotypu jedincov linie SALK 048701. Bend
v Pavom stipci 0 velkosti viac ako 1000 bp oznaGuje pritomnost WT alely v genotype
sledovaného jedinca. Bend v pravom stipci o vel'kosti menej ako 1000 bp oznatuje pritomnost’
mutantnej alely, ateda pritomnosti T-DNA inzertu. Col-0 bola vyuzita ako kontrola, no bola
neuspes$na z dovodu chybnych primerov. Pod¢iarknutie ¢isla daného jedinca znadi, Ze sa jedna
0 pozadovanil homozygdtnu variantu genotypu vzhl'adom na polohu bendov. M —marker vel’kosti
fragmentov (1 kb Plus DNA Ladder). Cisla zna¢ia jednotlivé rastlinné jedince z linie
SALK_048701 z ktorych bola izolovand DNA.
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M SALK 72248

5000bp %
1000bp = ” ‘
500bp ¥

27 | 28 291 30 31 32 331134 1135 36 Col-0

Obrazok 7 - Vysledny elektroforegram analyzy genotypu jedincov linie SALK 72248. Bend
v Pavom stipci o velkosti viac ako 1000 bp oznaGuje pritomnost WT alely v genotype
sledovaného jedinca. Bend v pravom stipci o velkosti menej ako 1000 bp oznaduje pritomnost’
mutantnej alely, a teda pritomnost’ T-DNA inzertu. Col-0 bola vyuzita ako kontrola. M — marker
velkosti fragmentov (1 kb Plus DNA Ladder). Cisla zna¢ia jednotlivé rastlinné jedince z linie
SALK 72248 z ktorych bola izolovana DNA.

M SALK 69733
5000 bp -
1500bp W
| A4
500bp -~ - -
BL R
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1l 12 1B 14 colo

Obrazok 8 - Vysledny elektroforegram analyzy genotypu jedincov linie SALK 69733. Bend
v Pavom stipci o velkosti viac ako 1000 bp oznaduje pritomnost WT alely v genotype
sledovaného jedinca. Bend v pravom stipci o velkosti menej ako 1000 bp oznaduje pritomnost’
mutantnej alely, a teda pritomnost’ T-DNA inzertu. Col-0 bola vyuzita ako kontrola, no bola
neuspes$na z dovodu chybnych primerov. Pod¢iarknutie ¢isla daného jedinca znaci, Ze sa jedna
0 pozadovanil homozygdétnu variantu genotypu vzhl'adom na polohu bendov. M —marker velkosti
fragmentov (1 kb Plus DNA Ladder). Cisla zna¢ia jednotlivé rastlinné jedince z linie
SALK_69733 z ktorych bola izolovanad DNA.

M SALK 69733
5000bp g
1500 bp j' - ™ - - .~ -
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Obrazok 9 - Vysledny elektroforegram analyzy genotypu jedincov linie SALK_69733. Bend
v Pavom stipci o velkosti viac ako 1000 bp oznaduje pritomnost WT alely v genotype
sledovaného jedinca. Bend v pravom stipci o velkosti menej ako 1000 bp oznaluje pritomnost’
mutantnej alely, a teda pritomnost’ T-DNA inzertu. Col-0 bola vyuzita ako kontrola, no bola
neuspes$na z dovodu chybnych primerov. M — marker velkosti fragmentov (1 kb Plus DNA
Ladder). Cisla zna¢ia jednotlivé rastlinné jedince z linie SALK_69733 z ktorych bola izolovana
DNA.
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Nasledne bolo potrebné z kazdej linie vybrat' jedného homozygoétneho jedinca
a podrobit’ ho opakovane amplifikacii (blizSie informacie o vybranych jedincoch -
Tabulka 130brazok 16). A to z dovodu, aby sa zabezpecil dostato¢ny objem materialu,
ktory bol nasledne odoslany na sekvenovanie pre kontrolu umiestnenia amplifikovaného
inzrertu. Vysledky ktoré sme obdrzali ukazali, ze linia SALK 69733 ako jedina
obsahovala pozadovany T-DNA inzert v ziadanom mieste. A to za pouzitia primerovych
kombinacii LB1.3 a 101. Zvysné dve linie (SALK 047002 a SALK 048701) vsak
vykazovali amplifikovany cudzi fragment, ateda nedoslo k zhode sekvencii
detekovaného fragmentu a nasho génu pre IncRNA vV tychto linidch. Ukézalo sa, ze
jedince obsahovali inzercie kaziet aj v inych Castiach genému, a preto bolo potrebné

navrhnat’ nové primerové kombinacie.

Tabul’ka 13 - homozygdtne jedince prislusnych linii vyselektovanych pre sekvenovanie

Linia Jedinec (¢.)
SALK 69733 6
SALK _ 047002 49
SALK 048701 60

4.1.1 Genotypovanie mutantnych linii Arabidopsis thaliana za pouzitia

zmenenej kombinacie primerov

Vdaka vysledkom diskutovanym v predoslej ¢asti nedoslo k potvrdeniu pozadovaného
umiestnenia inzertu do génu pre IncRNA-PIN1. Bola vSak potvrdena pritomnost
inzertovanej kazety vo vzdialenej Casti gendému, a preto bolo potrebné amplifikovat
izolovani DNA ztychto linii za pouzitia inych kombinacii primerov. Jednalo sa
0 primery Cislo 100 a 101 pre samotny Usek génu a primer LB1.3 pre amplifikiciu
inzerovanej kazety (blizSie informacie o primeroch - Tabulka 1). Vd’aka dostupnym
datam z predoslej sekvenacie sme uznali za vhodné vyuZit' kombinaciu primerov pre
amplifikaciu fragmentu medzi inzertovanou kazetou a konecnym tsekom génu pre liniu
SALK 048701 v kombindcii primer 100 (LB) a LB1.3 (RB). Tato kombindcia bola
vyuzitd z dovodu domnienky, Ze kazeta bola inzertovana do useku pozadovaného génu
Vv smere ,antisense*. Takto navrhnutd PCR reakcia prebiehala na ziklade predom
uvedeného postupu. Produkty PCR boli nasledovne podrobené elektroforetickej separacii
podl'a uvedenych podmienok v predoslej Casti prace. Vysledny gél bol vizualizovany.

