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Abstrakt
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Cytokininy jsou vyznamné rostlinné hormony majici mnoho funkci a zajistujici
nezbytné pochody pii rlGstu a vyvoji. UrCeni subceluldrni lokalizace enzymi
cytokininového metabolismu je dulezité pro pochopeni jejich funkce i vzajemné
provazanosti.
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cytokinindehydrogenas, nukleosid-N-ribohydrolas a aldehyddehydrogenas ve fazi
S GFP pomoci laserového skenovaciho konfokalniho mikroskopu. Pro potvrzeni
signaliza¢ni funkce N-termindlnich sekvenci vybranych isoforem ZmCKX byla
provedena stabilni exprese v bunééné suspenzni kultufe A. thaliana Ler za pouziti
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CILE PRACE

— sepsani literarni reSerSe zabyvajici se metodami transformace rostlin
a metabolismem cytokininli zejména u jednodéloznych rostlin

— optimalizace ptipravy a transformace protoplastii jednod€loznych rostlin a zvyseni
jeji ucinnosti

— klonovéani vybranych isoforem ZmCKXAN, ZmNRH, ZmALDH a transientni
exprese piipravenych GFP-fuznich konstrukti v kukufi¢nych protoplastech
zaucelem subcelularni lokalizace GFP-fuznich proteini pomoci laserového
skenovaciho konfokalniho mikroskopu

— klonovani dele¢nich mutanti vybranych isoforem ZmCKX ve fuzi s GFP a stabilni
exprese téchto faznich konstruktd Vv bunécné suspenzni kultufe Arabidopsis
thaliana Ler za uCelem porovnani lokalizace téchto mutantd s transientnim
expresnim systémem kukufice

— analyza exprese vybranych konstrukti pomoci metody Western blot



1 UVOD

Transformace rostlin se staly diky pokroku a vyvoji béhem poslednich desetileti
nepostradatelnou soucasti genetického inzenyrstvi. V dnesni dob¢ jsou tyto metody
dostupné a zavedené pro vyzkumné i zemédé€lské vyuziti. At uz se jedna o rutinné
vyuzivané metody — transformaci pomoci Agrobacterium tumefaciens, biolistické
metody, elektroporaci nebo metody alternativni, méné vyuzivané jako jsou
transformace zprostiedkovana polyethylenglykolem, karbidem kiemiku ¢i liposomy
nebo mikroinjekce.

Cytokininy patfi mezi vyznamné rostlinné hormony zajistujici a ovliviiujici mnoho
pochodii pfi ristu a vyvoji rostlin. Urceni lokalizace jednotlivych enzymu
cytokininového metabolismu v buiice je dulezité pro pfesnou charakterizaci jejich
funkce a pro pochopeni mechanismi zajistujicich udrzovani vnitini homeostazy
cytokinint.

V teoretické Casti je zpracovana literdrni reSerSe zabyvajici se metodami
transformace rostlin a metabolismem cytokinini s diirazem na jednodé&lozné rostliny.
Experimentalni ¢ast je vénovana optimalizaci metodiky pro pifipravu a transformaci
protoplasti jednodéloznych rostlin se zaméfenim na zvySeni jeji uCinnosti. Nejprve
jsem piipravila GFP-fuzni konstrukty vybranych enzymu cytokininového metabolismu
a ty pouzila pro transientni expresi v kukufi¢énych protoplastech za ucelem sledovani
subcelularni lokalizace téchto proteinii pomoci laserového skenovaciho konfokalniho
mikroskopu. Nasledné¢ jsem se zabyvala stabilni expresi pfipravenych dele¢nich
variant vybranych isoforem ZmCKX s fizovanou GFP znackou v bunééné suspenzni
kultufe  Arabidopsis  thaliana  Ler zaucelem  srovnani  lokalizace
ve stabilnim / transientnim a v homolognim / heterolognim systému. Pro jednozna¢né
ovéfeni funkCnosti pfipravenych konstruktl jsem vybrané konstrukty analyzovala

pomoci metody Western blot.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Metody transformace rostlin

Genetické inzenyrstvi se stalo jednim z nepostradatelnych ndastroji moderniho
Slechténi obilovin. Béhem posledniho desetileti doslo k vyznamnému pokroku
Ve vyvoji novych efektivnich metod transformace rostlin
(Barampuram a Zhang, 2011).

V soucasnosti je dostupnych mnoho metod pro vneseni exogenni DNA do rostlinné
bunky. Rutin¢ vyuzivané jsou transformace zprostiedkované Agrobacterium
tumefaciens, nasttelovani pomoci mikroprojektilt, elektroporace a piima transformace
protoplasti. Kazda znich pfinaSi i urcité nevyhody, které vedou védce k vyvoji
novych alternativnich  systémut, jako jsou mikroinjekce, ¢i transformace
zprosttedkovana vlakny karbidu kiemiku. Nizkd G¢innost téchto metod je zasadnim
divodem jejich omezené popularity (Rakoczy-Trojanowska, 2002).

Produkce transgennich rostlin je dnes rutinni metodou pro mnoho plodin.
Transgeny jsou vnadSeny za ucelem zisku novych, ¢i vylepSenych vlastnosti: zvySeny
vynos, obsah nutrienttl, tolerance vici stresu a polutantim, rezistence k patogeniim
a pro studium rostlinného metabolismu. V dneSni dob€ je moZné do rostlin insertovat
geny z evolu¢né vzdalenych organismi — jinych rostlin, hub, virii, bakterii a dokonce
zvifat (Riveraetal., 2012). Transgenni rostliny pfinasi i mnoho vyuziti mimo
zemédé@lstvi. Reprezentuji vyznamny zdroj rekombinantnich proteinti a vakcin

(Fischer et al., 2004).

2.1.1 Metody zprostiedkované Agrobacterium tumefaciens

Tato metoda se fadi mezi piimé, jelikoZ jsou zajmové geny vneseny do cilovych bunék
pomoci bakterii rodu Agrobacterium (Obr. 1). Tyto transformace jsou vyhodné
pfedev§im diky moznosti pfenosu dlouhych intaktnich segmenti DNA, jednoduché
inserci transgenu s definovanym ohrani¢enim, stabilni integraci, dédi¢nosti a stalosti
genové exprese (Tzfira a Citovsky, 2006). Tovedlo ke wvzniku tuc¢innych
a reprodukovatelnych protokoll pro jedno- i dvoud€lozné rostliny (Hiei et al., 1994;
Zhang-Hua et al., 2005).
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Obr. 1: transformace rostliny pomoci A. tumefaciens. A — vznik rostlinného nadoru
prenesenim T-DNA regionu Ti plasmidu do hostitelskych bun¢k. B — Ti plasmid obsahuje
po genetické tpravé gen rezistence vuci kanamycinu (kan) a zajmovy gen. Infekce hostitelské
buniky bakterialni kulturou, obsahujici Ti plasmid s vnesenou cizorodou DNA, kterd mé byt
prenesena do rostlinné bunky. Integrace cizorodé DNA a genu rezistence vici kanamycinu
umozni rist pouze téchto bunck pii pouziti média obsahujicim dané antibiotikum. Rostliny
jsou nasledné regenerovany z kalusu (upraveno podle Griffiths et al., 1999).

Cizi geny jsou zavedeny do rostlinnych bunék za vyuziti A. rhizogenes nebo
A. tumefaciens, coz je pudni gramnegativni bakterie zptsobujici rostlinné nadory.