Obrazok 11 - je viditel'ny slaby bend pre detekciu mutantnej homozygotnej varianty
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gendému S vel'kostou fragmentov menej ako 1000 bp. Konkrétne sa jednalo o jedinca
¢islo 60. Aj v pripade druhej linie (SALK 047002) dochadzalo k detekcii pozadovanej
kombinacie bendov (Obrazok 10). Konkrétne sa jednalo o jedinca ¢islo 49. No vzhl'adom
na vysledky kontrolnych vzoriek, ktorymi boli jedince Col-0 nedochadzalo v kombinacii
primerov 100 + LB1.3 k tvorbe pozadovanej kombinacie bendov (Obrazok 10). Co viak
nie je spravne pre potvrdenie pravdivosti vysledkov jednotlivych vzoriek, a preto by mali
byt tieto ziskané vysledky irelevantné. A teda sme sa rozhodli aj napriek chybnej kontrole

pracovat’ so ziskanymi informaciami.

M SALK 047002
5000 bp
1000 bp
.l | "
500bp Vw'iu- vVw Uw_wi

49 ' 50" 51 - 52 * 57+ 58 C°11'° (3021-0

Obrazok 10 - Vysledny elektroforegram produktov PCR vyuzitych na sekvenovannie — linia
SALK_047002. Bend v Pavom stipci o viac ako takmer 1000 bp oznacuje pritomnost WT alely
v genotype sledovaného jedinca. Bend v pravom stipci o velkosti menej ako 1000 bp oznaluje
pritomnost’ mutantnej alely, a teda pritomnost’ T-DNA inzertu. Col-0 1, Col-0 2 boli vyuzité ako
kontrola. Pod¢iarknutie Cisla daného jedinca znaci, Ze sa jedna o pozadovani homozygotnu
variantu genotypu. M — marker vel’kosti fragmentov (I kb Plus DNA Ladder). Cisla znacia
jednotlivé rastlinné jedince z linie SALK 047002 z ktorych bola izolovana DNA.

M SALK 048701

5000 bp |

1000 bp |

500bp W

60 'Col-0 Col-0
1 2

Obrazok 11 - Vysledny elektroforegram produktov PCR vyuzitych na sekvenovannie — linia
SALK_048701. Bend v 'avom stipci o velkosti viac ako 1000 bp oznaluje pritomnost’ WT alely
v genotype sledovaného jedinca. Bend v pravom stipci o velkosti menej ako 1000 bp oznaduje
pritomnost’ mutantne;j alely, a teda pritomnost’ T-DNA inzertu. Col-0 1, Col-0 2 boli vyuzité ako
kontrola. Pod¢iarknutie Cisla daného jedinca znaci, Ze sa jedna o pozadovani homozygodtnu
variantu genotypu. M — marker velkosti fragmentov (1 kb Plus DNA Ladder). Cisla znacia
jednotlivé rastlinné jedince z linie SALK 048701 z ktorych bola izolovana DNA.
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Tieto varianty teda boli vyhodnotené ako vhodné pre nasledni amplifikaciu za
pouzitia Specifickej PCR reakcie potrebnej pre amplifikaciu fragmentov pre nasledovné
sekvenovanie. Reakcia prebichala za dodrzania postupu uvedeného v jednej
z predchadzajucich kapitol. Ziskané PCR produkty boli podrobené elektroforetickej
separacii pre potvrdenie uspesnej amplifikacie pozadovanych fragmentov. Na vyslednom
géli boli viditeI'né bendy s pozadovanou velkostou menej ako 1000 bp (Obrazok 12).
Tieto produkty PCR reakcie boli nasledne precistené, a to z dovodu pouzitia PCR zmesi
pre enzym Dream Taq s primesou pigmentovaného migra¢ného pufru. Nasledne
dochadzalo k ¢isteniu vzoriek. PreCistend a eluovana DNA bola nasledne podrobena
detekcii koncentracie za pouzitia zariadenia NanoDrop. Precistena DNA bola odoslana
na sekvenovanie pre objasnenie polohy inzertovanej kazety. Bolo potrebné dodat’ aj
spravne nariedené primery O pozadovanej koncentracii 5 uM. Vysledky sekvenacie
potvrdili pritomnost” T-DNA inzertnej kazety v sekvencii INCRNA-PIN1-1 a IncRNA-
PIN1-2 u jedincov v liniach SALK_047002, SALK_048701 a SALK_69733.

SALK 047002 (49)
SALK 048701 (60)

M
5000 bp !
1000bp W@

-

-
500 bp ! .

49 60

Obrazok 12 - Vysledny elektroforegram produktov PCR vyuzitych na sekvenovannie — linie
SALK_047002 a SALK 048701. Bend o velkosti menej ako 1000 bp oznacuje pritomnost’
mutantnej alely, a teda pritomnost’ T-DNA inzertu. M — marker velkosti fragmentov (1 kb Plus
DNA Ladder). Cisla znalia jednotlivé rastlinné jedince zlinieSALK 047002 (49) a
SALK_048701 (60) z ktorych bola izolovana DNA.

42



4.1.2 Kontrolné genotypovanie SALK mutantov

Prebiehalo s predom vyselektovanymi homozygotnymi jedincami, ktoré boli prednostne
krizené s ekotypom Col-0 pre zabezpeCenie odstranenia pritomnosti viacnasobného
zabudovania kazety do gendmu jedinca. Pre detekciu pomocou amplifikacie za pouzitia
PCR boli vyuzité linie SALK 047002 (Obrazok 13), SALK_048701 (Obrazok 14)
a SALK 69733 (Obrazok 15). Pre amplifikdciu boli v procese vyuzité Specifické
primerové kombinacie (Tabulka 1). Pre liniu SALK 047002 to boli primerové
kombinacie pre prvy stipec 108 + 115 apre druhy stipec 114 + 115. Pre liniu
SALK 048701 boli pouzité primery v kombinécii 108 + 113 (v prvom stipci) a 112 +
113 (v druhom stipci). U linie SALK 69733 boli vyuzité zmesi pozostavajiice z &isiel
108 + 101 pre prvy stipec a 100 + 101 pre druhy stipec. Ako kontrola bola vyuzita
izolovana DNA zjedinca Col-0. Tu boli vyuzité primery V kombinaciach vyssie
uvedenych Specificky pre kazdu liniu. Pre spravny vysledok kontroly bolo potrebné aby
bola velkost zaznamenaného bendu vécSia ako pri detekcii inzertovanej kazety.
Vzhl'adom na ziskané elektroforegramy bola nasa kontrola spravna (Obrazok 15 - E).
Homozygotne varianty v tomto pripade predstavovali lokalizaciu jediného (mutantného)
bendu v prvom stipci 0 velkosti zhruba menej ako 1000 bp. Heterozygotne varianty
vykazovali pritomnost’ bendov s rozliénou velkostou v oboch stipcoch a wild type (d’alej
uz len WT) sa vyznaéovali vysSou polohou bendu v druhom stipci ako to bolo uvedené

vysSie pri opise kontrolnych vzoriek.

Ulinie SALK 047002 (Obrazok 13) sme zaznamenali pritomnost isto
homozygétnych jedincov, pri ktorych ale velkost amplifikovaného fragmentu
nevykazovala pozadované hodnoty. V skuto¢nosti sa ale jednalo o jedince WT, a preto

predpokladame, ze mohlo dojst’ k chybe pri krizeni s ekotypom Col-0.

43



A M SALK 047002

5000 bp
1000 bp > |® - -
500 bp
B M SALK_047002
5000bp
10005y, iy - - - - - - - - - - - -~ P
500 bp
5 ' U7 tg Yo lyo ' Y12 '13 V14 15 116 17
C M SALK_ 047002
5000 bp -
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
D M SALK 047002
5000 bp
1000 bp - o - - - - - - - - ~ ~
500bp *
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43
E M SALK_047002
5000 bp
1000 bp > |# - -
500 bp

44 45 46 47 48

Obrazok 13 - Vysledny elektroforegram z procesu genotypovania — linia SALK _047002. Bend
v Pavom stipci o velkosti menej ako 1000 bp oznaduje pritomnost’ mutantnej alely v genotype
sledovaného jedinca. Bend v pravom stipci o vel’kosti viac ako 1000 bp oznaduje pritomnost’ WT.
Jednotlivé oznacenia Casti obrazku (A, B, C, D, E) charakterizuji samostatné ziskané gély
V procese nanasania vzoriek pre uvedent liniu. M — marker velkosti fragmentov (1 kb Plus DNA
Ladder). Cisla znacia jednotlivé rastlinné jedince z linie SALK_047002 z ktorych bola izolovana
DNA.

Pri linidch SALK 048701 sme boli schopni ziskat homozygdtne variatnty konkrétne
u 12 vzoriek (¢. 49, 53, 53, 58, 62, 66, 72, 73, 74,81, 83, 84, 87) (Obrazok 14). U vzoriek
¢. 60 a 68 (Obrazok 14 - A a B) nedochadzalo k detekcii ziadneho signalu ani vo forme
bendov a ani vo forme degradovanej DNA, a preto si dovolime tvrdit, Ze sa nam u tychto
vzoriek nepodarilo izolovat' ziaden geneticky materidl. Vzhladom na ziskané

elektroforegramy bola nasa kontrola spravna (Obrazok 15 - E).
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Obrazok 14 - Vysledny elektroforegram z procesu genotypovania — linia SALK 048701. Bend
v Pavom stipci o velkosti menej ako 1000 bp oznaduje pritomnost’ mutantnej alely v genotype
sledovaného jedinca. Bend v pravom stipci o vel’kosti viac ako 1000 bp oznaduje pritomnost’ WT.
Jednotlivé oznacenia Casti obrazku (A, B, C, D) charakterizuju samostatné ziskané gély v procese
nanasania vzoriek pre uvedent liniu. M — marker velkosti fragmentov (1 kb Plus DNA Ladder).
Cisla zna¢ia jednotlivé rastlinné jedince z linie SALK_048701 z ktorych bola izolovana DNA.

Findlne v tejto casti prace dochadzalo ku genotypovaniu jedincov SALK 69733
(Obrazok 15), ato tiez za pouzitia predom uvedenych Specifickych primerovych
kombindcii. NanaSanie vzoriek na gél bolo rovnaké ako v predoslej Casti prace a preto
bolo v pripade pozadovaného homozygoéta ziskat bend v prvom stipci s velkostou menej
ako 1000 bp. Ako kontrola bola vyuzivana DNA izolovana z jedincov ekotypu Col-0
apre jej spravnost bolo potrebné ziskat bend o velkosti viac ako 1000 bp v druhom
stipci. Podarilo sa nam ziskat’ niekol’ko homozygétnych jedincov. Jednalo sa o &isla 129,
131, 132, 133, 135 a 136 (Obrazok 15 — C a D). Treba ale dodat’, ze vel'kost bendov u
mutantnych homozygdtov bola prili§ vel’ka, a preto bolo potrebné previest’ kontrolné
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genotypovanie. Na tomto géli boli nanesené aj kontrolné vzorky, nie len pre liniu
SALK 69733, ale aj pre zvysné dve linie (SALK 047002, SALK 048701) (Obrazok 15
- E). Kontrolné vysledky pre vSetky linie boli spravne, a preto je mozné tvrdit' Ze

genotypovanie prebehlo taktiez spravne.