Schopnost indukce nadort je zpiisobena ptitomnosti velkého Ti (tumour inducing)
plasmidu, ktery se nachazi ve virulentnich kmenech. Obdobné A. rhizogenes obsahuje
Ri (root inducing) megaplasmid, zfejmé puvodce choroby ,,vlasatych koteni*. Oba
plasmidy obsahuji formu T-DNA (transferova DNA), v niz jsou dva typy geni:
onkogenni geny, koédujici enzymy zapojené do syntézy auxini a cytokininl
(zptisobujici tvorbu tumoru) a geny zapojené do produkce opinti. Oba zminéné typy

gent jsou uvnitt T-DNA Ti plasmidu, zatimco geny virulence (Vir) jsou situovany vné
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T-DNA na Ti plasmidu a bakterialnim chromozomu. Tyto vir geny jsou organizovany
do nékolika operond (vir A, B, C, D, E, F, G, H) na Ti plasmidu a dal$ich operonti
(chvA, B, F), které jsou chromozomalni a nezbytné pro transfer T-DNA
(Zupan et al., 2000).

Mechanismus pfenosu gent z A. tumefaciens do rostlinné bunky zahrnuje nékolik
kroki — bakteridlni kolonizaci, indukci virulentniho systému, generovani T-DNA
transferovych komplexi, pienos T-DNA a jeji integraci do rostlinného genomu.
Ptenos T-DNA je iniciovan po obdrzeni specifickych signalti od hostitelské buiiky,
nebo jako dusledek zranéni ¢i dynamického bunééného déleni — vSe vede k uvolnéni
fenolickych sloucenin. V odpovédi je dale aktivovana kaskada vir geni

(Akiyoshi et al., 2004; Christie, 1997).

Pokroky v technikach molekulérni biologie umoznily vyvoj binarnich Ti vektord,
které jsou kompatibilni s kmeny Agrobacterium i Escherichia coli, ve kterych
pfevazné probihaji genetick¢é manipulace. Toho bylo dosazeno pfesunutim genli
virulence na samostatny plasmid (velky Ti plasmid) a transferovanych gent
na samostatny vektor (maly binarni), (Hoekema et al., 1983).

Pro dosazeni vysoké ucinnosti pfenosu musi byt zvdzeny mnohé faktory: genotyp
rostliny, bakteridlni kmen, délka trvani inokulace a kokultivace, teplota, pouziti
indukujicich sloucenin. Transformace vysSich rostlin jsou pro dvoud¢lozné dobie
zavedené, u jednodé€loznych bylo v poslednich letech také dosazeno velkého pokroku

(Cheng et al., 2004).

2.1.2 Nastielovani mikroprojektili

Dalsi metoda, fadici se mezi pfimé je Casto nazyvana biolistickd nebo také genové
délo. Byla poprvé pouzita Sanfordem v roce 1990. Vyznacuje se vysokou mirou
uspésnosti u jednod€loznych rostlin, kde je naopak limitovand moZznost transformace
A. tumefaciens (Breitler et al., 2002). Dalsi vyhodou je schopnost exprese
vicenasobnych transgenti amoznost transferu velkych fragmenti DNA
(Agrawal et al., 2005). Na druhou stranu nesou biolistické metody i mnohé nevyhody:
nizkou UuCinnost, moznou ztratu integrity klonovaci kazety, genové umlCovani
zpusobené vicenasobnymi insercemi (Taylor a Fauquet, 2002).

Mikrocastice (zlaté o priméru 0,6-1 um) jsou nejprve pokryty zajmovou DNA,
nasledn¢ urychleny a pod tlakem vstieleny do buncék cilového organismu.

4



Zjednodusené: mikroc¢astice jsou rozprostfeny na kruhovy plastovy nosi¢, ktery je
nasledné umistén pod prirazovy disk ve vakuové komote biolistického zafizeni
(Obr. 2). Sitka nachazejici se pod diskem propusti mikroCastice a nasméruje je
do cilového pletiva umisténého ve spodni ¢asti komory.

Mikrocastice jsou pomoci tlakové viny zptisobené heliem pod tlakem vystieleny
a po proniknuti do pletiva je tak dorucena DNA.

Pro uspésny transfer genu pomoci této technologie musi byt vzaty v tivahu tyto
faktory: vhodny vektor o malé velikosti tvofici mnoho kopii, mnozstvi a kvalita
doruc¢ované DNA. Proces musi probihat ve sterilnich podminkach, aby se zabranilo
pfipadné kontaminaci. Dilezity je také vybér velikosti mikrocastic, kterd ovlivituje
hloubku  penetrace, zrychleni a miru  poskozeni cilovych  bunék

(Taylor a Fauquet, 2002).

pitvod helia

piivod vakua prirazovy disk

nosi¢ se zlatymi
mikro¢asticemi

pokrytymi DNA

prostor pro vzorek

Obr. 2: Genové délo PDS-1000 /He™ Systém BioRad (http://www.bio-rad.com/en-
cz/product/pds-1000-he-hepta-systems?pcp_loc=catprod, 10. 4. 2016).

2.1.3 Elektroporace

Pii elektroporaci ptsobi na buiiku silny puls elektrického pole, coz zpusobuje urcité
strukturni zmény predev$im v plazmatické membrané (Obr. 3). Nejvyuzivangjsi
aplikaci je invitro vneseni DNA do bunky. Tato technika byla pivodné vyvinuta
pro transformaci protoplasti, je vS§ak mozné ji pouzit i V piipad¢€ intaktnich rostlinnych
bunék. Bylo dosazeno uspé$nych transformaci u jedno- i dvoudéloznych rostlin.
Uginnost ovliviiuji faktory jako napiiklad koncentrace DNA nebo tolerance bunék

vici permeaci membran (Shimamoto et al., 1989). Pouziti protoplastti pro regeneraci
5



transformantd je nicméné limitovano, tyto systémy nebyly dosud zavedeny v mnoha

rostlinnych druzich (Salmenkallio-Martilla et al., 1995).

pred pulsem béhem pulsu po pulsu
bunécna membrana
l ) vnasend DNA

elektrické pole
indukuje napéti

Obr. 3: prubeh elektroporace. Pfi probehnuti elektrického pulsu dochazi k tvorbé pora
v membrané, jimiz prochazi vnaSena DNA do cytoplazmy az jadra a tim dochazi
k transformaci bunky (http://www.btxonline.com/pages/FAQ.html, 15. 4. 2016).

2.1.4 Alternativni metody

2.1.4.1 Transformace zprostiredkovana polyethylenglykolem

Pfi pouziti této metody je DNA jednodusSe smisena S protoplasty a jeji pfijem je
zajiStén pridavkem polyethylenglykolu (PEG). Tento zplsob je vyhodny zejména
Vv tom, ze nevyzaduje pfistup ke specializovanému vybaveni a jeho provedeni je
jednoduché.

Nicméné je pouzivan spiSe ziidka, protoZze nedosahuje dostatecné ucinnosti
a vV mnoha ptipadech neumoziiuje naslednou regeneraci rostliny. Touto metodou byly

ptipraveny napftiklad transgenni rostliny kukufice a jeémene (Davey et al., 2005).

2.14.2 Transformace zprostiedkovana liposomy

Liposomy jsou sférické vesikuly, které¢ jsou formovany pii hydrataci fosfolipidu.
Byvaji pozitivné nabité, a tudiZz pfitahuji negativné nabitou DNA a bunécné
membrany.

Pii tomto postupu pronika DNA do protoplasti endocytosou spolu s liposomy.
Tento proces zahrnuje tii kroky: adhezi liposoma k povrchu protoplastu, fazi
a uvolnéni plasmidu do bunky. Pohlcend DNA se poté volné integruje do hostitelského
genomu. Tato technika je nicméné malo vyuZivanad, kvili své naro¢nosti a nizké miie

ucinnosti (Gad et al., 1990).



2.14.3 Transformace zprostiedkovana karbidem kiremiku

Tato metoda je jednou z nejméné komplikovanych — tenka vlakna karbidu kifemiku
piipominajici jehly jsou smisena s rostlinnymi bunikami a DNA, smés je nasledné
vortexovana. Vladkna probodnou buitku a umozni tak DNA dostat se dovnitf.

Efektivita této jednoduché metody zavisi na velikosti a tvaru vlaken, doby michani
I zvoleném rostlinném materialu. Hlavni nevyhody zahrnuji nizkou ucinnost
transformace a mozné poSkozeni bunck, negativné ovlivitujici jejich regeneracni
schopnosti. Pii nespravné manipulaci mize dojit k inhalaci vldken, coz ptedstavuje

zdravotni riziko (Kaeppler et al., 1992).

2.1.4.4 Mikroinjekce

V ramci této metody je DNA vnesena mechanicky pfimo do jadra nebo cytoplasmy
pomoci sklenéné mikrokapildrni injekéni pipety. Za pouziti mikroskopu jsou buinky
¢i protoplasty imobilizovany v agaru s nizkou teplotou tani pfisdtim na specidlni
pipetu. Poté je DNA injektovana do jadra ¢i cytoplasmy (Morikawa a Yamada, 1985).
Tato technika vyzaduje pomérné nakladné technické vybaveni pro manipulaci
s jednotlivymi buiikami pod mikroskopem a je velmi ¢asové naro¢na. Uinnost je
nizka také kvuli tloustce bunétné st€ény a omezené moznosti regenerace jednotlivych

bunék (Crossway et al., 1986).

2.14.5 Transformace chloroplastii

Je obvyklé, ze pii ptipraveé geneticky modifikovanych rostlin je DNA vnaSena do jadra.
Nicméné je mozné ji vnést i do plastidii. Genom chloroplastii je vysoce konzervovany
vramci rostlinnych druhii a typicky je tvofen dvouvlaknovou DNA uspofaddanou
do monomerickych kruhti nebo linearni molekuly (Maliga, 2004).

Je mozné vyuzit transformace s pomoci mikrocastic nebo protoplastli, jsou vSak
potfeba vektory pro chloroplasty, obsahujici specifickou expresni kazetu a cilové
specifické presahujici sekvence. Integrace transgenu probihd jako homologni
rekombinace (Verma a Daniell, 2007).

Chloroplasty mohou slouZit jako bioreaktory pro produkci rekombinantnich
proteini a biofarmaceutik (Daniell et al., 2005). Transgeny insertované do plastidi

nejsou pienaseny pylem, protoze jsou dédény z matéiny strany (Kumar et al., 2004).



2.2 Metabolismus cytokinini

2.2.1 Cytokininy

Cytokininy se fadi mezi vyznamné rostlinné hormony, které hraji dilezitou roli
v riznych fazich vyvoje a ristu, zahrnujici iniciaci rastu kofent, apikdlni dominanci,
bunééné déleni, senescenci, piijem zivin a také zprostiedkovavaji odpovéd’ na bioticky
i abioticky stres. Spolu s auxiny pusobi na dlouhé vzdalenosti i lokalné jako parakrinni
signaly. Jejich syntéza probiha v rtiznych ¢astech rostlinného téla, jsou transportovany
z kotfene do nadzemnich c¢asti (Sakakibara, 2006).

Cytokininy pusobi stejné jako ostatni signalni molekuly pii velmi nizkych
koncentracich, 1-50 pmol-g” &erstvé hmotnosti (Galuszka et al., 2008). Hladina
hormonti je neustale kontrolovana, aby byly k dispozici v dostatecném mnozstvi
a koncentraci na potfebném misté a mohly interagovat se specifickymi receptory.
Dulezitymi ptfi udrzeni potfebné hladiny jsou biosyntetické a metabolické enzymy
i jednotlivé komponenty a soucasti vnimani pienosu signalu, které byly podrobné
zkoumany béhem posledniho desetileti. Dilezitym  faktorem je také
kompartmentalizace enzymii cytokininového metabolismu, kterd pfispiva k udrzeni
vnitini homeostazy (Smehilové et al., 2009; Werner et al., 2003; Zalabak et al., 2016).

Cytokininy, nalezené v témé&f vSech Zivych organismech, jsou vysoce konzervované
nizkomolekularni latky, jejichz funkce neni omezena pouze na rostliny, plsobi
I v bakteriich, houbach nebo hmyzu (Spichal, 2012). Jako prvni byl identifikovan
kinetin (6-furfurylaminopurin) — degradacni produkt DNA, podporujici bunécné
déleni, izolovany z mli¢i sledé¢ (Miller et al., 1955). Jeho pojmenovani bylo odvozeno
ze schopnosti vyvolat cytokinezi (bunéfné dé&leni). Nasledny zajem vyustil

Vv intenzivni vyzkum a objevy dalSich cytokininti (Amasino, 2005).

2.2.1.1 Struktura cytokininia

V rostlinnych pletivech se cytokininy vyskytuji ve formé volnych bazi i konjugované
jako nukleotidy, nukleosidy a glykosidy. Zatimco nukleobdze jsou prvotni ligandy
pro cytokininové receptory, jejich konjugaty vykazuji obvykle niz§i az nulovou
aktivitu (Sakakibara, 2006).



Pfirozené se vyskytujici cytokininy jsou N°-substituované derivaty adeninu, podle
postranniho fetézce se d&li na isoprenoidni (N°-isopentenyladenin, cis-zeatin)
a aromatické (kinetin, N°-benzyladenin), (Obr. 4 A, B), (Romanov, 2009).

Syntetické cytokininy jsou strukturné¢ odlisné a vykazuji vysokou biologickou
aktivitu, zaloZzenou na jejich stabilité a schopnosti inhibovat cytokinindehydrogenasu.

Radi se mezi né napiiklad N,N"-difenylmo&ovina (Obr. 4 C), (Schmiilling, 2004).
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Obr. 4: struktury cytokinint odvozenych A, B — od adeninu a C — od fenylmocoviny.

2.2.1.2 Biologické funkce cytokinint

Apikélni meristém prytu (shoot apical meristem = SAM) tvoii vysoce specializované
pluripotentni bunky, zajiStujici postembryondlni formovani vzdu$nych pletiv
a organt. Bylo prokdzano, Ze cytokininy jsou zakladnimi regulatory proliferacni
aktivity SAM. Snizeni jejich hladiny vede k inhibici vyvoje nadzemni ¢asti
(Werner et al., 2003). Dalsim dikazem je lokalizace exprese LOG gent, kodujicich
enzymy pieménujici biologicky inaktivni cytokininy na aktivni volné baze, v SAM.
Slouzi tudiz jako zdroj aktivnich cytokinind (Werner a Schmiilling, 2009).

Je znamo, Ze vysoka koncentrace cytokininti inhibuje rist a vyvoj kotene. Tato role

je spojena s efekty na bunééné déleni kofenového meristému a elongacni zony kofene.



Velikost apikdlniho meristému kofene (root apical meristem = RAM) je urcena
vzadjemnym antagonistickym piasobenim auxini a cytokinint. Vysokd hladina
cytokininti a nizka hladina auxint reguluje RAM zvySenim poctu diferencujicich se
bunék V prodluzovaci zon¢. Naproti tomu vysoka hladina auxini a nizka hladina
cytokininti podporuje déleni bunek (Kieber a Schaller, 2014).