Vzhladom na velkost amplifikovanych fragmentov linie SALK 69733 sa
domnievame, Ze aj v tomto pripade doslo k chybe v procese ziskavania homozygdtnych

jedincov s jednonasobnym inzertom a tieto genotypované jedince mézu prestavovat’ WT.
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Obrazok 15 — Vysledny elektroforegram z procesu genotypovania — linia SALK 69733. Bend
v Pavom stipci o velkosti menej ako 1000 bp oznaduje pritomnost’ mutantnej alely v genotype
sledovaného jedinca. Bend v pravom stipci o vel’kosti viac ako 1000 bp oznaduje pritomnost’ WT.
Jednotlivé oznacCenia Casti obrazku (A, B, C, D, E) charakterizuju samostatn¢ ziskan¢ gély
V procese nanasania vzoriek pre uvedenu liniu. M — marker vel'kosti fragmentov (1 kb Plus DNA
Ladder). Cisla znacia jednotlivé rastlinné jedince z linie SALK_69733 z ktorych bola izolovana
DNA. Ako kontrola bola vyuzitd DNA izolovana z ekotypu Col-0. Kontrola ¢. 1 (Col-0 (1))
predstavuje kontrolu pre liniu SALK 047002, kontrola ¢. 2 (Col-0 (2)) predstavuje kontrolnt
vzorku linie SALK_48701 a finalne kontrola ¢. 3 (Col-0 (3)) je kontrolnou vzorkou pre liniu

SALK_69733.
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4.1.3 Kontrolné genotypovanie jedincov SALK

Kontrolné genotypovanie prebichalo na zaklade predoslého procesu genotypovania
SALK mutantov pre overenie spravnosti predoslych vysledkov. Dochéadzalo ku
genotypovaniu vSetkych linii uvedenych v predchadzajtcej vysledkovej casti. Ako
kontrolna vzorka bol vyuzivany geneticky material z rastlin A. thaliana ekotyp Col-O0.
U linie SALK 047002 (Obrazok 17) boli v vyuzité primery s kombinaciou 114 + 115
v prvom stipci pre detekciu pritomnosti alely WT a primery 8 + 115 v druhom stipci pre
amplifikaciu inzertovanej kazety. V pripade kontrolnej vzorky bol postup pipetovania
rovnaky. U linie SALK 048701 (Obrazok 16 — A) dochadzalo k vyuZitiu primerovych
kombinacii v prvom stipci na detekciu pritomnosti alely s T-DNA inzertom (8 + 113)
a v druhom stipci pre detekciu alely WT (112 + 113). Aj kontrola bola pipetovana na gél
v rovnakom poradi. A finalne u linie SALK 69733 (Obrazok 16 - B) vzorka v prvom
stipci obsahovala primery 8 + 101 (T-DNA inzert) a v druhom stipci 100 + 101 (alela
WT). Kontrola bola pipetovana v rovnakom poradi. Bolo potrebné pozorovat’ vel'kost’
bendov v pripade homozygotnej kombinacie. Ta mala vykazovat' vel'kost’ menej ako
1000 bp. Alela WT predstavovala bend vo velkosti viac ako 1000 bp. U linie SALK
047002 sme boli schopni detekovat’ iba pritomnost’ pozadovanych homozygotnych
mutantnych jedincov. U tejto linie nasledne prebiehalo genotypovanie pdévodného
mutanta, na zaklade ¢oho bolo zistené, Ze pocas krizenia s ekotypom Col-0 doslo k chybe
a jedince genotypované v tomto kroku (Obrazok 17) st WT. U linie SALK_ 48701 sme
taktiez detekovali mutantné homozygotne varianty (€. 49, 53, 56, 58, 72, 73, 81, 83, 84,
88, a 94). U linie SALK 69733 sa nam bohuzial’ nepodarilo ziskat’ pozadovany genotyp

ani u jedného zo sledovanych jedincov.
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Obrazok 16 — Vysledny elektroforegram z procesu kontrolného genotypovania — linii
SALK_048701 a SALK_69733. Bend v lavom stipci o velkosti menej ako 1000 bp oznaduje
pritomnost’ mutantnej alely v genotype sledovaného jedinca. Bend v pravom stipci o velkosti viac
ako 1000 bp oznacuje pritomnost WT. M — marker velkosti fragmentov (1 kb Plus DNA Ladder).
Cisla znacia jednotlivé rastlinné jedince z linii SALK 048701 a SALK_69733 z ktorych bola
izolovana DNA.
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Obrazok 17 - Vysledny elektroforegram z procesu kontrolného genotypovania — linie
SALK_047002. Bend v l'avom stipci o velkosti viac ako 1000 bp oznacuje pritomnost’ alely WT
v genotype sledovaného jedinca. Bend v pravom stipci o velkosti menej ako 1000 bp oznaduje
pritomnost’ T-DNA inzertnej kazety. M — marker velkosti fragmentov (1 kb Plus DNA Ladder).
Cisla zna¢ia jednotlivé rastlinné jedince z linie SALK_047002 z ktorych bola izolovana DNA.

4.1.4 Mikroskopicka analyza IncRNA-PIN1-1 a IncRNA-PIN1-2

Ulohou tejto mikroskopickej analyzy bola detekcia rozdielu intenzity sily ofarbenia
medzi dvomi IncRNA (IncRNA-PIN1-1 aIncRNA-PIN1-2). Na pracu boli teda
vyuzivané jedince Arabidopsis thaliana s faziou NLS-GFP-GUS znacenia s proteinom
PIN1 (pIncRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS a IncRNA-PIN1-2::NLS-GFP-GUS). Detekcia
prebiehala na zdklade detekcie produktu vznikajiceho pri farbeni GUS (podmienky

uvedené v kapitole 3.2). Viditeny signal v nadzemnych aj podzemnych castiach bol
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detekovatel'ny u oboch variantov (Obrazok 18, Obrazok 19). U jedincov pIncRNA-PIN1-
1::NLS-GFP-GUS (1) bolo ofarbenie pritomné v nadzemnej casti v oblasti prvych
pravych listov (Obrazok 18). U tej istej varianty ale druhej linie nebol signal detekovany
(Obrazok 18). Korenovy signal bol u linie pIncRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS viditelny
taktiez iba u typu pIncCRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS (1) (Obrazok 18), kedy bol signal
badatelny u viac ako 50 % pozorovanych jedincov. Signal bol lokalizovany primarne

Vv deliacej zone hlavného korena.

plncRNA-PINI-1::NLS-GFP-GUS (1)
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Obrazok 18 - Preparat transformovanych jedincov A. thaliana s konstruktom pIncRNA-PIN1-
1::NLS-GFP-GUS, vizualizovanych pomocou stereomikroskopu Oympus SZX16. Vlavo -
nadzemné Casti jedincov. Vpravo — §picky korenov. Pritomnost’ GUS signalu v prvych pravych
listoch a deliacej zone korena u linie pIncCRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS (1). Linia pIncRNA-
PIN1-1::NLS-GFP-GUS (2) nevykazovala GUS signal.

U jedincov s konstruktom pINCRNA-PIN1-2::NLS-GFP-GUS sme boli schopni
detekovat’ signal v nadzemnych aj pozemnych castiach sledovanych jedincov, a to
S vySSou intenzitou ale aj s vy$Sou mierou vyskytu (Obrazok 19). V nadzemnych ¢astiach
bol signal detekovany prevazne v novovznikajicich pravych litoch a v koreniovej stistave
v hlavnom koreni a konkrétne v jeho deliacej Casti. Signal bol viditeIny aj u lateralnych
korenov s dostatoéne vysoko mierou (Obrazok 19 — cCierna Sipka). Je potrebné
poznamenat’, Ze lokalizicia expresie sledovanych IncRNA je takmer totoZna

s lokalizaciou expresie PIN1 proteinu. Preto je mozné tvrdit, Zze IncRNA-PN1-1
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a INcRNA-PIN1-2 vykazuji nejakl biologicku funkciu anejednad sa len o takzvany

transkripcny Sum.

pIncRNA-PINI-2::NLS-GFP-GUS (1)

L

|
N

Obrazok 19 - Preparat transformovanych jedincov A. thaliana s konstruktom pIncRNA-PIN1-
2::NLS-GFP-GUS, vizualizovanych pomocou stereomikroskopu Oympus SZX16. Vlavo -
nadzemné Casti jedincov. Vpravo — Spicky korenov. Pritomnost’ GUS signalu v prvych pravych
listoch, deliacej zone korena a vo vznikajucich lateralnych korefioch (¢ierna §ipka) u oboch linii
pINcCRNA-PIN1-2::NLS-GFP-GUS (1) a pIncRNA-PIN1-2::NLS-GFP-GUS (2).

4.1.5 Mikroskopicka analyza dele¢nych mutantov

V tejto Casti prace boli vyuzivané rastlinné jedince Arabidopsis thaliana s obsahom
konstruktu NLS-GFP-GUS, fizovaného s PIN1 prométorom, kde doslo k delécii oboch
INCRNA-PIN1  (pPIN1-AlncRNA::NLS-GFP-GUS). Bol vyuzivany aj konstrukt
kompletnej promotorovej sekvencie fuzovanej s NLS-GFP-GUS. V pripade, ze by
sledovand IncRNA vykazovala aktivitu, ktord by mala negativny vplyv na pritomnost’
a fungovanie PIN1, odhadovali sme, ze u dele¢nych mutantov by dochadzalo k vysse;j
expresii PIN1 a tym padom aj k silnejSiemu signalu. Nase tvrdenie Ze sledovana IncRNA
by mala mat’ negativny vplyv na expresiu PIN1 mala byt doplnena aj vysledkami
ziskanymi v procese analyzy pomocou qPCR metédy. Pocas mikroskopického
sledovania boli teda pozorované predom uvedené varianty jedincov ktoré pred samotnym

sledovanim museli byt podrobené procesu farbenia GUS podl'a postupu uvedeného

51



v kapitole 3.2. Vd’aka ziskanym vysledkom je mozné konstatovat, ze expresia PIN1 bola
u dele¢ného mutanta vyssia a lepSie viditeI'na, a to najmé v korenovej ¢asti (Obrazok 20,
Obrazok 21). Nadzemné casti pri oboch variantoch mutantov nevykazovali vysoky signal
V celej svojej Casti. U transgénnej linie pPIN1-4/ncRNA::NLS-GFP-GUS (3) dochadzalo
k vel'mi nizkej intenzite ofarbenia v oblasti hypokotylu, a to v mieste bazy kli¢nych listov
(Obrazok 21). Badatel'ny signal bol najmi v hlavnom koreni. PresnejSie sa jednalo
0 oblasti deliacej zony korena u vSetkych linii okrem jednej — pInCRNA-PIN1-1::NLS-
GFP-GUS (2) (Obrazok 20). Dostato¢ne silné ofarbenie sme mohli pozorovat’ ¢i uz
u vznikajtcich alebo u starSich lateralnych korenov (Obrazok 20, Obrazok 21 — Cierna
Sipka). Po porovnani s analyzou qPCR je mozné konStatovat’, Ze intenzita ofarbenia je
vysSia u deleénych mutantov (pPIN1-4lncRNA::NLS-GFP-GUS), ¢o koreSponduje so
spominanymi vysledkami. D4 sa teda tvrdit, Ze v nepritomnosti sledovanej IncRNA
dochadza k narastu abundancie PIN1 proteinu, z ¢oho je mozné vyvodit, Ze sledované