Antagonistické pisobeni cytokininti a auxint hraje zasadni roli pfi regulaci rstu
a vyvoje rostlin. Zménou pomeéru koncentraci Ize ovlivnit pribéh regenerace rostlin
(Skoog a Miller, 1957). Proces organogeneze zavisi na poméru hormont
V kultivaénim médiu. Pokud pievladaji cytokininy, je stimulovan riist nadzemni ¢asti.
Naopak pfi prebytku auxind je stimulovana tvorba kotfenovych vrcholi. Toho je
vyuzivano v biotechnologiich pro regeneraci rostlin z jejich oddélenych casti
(van Staden et al., 2008).

Dal$im rysem cytokininii je schopnost oddalit senescenci listl, coZ je projev
programované bunééné smrti. Behem konecné faze vyvoje listu dochdzi ke zménam
V expresi gent, tim ve struktufe buiiky a snizeni fotosyntetické aktivity. Tento proces
ovliviiuji signaly z prostfedi — bioticky a abioticky stres (nedostatek zivin, svétla,
vysoka teplota, sucho) a endogenni faktory (stafi rostliny, mnozstvi hormoni),
(Quirino et al., 2000).

2.2.1.3 Biosyntéza cytokininu

Obsah a ptitomnost cytokininti se vyznamné li$i v riznych ¢astech rostlin. Hladiny se
méni v prub&hu ontogenetického vyvoje i v jednotlivych organech (Takei et al., 2002).

Prvnim a limitujicim krokem biosyntézy je enzymaticka reakce katalyzovana
isopentenyltransferasami (IPT), které zprostredkovavaji pienos isoprenoidniho zbytku
na N°-pozici adeninu ve formé& nukleotidu (AMP, ADP, ATP) nebo N-prenylaci
adeninu v tRNA. Jsou znamy dva typy IPT produkujici cytokininy v zivych
organismech, liSici se svou substratovou specifitou a to adenylat-IPT (EC 2.5.1.27)
atRNA-IPT (EC 2.5.1.8). Oba jsou odvozeny od genu stejného piedka. Donorem
isoprenoidniho postranniho fetézce mtze byt dimethylalylpyrofosfat (DMAPP), nebo
(E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl (HMBDP). Substratova specifita je zavisla
na druhu organismu (Sakakibara et al., 2005; Spichal, 2012).

Poprvé byl ditkkaz o biosyntéze cytokininti zaznamenan in vitro ve vzorku ze slizu

hlenky Dictyostelium discoideum, u které je dulezitd pro produkci discadeninu,

10



sloucening strukturné podobné¢ CK, fungujiciho jako inhibitor kliceni vytrust
(Tayaetal., 1978). De novo syntéza cytokininii probihd v riznych castech rostlin,
nejvice v intenzivné se délicich pletivech, piredev§im v apikdlnim meristému kotene.
Odtud jsou CK transportovany xylémem do ostatnich c¢asti rostliny. Biosyntéza se
pfevazné odehrava ptidanim isopentenylového fetézce na ATP nebo ADP (Kakimoto,
2001). Arabidopsis thaliana celkem obsahuje devét gent pro IPT, homology
AtIPT1 — AtIPT9. Sedm tvoti adenylat-IPT, které ptipojuji isoprenoidni fetézec k ADP
nebo ATP a dvé ziejmée koduji predpokladané tRNA-IPT, které piidavaji isoprenoidni
fetézec na adenin tRNA (Takei et al., 2001).

Byly navrzeny dvé drahy pro vznik cytokinini trans-zeatinového (tZ) typu.
V prvni, zaloZené na ptitomnosti isopentenyladeninu (iP), je nejdiive produkovan
isopentenyladeninovy nukleotid, ktery je nasledné hydroxylovdn monooxygenasou
cytochromem P450 (CYP735A1 a CYP735A2). Druhd, na iP nezavisla draha, vede
k produkci tZ piimo pfenosem hydroxylovaného postranniho fetézce z prekurzoru
HMBDP na adeninovy kruh (Takei et al., 2004).

Rostliny produkuji prekurzory isporenoidi isopentenyldifosfat a DMAPP skrz
methylerythritolfosfatovou (MEP) drahu v plastidech a mevalonatovou (MVA) drahu
Vv cytosolu. Analyzou bylo zjisténo, ze prenylova skupina (DMAPP) pro tZ a iP
je pfevazné produkovana MEP drahou, zatimco vysoky podil prenylovych skupin
cis-zeatinovych (cZ) derivati poskytuje MVA draha (Kasahara et al., 2004).

tRNA-IPT jsou pfitomny téméf ve vSech zijicich organismech (bakteriich,
rostlinach i zivocisich). Katalyzuji N-prenylaci adeninu pfilehlého k antikodonu a jeho
naslednou degradaci na nukleotid monofosfaty. Uvolnény cytokinin je obvykle cZ
a vzhledem k tomu, ze doposud nebyla identifikovana cis-hydroxylasa, je tento zptisob
akceptovan jako hlavni zdroj cis-zeatinu (Frébort et al., 2011). tRNA-IPT jsou
castecné homologni s adenylat-IPT, které vSak navic obsahuji doménu znemoZznujici
vazbu k RNA.

Cytokininy syntetizované de novo musi byt pfevedeny na aktivni formu. Enzymy
purinového metabolismu fosfatasy — 5’-nukleotidasy (EC 3.1.3.5) — nebo alkalické
fosfatasy (EC 3.1.3.1) defosforyluji nukleotid fosfaty. Deribosylace nukleosidu je
fizena adenosin nukleosidasami (EC 3.2.2.7). VSechny tyto enzymy maji Sirokou
substratovou specifitu, tudiZ jsou pro nizké hladiny cytokininii v rostlinach v podstaté
neucinné (Chen a Kristopeit, 1981). Rostliny proto vyuzivaji aktivacni reakce piimo
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preménujici neaktivni CK ribosidy na volné baze v ramci jednoho kroku: tato reakce
je katalyzovéana enzymem nazyvanym Lonely guy (LOG,
CK ribosid-5"-monofosfatfosforibohydrolasa), ktery byl objeven u ryze pii analyze log
mutanti deficientnich ve schopnosti udrzet meristematickou aktivitu nadzemni casti
rostin a vedouci tudiz komezenému rustu. Tato ribosid-5"-monofosfat
fosforibohydrolasa je schopna $tépit cytokinin ribosid-5"-monofosfat za vzniku aktivni
volné baze a ribosa-5"-monofosfatu (Kurakawa et al., 2007).

Schéma biosyntézy cytokininl je shrnuto na Obr. 5.
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Obr. 5: zapojeni enzyml do biosyntézy cytokinini. Isopentenyltransferasy (IPT) katalyzuji
syntézu isopentenylribosidu di/trifosfatu (iPR(D/T)P) z dimethylalylpyrofosfatu (DMAPP)
a adenosindifosfatu (ADP) nebo adenosintrifosfatu (ATP). Cytokininfosforibohydrolasa (LOG)
katalyzuje uvolnéni aktivni baze isopentenyladeninu (iP), ktery mtze byt dale hydroxylovan
na isoprenylové skupiné specifickou cytochrom P450 monooxigenasou (CYP450) za tvorby
trans-zeatinu (tZ), (upraveno podle Zalabak et al., 2013).

2.2.1.4 Inaktivace a degradace cytokininu

Cytokininy se vyskytuji v zasobni formé v podobé nukleotidt, nukleosidi
a O-glykosidi. Mezi jednotlivymi formami dochdzi ke vzijemnym pfeménam
a modifikacim, vedoucim ke zménam aktivity nebo funkce (Obr. 6). Hladina
cytokinini muze byt snizena pomoci konjugace se sacharidy nebo ireversibilnim
Stépenim za ucasti cytokinindehydrogenas (Sakakibara, 2006).