INcRNA maju skor aktivitu utlmovaciu ako induként.
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Obrazok 20 - Preparat transformovanych jedincov A. thaliana s konstruktom pIncRNA-PIN1-
1::NLS-GFP-GUS vizualizovanych pomocou stereomikroskopu Oympus SZX16. Vlavo —
nadzemné Casti jedincov. Vpravo — Spicky koreniov. Pritomnost’ slabého GUS signalu v na baze
prvych pravych listov u linie IncRNA-PIN1-1 (3) (biela Sipka), a U vznikajlcich lateralnych
korefiov u linie pINCRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS (1)/(3) (¢ierna Sipka). Pritomnost’ slabého
signalu GUS v deliacej zone korena linie pIncRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS (1) a vyrazného
signalu v rovnakej Casti u linie pIncCRNA-PIN1-1::NLS-GFP-GUS (3).
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Obrazok 21 - Preparat transformovanych jedincov A. thaliana s konstruktom pPIN1-
AlncRNA: :NLS-GFP-GUS, vizualizovanych pomocou stereomikroskopu Oympus SZX16. Vlavo
—nadzemné Casti jedincov. Vpravo — $picky koreniov. Pritomnost’ GUS signalu v na baze prvych
pravych listov ulinie pPIN1-A/ncRNA::NLS-GFP-GUS (3) (biela Sipka), a u vznikajucich
lateralnych korenov u linie pPIN1-AlncRNA::NLS-GFP-GUS (3) (Cierna §ipka). Pritomnost
slabého signalu GUS v deliacej zéne korena linie pPIN1-A/ncRNA::NLS-GFP-GUS (2)
a vyrazného signalu v rovnakej Casti u linii pPIN1-4/ncRNA::NLS-GFP-GUS (1)/(3).
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4.1.6 qPCR analyza

Metoda qPCR bola vyuzivana v nasej praci pre detekciu mnozstva expresie IncRNA-
PIN1 a PIN1 u rozli¢nych variantov mutantov Arabiopsis thaliana. Ako referenény gén
bola vyuzity PP2A. Vysledné hodnoty boli spracované formou AACt a vytvorené grafy

st uvedené Vv nasledujucich podkapitolach nizsie.

4.1.6.1 qPCR pre detekciu INcRNA u hen2-4 mutantov

Ked’ze ako uz bolo v teoretickej Casti spomenuté, hen2-4 jedince obsahujii mutéciu
v géne HEN2 kodujici RNA helikasu zapojentt do RNA exosomalneho komplexu. Tento
variant mutanta bol zvoleny pre analyzu z dévodu, Ze primérne bolo cielom sledovat
INcRNA-PIN1-1a IncRNA-PIN1-2 u jedincov ekotypu Col-0. To bohuzial’ nebolo mozné
vd’aka nizkej stabilite sledovanych IncRNA v tomto variante jedincov. Preto boli vyuzité
mutantné jedince hen2-4 u ktorych nedochadza k degradacii polyadenylovanych
INcCRNA, a preto by mala byt analyza mozna. Pocas analyzy qPCR sa nam podarilo
amplifikovat’ iba jednu zo sledovanych IncRNA (IncRNA-PIN1-1). Ako kontrola bol
vyuzivany geneticky material izolovany z jedincov A. thaliana ekotyp Col-0. V procese
amplifikacie pri samotnej analyze sme testovali aj rozdielne primerové kombinacie pre
detekciu paru s najlepSimi vlastnostami (vysledné spracované grafické vyhodnotenia pre
vsetky primerové kombinacie nie su prilozené). Prilozeny reprezentativny Graf 1
predstavuje analyzu za pouzitia primerovej kombinacie 31 + 32. Vznikajuce rozdiely
v mnozstve amplifikacie u testovanych vzoriek mohli byt zapri¢inené samotnou
Struktarou Studovanych IncRNA. Tie totiz obsahuju vysoké mnozstvo repeteitivnych
usekov, apreto navrhovanie rozlicnych primerov s vysokou mierou Specifickej

amplifikacie je zlozité. Casto teda dochadza k nerovnomernej miere amplifikacie.

Na zaklade ziskanych vysledkov (vysSia hodnota relativnej expresie ICRNA-PIN1-
1) (Graf 1) je mozné konstatovat’, ze znizenie hodndt nami sledovanych IncRNA moze
byt s vysokou pravdepodobnostou dosledkom ich nizkej stability a rychleho procesu

degradécie.
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Graf 1 - Vysledné grafické vyhodnotenie analyzy qPCR pre detekciu mnozstva amplifikacie
INcCRNA-PIN1-1 u mutantnych jedincov Arabidopsis thaliana hen2-4. amplifikacia prebiehala za
pouzitia Specifickej primerovej kombinacie (31 + 32). Na osi X s vynesené pomenovania
jednotlivych vzoriek. Na osi Y st uvedené hodnoty relativnej expresie. V grafoch s vyobrazené
aj Standardné chybové usecky.