Nejcast¢jsi modifikaci adeninového kruhu a postranniho isoprenoidniho fetézce
jsou glykosylace zprostiedkované pomoci UDP-glukosyltransferas (EC 2.4.1.X). Tyto
enzymy katalyzuji konjugaci cukru zuridin difosfatu s cytokininem za tvorby
O-glykosidu nebo N-glykosidu.

Primarné probiha N-glykosylace na N’ nebo N° pozici adeninu pomoci
N-glykosyltransferas (EC 2.4.1.118). Vzhledem k minimalni aktivité se predpoklada,
7e se jedna o ireversibilni inaktivaci. Naopak N3-glykosidy mohou byt prem&nény

na volné baze pomoci B-glukosidas (EC 3.2.1.21). Plastidova B-glukosidasa z kukutice
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také  Stépi  inaktivni  O-glukosidy za  uvolnéni  aktivnich  cytokinind
(Brzobohaty et al., 1993).

Cytokininy obsahujici hydroxylovou skupinu na postrannim isoprenoidnim fetézci
(zeatinového typu) podstupuji O-glykosylaci, coz je stereospecificka reakce striktné
preferujici CK substraty (Veach et al., 2003). O-glukosidy mohou byt efektivné
deglykosylovany pomoci B-glukosidasy, a maji (spole¢n& s N3-glykosidy) schopnost
zménit se zpet na aktivni formu, a proto slouzi jako vyznamna zasobni forma

cytokinint (Hou et al., 2004).
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Obr. 6: enzymy zapojené do inaktivace a degradace cytokinini. A — CK mohou byt
reverzibilng glykosylovany (Glc) v pozicich N, N° a O (v piipadé trans-zeatinu (tZ)) pomoci
UDP-glukosyltransferas (UGT), coz vede k jejich inaktivaci. Zpétna aktivace (deglykosylace)
je katalyzovana pomoci specifickych B-glukosidas a to pouze v pozicich N’ a O.
B — cytokininy jsou ireverzibiln€¢ degradovany za ucasti cytokinindehydrogenas (CKX),
(upraveno podle Zalabak et al., 2013).

2.2.2 Cytokinindehydrogenasy

Jedinymi dosud znamymi enzymy schopnymi nevratné degradovat cytokininy
zprostiedkovanim oxidativniho odstépeni jejich postranniho fetézce od adeninu jsou
cytokinindehydrogenasy (CKX, EC 1.5.99.12). Tim vyznamné pfispivaji k udrzeni
endogenni hladiny CK a pomahaji regulovat procesy spojené s jejich metabolismem.
Poprvé byla aktivita CKX demonstrovana v extraktu z tabakovych listi pomoci
radioaktivng znageného N°-isopentenyladeninu a jeho pfemény na adenin (Pages et al.,
1971). Enzym byl nejprve pojmenovan cytokininoxidasa (CKO) a myln¢ identifikovan
jako aminoxidasa obsahujici méd’ (Whitty a Hall, 1974). Zprvu byl ptedpoklad, ze
enzym vyuzivd jako konecny akceptor elektronli vyhradné molekularni kyslik
a funguje tedy jako oxidasa. Pozdéji vsak bylo zjisténo, Ze mohou byt vyuzity i dalsi
elektronové akceptory, které jsou dokonce uptednostiovany (Galuszka et al., 2001).
Cytokinindehydrogenasy se fadi mezi oxidoreduktasy skovalentné¢ vazanym

kofaktorem flavinadenindinukleotidem (FAD). Molekularni hmotnost téchto proteint
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se pohybuje v rozmezi 55-64,9 kDa, coz je zpisobeno rozdilnymi posttranslacnimi
glykosylacemi (Schmiilling et al., 2003).

V procesu katalyzovaném CKX dochazi k oxidativnimu odsStépeni Nﬁ-postranniho
fetézce adeninu (Obr. 7). V prvnim kroku probiha dehydrogenace — dva elektrony jsou
pfeneseny z cytokininu na FAD kofaktor, nasleduje vznik iminového meziproduktu
a soucasny ptrechod elektronti na konecny akceptor. Kone¢nymi produkty, vzniklymi
hydrolyzou jsou adenin (nebo jeho derivaty v ptipade Ng-substituovan}'ICh CK)
a odpovidajici aldehyd (Frébortova et al., 2010).
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Obr. 7: reakéni mechanismus cytokinindehydrogenas (CKX). Oxidativnim §tépenim
postranniho fetézce cytokininu vznikaji adenin a aldehyd.

Zatimco sekretované isozymy preferuji volné baze CK, vakuolarni a cytosolické
CKX preméiuji spise N°-glykosylované CK (Kowalska et al., 2010). To koresponduje
s predpokladanym vyskytem urcitych cytokininovych derivatu v rozlicnych bunéénych
kompartmentech, coz dokazuje aktivni kontrolu hladiny hormonti v buikach

i rostlinnych organech (Spichal, 2012).

2.2.2.1 Vlastnosti cytokinindehydrogenas

Cytokinindehydrogenasy byly popsany v mnoha rostlinnych druzich. Obvykle koduji
malou skupinu genli srlznorodym poctem clent. Biochemické vlastnosti
a intracelularni lokalizace se 1is$i mezi jednotlivymi skupinami i mezi jedno-
a dvoud¢loznymi rostlinami (Werner et al., 2006).

Tyto enzymy projevuji pomérné vysokou miru homologie a obsahuji nékolik
konzervovanych domén. Mezi né patii naptiklad GHS doména, zodpovédna
za kovalentni vazbu FAD kofaktoru. Dal$im unikatnim motivem je HFG, majici

vyznamnou roli pro stabilitu a aktivitu téchto enzymut. Spolu s PHPWLN motivem
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se nachazeji na C-konci (Zalabak et al., 2014). Jednotlivé isoformy CKX se odlisuji
v N-terminalnich sekvencich, coz pozdé&ji urCuje zacileni zralych proteind do riznych
casti bunky. Obvykle byva jen jedna isoforma, postradajici tento signalni peptid,
cytosolarni, ostatni jsou smérovany do vakuol nebo asociovany s endoplasmatickym
retikulem (Werner et al., 2003). Subcelularni lokalizace pravdépodobné ovliviiuje
funkci enzymu a je uzce spjata s preferenci dané CKX pro rizné substraty

(Zalabék et al., 2013).

2.2.2.2 Kukuri¢né cytokinindehydrogenasy

Genom kukutice obsahuje tfinact gent, kodujicich cytokinindehydrogenasy ZmCKX1,
2, 3, 4a, 4b, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 a 12. Tato rodina byla podrobné prostudovana
pomérné¢ nedavno. Ukéazalo se, ze nékteré¢ formuji homologni pary, které vznikly
procesem duplikace chromozomi v pribé¢hu vyvoje. Témito paralogy jsou
ZmCKX2 a ZmCKX3, ZmCKX4a a ZmCKX4b, ZmCKX7 a ZmCKX8,
ZmCKX11 a ZmCKX12 (Vyroubalova et al., 2009).

Jelikoz je lokalizace kazdé isoformy CKX ptedurcena jeji N-koncovou sekvenci
byly vyuzity nastroje pro identifikaci potenciondlniho N-terminalniho peptidu. Pomoci
SignalP 4.0 byly odhaleny sekvence vétSiny (Petersen et al., 2011), pro nalezeni
ZmCKX9 byl vyuzit nastroj iPSORT (Bannai et al., 2002). Signalni peptidy byly
nalezeny u vSech znamych ZmCKX mimo ZmCKX10 (Obr. 8), u niz byla jiz diive
potvrzena za vyuziti C-terminélni fize s GFP cytosolarni lokalizace, zpiisobena prave
chybgjici signalni sekvenci na N-konci (Smehilova et al., 2009). Podle piedpovédi
by isoformy ZmCKX1-6, ZmCKX9, ZmCKX11 a ZmCKX12 mé¢ly byt sekretovany
do apoplastu, zatimco ZmCKX8 by méla byt transportovana do mitochondrii
(Zalabék et al., 2014).