4.1.6.2 qPCR pre analyzu aktivity PIN1 pri absencii InCRNA-PIN1-1/2

Hlavnym ciel'om tejto Casti prace bolo zistenie, ¢i sledované IncRNA naozaj ovplyviuju
aktivitu auxin - responzivneho a auxin - prendSaCového proteinu PIN1 ako sme sa
domnievali. Pre samotni analyzu boli vyuzité Crispr/CAS9 mutanty A. thaliana
s vynatou sekvenciou pre IncRNA-PIN1-1 a IncRNA-PIN1-2, ktoré pripravil profesor
Hogler Puchta (Nemecko). Jednalo sa o jedince s nazvom pPIN1-CRISPR-AlncRNA. Ako
kontrola bol vyuzivany geneticky material ziskany z rastlin Arabidopsis thaliana Col-0.
V procese detekcie boli vyuzivané primerové kombinacie pre detekciu proteinu PINT (9
+ 10). Pri samotnej detekcii boli vyuzivané 3 biologické replikaty a 3 technické replikaty.
Intenzita expresie PIN1 u mutantov bola vys$ia oproti kontrolnej vzorke (Graf 2). Z ¢oho
vyplyva, Ze sledované IncRNA-PIN1-1 a IncRNA-PIN1-2 vykazuji vplyv na protein
PIN1 a vV pripade ich nepritomnosti je jeho relativna expresia niZ§ia, a preto mdzeme

tvrdit’ Ze maju skor utlmovaci vplyv z hl'adiska génovej expresie.
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Graf 2 - Vysledné grafické vyhodnotenie analyzy qPCR pre detekciu mnozstva amplifikacie
INcRNA-PIN1-1 (graf A) a PIN1 (graf B) u mutantnych jedincov Arabidopsis thaliana pPIN1-
CRISPR-4incRNA. Graf vyobrazuje amplifikaciu za pouzitia primerovych kombinacii 9 + 10 pre
detekciu PIN1. Na osi X st vynesené jednotlivé vzorky. Na osi Y st uvedené hodnoty relativnej
expresie. V grafoch s vyobrazené aj Standardné chybové usecky.

4.1.6.3 qPCR pre detekciu mnozstva amplifikacie IncRNA-PIN1-1/2
u mutantov hen2-4 za aplikacie exogénneho NAA

Analyza prebiehala z dovodu nutnosti detekcie mozného vplyvu fytohorménu na
detekovanti INCRNA-PIN1-1. Ked'Ze spomenuta IncRNA sa nachadza v promoétorove;j
sekvencii génu pre auxin transportny protein (PIN1) bolo ddlezité zistit’, ¢i samotna
INcRNA-PIN1-1 vykazuje auxin - responzivne vlastnosti. Pred samotnou analyzou qPCR
bol na jednotlivé vzorky aplikovany NAA o 1uM koncentracii. Jednotlivé vzory boli
podrobené jeho posobeniu po rozli¢na dobu trvania (0,5h , 1h, 2h, 4h). Ako negativna
kontrola boli vyuzité jedince ktoré boli ponorené v /2 MS™ tekutom médiu po dobu 4h.
Amplifikacia prebiehala za pouzitia primerovych kombinacii 31 + 32 (IncRNA-PIN1-1)
a 37 + 38 (INcRNA-PIN1-2) (Tabulka 1). Pre analyzu boli vyuzité 3 biologické replikaty
a pre kazdu biologicku vzorku 3 technické replikaty. Ziskané vysledky boli pretvorené
do grafickej podoby. Vysledné hodnoty obsahuju znazornené aj tisecky pre Standardna
cchybu. Na zaznamenanych vysledkoch - Graf 3 a Graf 4 je viditeIny narast relativnej
expresie INCRNA-PIN1-1 aIncRNA-PIN1-2 oproti kontrolnym vzorkdm. Rast nie je
konstantny, no je badatelny. Je mozné teda tvrdit, ze exogénny NAA indukuje hodnoty

relativnej expresie IncRNA-PIN1-1 a INCRNA-PIN1-2 v pozitivnom zmysle.
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Graf 3 - Vysledné grafické vyhodnotenie analyzy qPCR pre detekciu mnozstva amplifikacie
INcCRNA-PIN1-1 u mutantnych jedincov Arabidopsis thaliana hen2-4 po aplikacii exogénneho
NAA s rozli¢nou dobou pdsobenia. Boli vvyuzité primerové kombinacie 37 + 38 pre detekciu
INCRNA-PIN1-1. Na osi X st vynesené hodnoty doby pdsobenia exogénneho NAA. Na osi Y st
uvedené hodnoty relativnej expresie. V grafoch su vyobrazené aj Standardné chybové Gsecky.
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Graf 4 — Vysledné grafické vyhodnotenie analyzy qPCR pre detekciu mnozstva amplifikacie
INCRNA-PIN1-2 u mutantnych jedincov Arabidopsis thaliana hen2-4 po aplikacii exogénneho
NAA s rozli¢nou dobou pdsobenia. Boli vyuzité primerové kombinacie 33 + 34 pre detekciu
INCRNA-PIN1-2. Na osi X su vynesené hodnoty doby posobenia exogénneho NAA. Na osi Y st
uvedené hodnoty relativnej expresie. V grafoch su vyobrazené aj Standardné chybové tsecky.
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5 DISKUSIA