Jako prvni byla studovéna za pouziti imunohistochemickych metod subcelularni
lokalizace ZmCKX1. Nejvyssi exprese 1 mira enzymatické aktivity byly zjiStény
v aleuronové vrstvé kukuficnych zrn a byla tak potvrzena sekrece ZmCKX1

do apoplastu (Galuszka et al., 2005).
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ZmCEN1 HP.W_ YLLLAGLIACSHALAA 'Z'E.-'-'-.I:.IE-J.;.\F. RPWPASLAALALDGKLRTDSNATARASTDFGNITSALPA

ZmTEN2 MEFPELVHCFRELLVLLALARL TMHVEFDEDMLE PLGALRLDGHE SFHDVEAMARDFGHQCSFLEAAVLHE

ZmCEX3 MK PP SLVEY FELLVLLALARLTMEVPDEDVLLS LGALRLDGHF SFHDVS AMARDF GNOQCSFLPAAVLEP

ZmCER4 MTRCLMFTLLFLVSSLISTVGLFVEFFAELLOL oV RLSVDASDIAEASRDFGEVARAEFMAVEH

ImCEX4db MTRCLMFMPELELVSSLISTVCGLEVEFFAELLOLGCDVEGERLEVDASDIAEASRDFGCLSRAEFMAVED

ZmCHENME MARATT S TVAARLCEFLLECY A TP ESTLAASSAI THD I IRCLADTTARRVRTDAEATARASTDFCTHATADD

EmCHXE MEVAMUVSARASLLILVISLCSPYKFIQSPMDL 'PI..‘T!'-:T-‘-..*..“'.ESE_- RILFRAPAAVLRPQSPRD

ZmCEXE MARRTRFVAVARLLA SFLSVAACHPRPLPAACLPCD LFCLEIASRIRTDSNS TAKARTDFCOMVRARPER

ZmCEXS MOLADSSHLVAPVPTLCSNMTARAAYLAS I:rLI'u"L'S _- #51—.%’1'&\-"; DALDIVSKISTEHDATIKAS

ZmCEX10 MMLAYMDRATAARAEPEDACREPATTAGGCAAARATDFGGLASAMPAANVRPASADDVASAIRAMLTPHL

ZmCFN12 MEGKVLCTYAGIVALLLCSSVHRIQSPSDVEFGPVALLEPTASAMRDFGGVVSEARIAVMOPGSPADIARL
Obr 8: identifikace pfedpokladanych N-terminalnich signalnich sekvenci a vakuolarnich
signalti u kukuti¢nych CKX. Za pouziti nastrojii SignalP 4.0 a iPSORT byly odhaleny pozice
domnélych N-koncovych signalnich sekvenci. PIné Sipky ukazuji konce téchto sekvenci, které
byly odstranény pii ptipravé rekombinantnich proteini. Ramecky ohranicuji predpokladané

specifické vakuolarni tfidici signaly. Prazdné Sipky naznacuji sekvence, které byly odstranény
pfi pripravé rekombinantnich proteint ZmCKX6 a ZmCKX9 (podle Zalabak et al., 2014).

Nedavno bylo za pouziti heterologni exprese v E.coli pfipraveno deset
rekombinantnich proteint ZmCKX. Pro expresi jednotlivych enzymi bylo nezbytné
odstranit predpokladanou signalni sekvenci na N-konci, coz vedlo k detekci aktivity
CKX u osmi isoforem. DalSimi analyzami ZmCKX6 a ZmCKXO9 byly odhaleny kratké
sekvence homologni k sekvencim LLPT a LPTS, coZz jsou vakuolarni signaly.
Po odstranéni tohoto motivu u ZmCKX9 byl exprimovan funkéni protein, zatimco
u ZmCKX6 nebyla zaznamenana Zadna aktivita (Zalabak et al., 2014). Je ptedpoklad,
ze ZmCKX6 je pseudogen, i pies fakt, ze byla diive detekovana silnd exprese
v intaktnich pletivech kukufice (Vyroubalova et al., 2009). ZmCKX6 nese neobvyklou
variaci v jinak konzervovaném motivu PHPWLN (zaménu prvniho prolinu za histidin)
a také mutaci v motivu HFG (leucin misto fenylalaninu). Reverzni mutace v HFG
motivu vede ke zvySené expresi, coZ potvrzuje nezbytnost jeho piitomnosti
pro spravnou funkci CKX (Zalabak et al., 2014).

Kukufiéné CKX degraduji obecné cytokininy cis-zeatinového typu, uptednostiuji
je pfed CK trans-zeatinového typu. To je zfejmée zapti¢inéno vySSim vyskytem CK
cZ-typu Vv kukufi¢nych pletivech (Gajdosova et al., 2011). Zatimco u A. thaliana
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vakuolarni a cytosolické CKX preferuji cytokinin-9-glukosidy a cytokinin
mono/di/trifosfaty pred volnymi bazemi (Kowalska et al., 2010), kukuficné CKX je
naopak degraduji pomaleji, nez volné baze. Isoformou nejrychleji degradujici
cytokininové  volné  baze v extracelularnim  prostoru  je = ZmCKX1
(Zalabak et al., 2014).

2.2.3 Nukleosid-N-ribohydrolasy

Nukleosid-N-ribohydrolasy  (nukleosid hydrolasy, NRH, EC 3.2.2.X) jsou
glykosidasy, katalyzujici Stépeni N-glykosidické vazby nukleosidu za vzniku béze
aribosy (Obr. 9). Tyto enzymy jsou dulezit¢ pro patogenni organismy jako jsou
Trypanosoma nebo Leischmania, které nejsou schopné syntetizovat puriny de novo
atimto zpasobem je recykluji (Verseés a Steyaert, 2003). V aktivnim misté maji
vazany Ca?* ion, fadi se tedy do skupiny metaloproteinli. Substrat se do aktivniho
mista vaze pies ribozyl. Charakteristicky je také N-terminalni motiv DXDXXXDD
(Verseés et al., 2001). Kukufice seta (Zea mays) obsahuje pét identifikovanych gend
ZmMNRH1A, ZmNRH1B, ZmNRH2A, ZmNRH2B a ZmNRH3.

Kukuticnd NRH je homodimer, coz bylo pomérné¢ neddvno dokézéno po urceni
krystalové struktury ZmNRH3. Zatimco podtiida ZmNRH3 preferuje purinové
ribosidy inosin a xanthosin, ZmNRH2A a ZmNRH2B upfednostiiuji uridin
a xanthosin. Obé podtiidy mohou dale hydrolyzovat rostlinné hormony,

a to cytokininové ribosidy (Kopec¢na et al., 2013).

o]
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K # + HO — k\NI Nz +

OH OH
OH OH

inosin hypoxanthin ribosa

Obr. 9: reakéni mechanismus N-ribohydrolas (NRH). Hydrolyzou inosinu vznika béaze
hypoxanthin a ribosa.

17



2.2.4 Aldehyddehydrogenasy

Rodinu aldehyddehydrogenas (ALDH) tvofi Siroka S$kala enzymi zapojenych
do endogenniho i exogenniho metabolismu aldehydd. Ty jsou produkovany v ramci
mnoha zakladnich metabolickych procesi a jako odpovéd na stres
vyvolany prostiedim — zasoleni, dehydrataci, chlad, zvySenou teplotu. Tyto latky jsou
I pfes svou nepostradatelnost ve vyssi mife toxické a pti piekroCeni fyziologickych
koncentraci mohou byt cytotoxické, mutagenni a karcinogenni, coz bylo studovéano
piedev§im u c¢loveéka a bakterii (Kotchoni a Bartels, 2003). Endogenni hladina
aldehydi musi byt regulovana pro zajisténi normalniho pribéhu vyvojovych
a rustovych procest.