Nasim primarnym cielom prace bolo pozorovat a analyzovat spominané IncRNA.
Vdaka prvotnej analyze, ktorou bolo mikroskopické pozorovanie sme boli schopni
detekovat’ lokalizaciu sledovanych IncRNA ktord bola podobna lokalizécii samotného
PIN1 proteinu. Tento fakt bol pozorovany uz pocas nasej predoslej prace a na jeho
existencii sa zakladala hypotéza, Ze IncRNA-PIN1-1 a InCRNA-PIN1-2 nesti funkciu
ktora suvisi s PIN1 proteinom. U oboch sledovanych linii (Obrazok 18, Obrazok 19) sme
boli schopni detekovat dominantni a vyraznu lokalizaciu v nadzemnych castiach
a konkrétne vo vznikajucich pravych listoch, to mdze byt’ spdsobené faktom, ze PINI je
zapojeny do vyvoja listov aj v skorSich stadiach (Scarpella & Helariutta, 2010) . No je
vyznamny aj v pripade regulacie tvorby novej Zilnatiny v tychto organoch. Sila
zafarbenia vS8ak neumoznovala presnu lokalizdciu vzhladom na typ pletiva. Aj
Vv korenovom systéme dochadzalo k lokalizacii sledovanych INCRNA (Obrazok 18,
Obrazok 19). V hlavnom koreni bolo mozné detekovat’ sfarbenie v oblasti §pi¢ky korena
a konkrétne v jeho deliacej zone. Aj tu sa expresia PIN1 a INCRNA-PIN1-1, IncRNA-
PIN1-2 stretdva. Jednd sa taktiez o typicku lokalizaciu PIN1 v korenovom systéme
(Obrazok 1), ktorej tilohou je transport auxinu regulovanym smerom (Wu et al., 2021).
Druhym krokom bola analyza relativnej expresie sledovanych IncRNA pomocou qPCR.
Primérny experiment ale poukazal na fakt, ze sledované IncRNA vysoko nestabilné. Pre
d’alsiu pracu boli teda vyuzité jedince druhu Arabidopsis thaliana hen2-4. V pripade
qPCR analyzy sa nam podarilo detekovat’ iba jednu zo sledovanych IncRNA, ktorou bola
INcRNA-PIN1-1 (Graf 1). V spominanom mutantnom variante sme detekovali vysSiu
relativnu expresiu ako u jedincov ekotypu Col-0, a preto mézeme tvrdit,, Ze exosomalny

komplex vykazuje vplyv na sledovanti IncRNA-PIN1-1.

V dalsom kroku prace sme vd’aka mikroskopickej analyze detekovali vplyv
INcRNA na PIN1. U jedincov pPIN1-AlncRNA::NLS-GFP-GUS sme boli schopni
detekovat’ vysSie intenzity farbenia, ¢o by mohlo naznafovat’ aj vySSiu abundanciu
samotného PIN1 (Obrazok 21) ato tiez u vacsieho poctu sledovanych jedincov oproti
liniam, ktoré IncRNA-PIN1-1 a IncRNA-PIN1-2 obsahovali (Obrazok 20). Domnienku
vyssej abundancie sme sa rozhodli potvrdit’ taktiez metdédou qpCR. Kedy boli domnienky
pravdivé a hodnoty relativnej expresie PINI proteinu boli vyssie u jedincov pPIN1-
CRISPR-4IncRNA ako u ekotypu Col-0 (Graf 2).
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KedZe sme v predchadzajicich castiach prace potvrdili existenciu vplyvu
IncRNA na PIN1, ktory je regulovany auxinom, bolo potrebné zistit, ¢i aj samotné
IncRNA moézu byt auxinom modulované. Na to sltzila detekcia relativnej expresie
INCRNA-PIN1-1 a IncRNA-PIN1-2 u jedincov, ktoré boli vystavené exogénnemu NAA
pocas rozli¢nej doby pdsobenia. Relativne hodnoty expresie v najkratSej a najdlhsej dobe
inkubécie s fytohorménom vykazovali markantny narast (Graf 3 a Graf 4). Co ukazuje,
ze exogénna NAA ma indukcény vplyv na hodnoty relativnej expresie IncRNA-PIN1-1
a IncRNA-PIN1-2.
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6 ZAVER

Pocas nasej prace sa nam podarilo splnit’ pozadované ciele, medzi ktoré patrila priprava
rastlinného materialu anasledne S$tidium lokalizacie a expresie INCRNA-PIN1-1
a INcCRNA-PIN1-2 urozli¢cnych linii rastlin druhu Arabidospsis thaliana. Za pouzitia
genetickych a mikroskopickych metdd sme boli schopni potvrdit’ pritomnost’ biologickej
funkcie studovanych IncRNA. Presna charakteristika ako ucel a typ tejto aktivity ale pre
nas ostava zahadou a je skor predmetom d’al$ich analyz, kde by bolo potrebné definovat’
akym sposobom sledované IncRNA naozaj interaguju. Ci ich aktivita vykazuje interakcie
s efektorovymi proteinmi, alebo ¢i sledované dlhé nekddujice RNA maju teda skor
tendenciu interakcie s cielovou DNA. A taktiez aké iné vedlajsie faktory maji schopnost’

modelovat’ tento proces.
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8 ZOZNAM SKRATIEK
ARF — transkripcné faktory

CM — cytoplazmatickd membrana
DNA — deoxirybodukleova kyselina
eRNA — enhancerovd RNA

GFP - zeleny fluorescen¢ny protein
GUS — B-glukuronidasa

IAA — kyselina indol-3-octova

LB — lavy primer (F)

INCRNA — dlha nekddujuca RNA
MS — Murashige — Skoog

NAA — kyselina 1-nafytloctova
NCRNA — nekdédujuca RNA

NLS — nuklearny lokaliza¢ny signal
PAT — polarny auxinovy transport
PIN - PIN-FORMED proteiny

RB — pravy primer (R)

RNA — ribonukleova kyselina
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