Jako kofaktory ALDH slouzi NAD® nebo NADP® pro pieménu aldehydt
na odpovidajici karboxylové kyseliny za vzniku redukovanych koenzymii NADH
nebo NADPH. Slouceniny s aldehydickou funkéni skupinou vznikaji jako dulezité
meziprodukty v mnoha  katabolickych i biosyntetickych  cestach.  Tvorba
NADH/NADPH zprostiedkovand ALDH reprezentuje vyznamny zdroj redukovanych
koenzymu potiebnych pro udrzeni redoxni rovnovahy (Brocker et al., 2013).

Na zéklad¢ jednotnych kriterii pro nomenklaturu ALDH stanovenych ALDH Gene
Nomenclature Committee (AGNC) nélezi proteinové sekvence s vyssi, nez 40%
shodou do rodiny a ty s vice, nez 60% identitou do podrodiny (Vasiliou et al., 1999).

Dosud bylo ur¢eno 26 odlisnych rodin, z nichz polovina je pfitomna v rostlinach.
Jsou to ALDH2, ALDH3, ALDH5, ALDH6, ALDH7, ALDH10, ALDH11, ALDH12,
ALDHI18, ALDH21, ALDH22 a ALDH24. Tyto enzymy se vyskytuji ve vSech
rostlinnych druzich, ovSem jejich spektrum se v jednotlivych lisi (Brocker et al.,
2013). Pocet identifikovanych genti se neustale zvysuje, kukuficné ZmALDH (vybrané
Tab. 1) byly charakterizovany v roce 2010 (Jimenez-Lopez et al., 2010).

Rostlinné ALDH2 (EC 1.2.1.3) byly identifikovany jako mitochondrialni
a cytosolické a vykazuji relativné Sirokou substratovou specifitu (Marchitti et al.,
2008). Jejich aminokyselinova sekvence je az z 63 % identicka s lidskou (hALDHZ2,
patfici do podskupiny ALDH2A), ktera je =zapojena do metabolismu
ethanolu — katalyzuje konverzi acetaldehydu na acetat. Tyto enzymy tvoii
homotetramery a maji Sirokou substratovou specifitu. (Koncitikova et al., 2015;

Klyosov, 1996).
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Tab. 1. Vybrané kukuficné ALDH a  jejich  pfedpokladana  lokalizace
(podle Jimenez-Lopez et al., 2010)

rodina funkce predpokladana lokalizace

ALDH2 aldehyddyhydrogenasa mitochondrie
ALDH12 karboxyldehydrogenasa mitochondrie
ALDH22 aldehyddehydrogenasa endomembranové kompartmenty / sekrece

Geny ALDH12 koduji A-1-pyrolin-5-karboxyldehydrogenasy (EC 1.5.1.12), které
jsou klicové v procesu degradace prolinu a argininu na glutamat (Obr. 10). Fakt, ze
jsou geny této podskupiny vysoce konzervovany i mezi vzdalenymi druhy dokazuje
silny selektivni tlak pro zachovani jejich funkce. Tento nazor je podpoien i faktem,

ze kazdy doposud zkoumany rostlinny druh obsahuje jen jeden tento gen
(Deuschle et al., 2004).

) | > ALDHI12 o™
A
o '

NAD*  NADH —o

0

A-pvrolin-5-karboxylat ghitamat

Obr 10: pfeména A-pyrolin-5-karboxylatu pomoci ALDHI2 za vzniku glutamatu
a ucasti NAD".

2.2.5 Cytokininribosidfosforylasy

Cytokininribosidfosforylasy (CKP) katalyzuji vnitini konverzi N°-ribosidu CK na jeho
volnou  bazi. Jedina dosud znama  StCKXP  (Solanum  tuberosum
cytokininribosidfosforylasa), ziskana z bramboru pomoci afinitni chromatografie,
preferuje cytokininy pfed nesubstituovanymi aminopuriny.

U exprimovaného proteinu byla zjisténa nukleosidfosforylasova aktivita vuci CK,
adeninu a adenosinu. Isopentenyladenin (iP), trans-zeatin (tZ), dihydrozeatin (DZ)
a adenin byly pfeménény na ribosidy v pfitomnosti ribosa-1-fosfatu. V opacném sméru
byly iP, tZ, DZ a adenosin pfeménény za pritomnosti fosfatu (Pi) na jejich volné baze
(Obr. 11).
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StCKP1 slouzi jako negativni regulator CK, prodluzuje fazi endodormance pomoci
vratného chladového mechanismu. Endodormance je vnitiné navozeny stav nulového
riastu a minimalizovaného metabolismu s charakteristickym prabéhem, ktery je
navozen chladovymi podminkami — teplotami blizicimi se k nule. Enzym StCKP
zvysuje koncentraci aktivni formy CK v apikalnim meristému kotene a tak podporuje
elongaci. Zaroven mize snizit koncentraci aktivnich cytokinini tvorbou jejich

zasobnich forem v dormantnich pletivech (Bromley et al., 2014; Hanke, 2009).
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Obr. 11: schematicky model moznych pfemén CK. Ilustrace za vyuziti trans-zeatinu (tZ),
obdobné¢ funguje pro CK cis-zeatinového (cZ), isopentenyladeninového (iP)
a dihydroxyzeatinového (DZ) typu. Cytokininribosidfosforylasy (CKP) katalyzuji vnitini
konverzi N°-ribosidu CK na jeho volnou bazi., ADK — Adokinasa, ANS — Adonukleosidasa,
APRT — Adofosforibosyltransferasa, LOG — Lonely guy, 5-NTD - 5’-nukleotidasa
(podle Bromley et al., 2014).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

— l-naftalenoctova kyselina (NAA), (Sigma, USA)

— 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D), (Sigma-Aldrich, USA)
— 2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina (MES), (Duchefa, Nizozemi)
— 6x Loading Dye (Thermo Scientific, USA)

— acetosyringon (Sigma-Aldrich, USA)

— agar (HiMedia, Indie)

— agarosa (Amesco, USA)

— albumin, hovézi sérovy (BSA), (Sigma-Aldrich, USA)
— akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

— amidocernn 10 B (Merck, Némecko)

— Antarctic Phosphatase + pufr (NEB, Velka Britanie)

— B-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

— bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, USA)

— butanol (Penta, CR)

— celulasa z Trichoderma viride (Sigma-Aldrich, USA)

— Coomassie Brilliant Blue R250 (Sigma-Aldrich, USA)
— dimethylsulfoxid (DMSO), (Duchefa, Nizozemi)

—  D-mannit (manitol), (Penta, CR)

— dNTPs (Fermentas, Kanada)

— dodecylsiran sodny (SDS), (Penta, CR)

— D-sorbitol (Sigma-Aldrich, USA)

— dusi¢nan vapenaty tetrahydrat (Penta, CR)

— ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), (Penta, CR)
— ethanol (Penta, CR)

— ethidium bromid (NeoLab, Némecko)

— GoTag G2 Flexi Polymerasa + pufr (Promega, USA)
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hydroxid draselny (Lachner, CR)

hydroxid sodny (Penta, CR)

hygromycin B (Roche, Svycarsko)

chlorid hotecnaty (Promega, USA)

chlorid sodny (Lachner, CR)

chlorid vapenaty (Penta, CR)

kanamycin monosulfat (Duchefa, Nizozemi)
kinetin (Sigma-Aldrich, USA)

kvasni¢ny extrakt (Sigma-Aldrich, USA)

kyselina octova (Lachema, CR)

kyselina sirova (Lachner, CR)

L-asparagin (Sigma, USA)

LB Broth (Sigma-Aldrich, USA)

macerozym R-10 z Rhizopus sp. (Serva, Némecko)
MiliQ voda (destilovana, demineralizovand)
Murashige a Skoog medium s vitaminy (Duchefa, Nizozemi)
N, N’-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, USA)
PEG 4000 (Sigma-Aldrich, USA)

persiran amonny (APS), (Sigma-Aldrich, USA)

Pfu polymerasa + pufr (Fermentas)

rifampicin (Duchefa, Nizozemi)

RNase free voda (Qiagen, Némecko)

sacharosa (Lachner, CR)

sorbitol (Duchefa, Nizozemi)

siran hote¢naty (Lachner, CR)

susené mléko Laktino (Protein Mléko Laktoza, CR)
T4 DNA ligasa + pufr (NEB, Velka Britanie)
tetramethylendiamin (TEMED), (Sigma-Aldrich, USA)
timentin (Duchefa, Nizozemi)

tris (Duchefa, Nizozemi)

trypton (Duchefa, Nizozemi)

Tween 20 (NeoLab, Némecko)
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Pro restrikéni analyzy byly pouzity restrikéni endonukleasy Aatll, Acc65l, Avrll,
EcoRl, HindllI-HF, Spel-HF (NEB, Velka Britanie).

Pro imunodetekci byly pouzity primarni protilatka Rabbit Anti-GFP ab290
(Abcam, Velka Britanie) a sekundarni protilatka Goat Anti-rabbit 1gG (Jackson

Immuno Research Laboratories, USA).

3.1.2 Roztoky a média

Vsechna média byla pfipravena s pouzitim MiliQ vody (H20) a autoklavovana
pii 120°C po dobu 30 minut. Antibiotika byla sterilizovana pies filtry s velikosti port
0,2 um a pfidana k médiim po jejich zchlazeni na 50°C. Pevna média byla rozlita

na jednorazové Petriho misky a skladovana pfi teploté 4°C.

3.1.2.1 Riustova média
Luria-Bertani (LB) médium: 1,55% (w/v) LB Broth; 0,95% (w/v) NaCl; pH 7,2

LB médium + 1,5% agar
SOC médium: 2% (w/v) trypton; 0,5% (w/v) kvasniény extrakt; 0,05% (w/v) NacCl,
0,01 mol-1™* MgCly; 0,01 mol-I"* MgSOy4; 0,0025 mol-1™* KCI; 0,02 mol-1™* glukosa

Ler médium: 3% (w/v) sacharosa; 0,44% (w/v) MS médium s vitaminy; 250 nmol 1
kinetin; 550 nmol-I"* NAA; pH 5,7

Ler médium + 1% agar

BMS médium: 3% sacharosa; 0,44% (w/v) MS médium s vitaminy;
0,02% (w/v) L-asparagin; 13,5 ;,Lmol-l'1 2,4-D; pH 5,8

BMS médium + 1% agar

3.1.2.2 Roztoky pro agarosovou elektroforézu

TAE pufr: 40 mmol.I"* Tris-acetat; 1 mmol.I" EDTA; pH 8

1% agarosovy gel: 1% agarosa v TAE pufru

3.1.2.3 Roztoky pro izolaci plasmidu alkalickou lyzi

roztok P1: 50 mmol.I"* Tris; 10 mmol.I" EDTA; 100 ug.ml™ RNasa A; pH 8
roztok P2: 200 mmol.I™* hydroxid sodny; 1% SDS
roztok P3: 3 mol.I* octan draselny; pH 5.5
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3.1.2.4 Roztoky pro izolaci protoplasti

promyvaci roztok 1: 0,65 mol.I* manitol; 8,7 mmol.I* MES; 10 mmol.I* KCI;
1 mmol.I"* CaCly; pH 5,5

enzymaticky roztok 1: 1,5% celulasa; 0,3% macerozym v promyvacim roztoku
MaMES roztok: 0,6 mol.I" manitol; 4,7 mmol.I* MES; pH 5,7

PEG roztok: 40% PEG 4000; 0,3 mol.I"* manitol; 0,1 mol.I"* Ca(NOs),-4H,0

WS5 roztok: 154 mmol.I"t NaCl; 165 mmol.I* CaCly; 5 mmol.I* KCI; 2 mmol.I"* MES;
pH 5,7

enzymaticky roztok 2: 15% celulasa; 0,3% macerozym; 0,6 mol.I* manitol;

10 mmol.I* MES; pH 5,7; zahfat 10 minut na 50°C, po zchladnuti na pokojovou
teplotu pfidat 1 mmol.I* CaCly; 0,1% BSA

promyvaci roztok 2: 0,6 mol.I"* manitol; 4 mmol.I"* MES; 20 mmol.I"* KCI; pH 5,7
inkubaéni roztok: 0,6 mol.I"* manitol; 4 mmol.I"* MES; 4 mmol.I* KCI; pH 5,7

transformadni pufr: 0,6 mol.I"* manitol; 4,7 mmol.I"* MES; 8,5 mmol.I* CaCl; pH 5,7

3.1.25 Roztoky pro SDS-PAGE

roztok akrylamidu-bisakrylamidu — 30% akrylamid; 0,8% bisakrylamid
pufr pro délici gel — 2,25 mol-1™* Tris-HCI, pH 9,2
pufr pro zaostfovaci gel — 0,75 mol-17 Tris-HCI, pH 6,8

4% zaostiovaci (stacking) gel — 1 ml roztoku akrylamidu-bisakrylamidu; 1,25 ml pufru
pro délici gel; 5,13 ml H,O; 0,075 ml 10% (w/v) SDS; 0,01 ml TEMED; 0,05 ml
10% (w/v) APS

10% d¢lici (running) gel — 3,33 ml roztoku akrylamidu-bisakrylamidu; 1,67 ml pufru
pro d&lici gel; 4,84 ml H,O; 0,1 ml 10% (w/v) SDS; 0,01 ml TEMED; 0,05 ml
10% (w/v) APS

elektrodovy pufr — 0,025 mol-1"* Tris; 0,192 mol-1* glycin; 0,1% SDS; pH 8,3

4x SDS nanéseci pufr — 0,2 mol-1™ Tris-HCI, pH 6,8; 40% (v/v) glycerol; 0,4% (w/v)
bromfenolova modt; 8% (w/v) SDS; 2,8% (v/v) B-merkaptoethanol

3.1.2.6 Roztoky pro Western blot a imunodetekci

transferovy pufr — 0,025 mol-1* Tris-HCIL; 0,192 mol-1* glycin; 20% (v/v) methanol;
80% (v/v) H,O
blotovaci pufr — 12,5% (v/v) transferovy pufr; 20% (v/v) methanol; 67,5% (v/v) H,O

24




barvici roztok pro gel — 0,025% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250; 50% (v/v)
methanol; 10% kyselina octova; 40% (v/v) H,O

barvici roztok pro membranu — 0,5% (w/v) amidoc¢erni; 50% (v/v) methanol; 7% (v/v)
kyselina octova, 43% (v/v) H,0

odbarvovaci roztok — 40% (v/v) methanol; 10% (v/v) kyselina octova; 50% (v/v) H,O
TBS promyvaci pufr — 20 mmol-17 Tris-HCI; 500 mmol-1? NaCl; pH 7,5

TBST _promyvaci puftr — 20 mmol-I™ Tris-HCI; 500 mmol-1* NaCl;
0,05% (v/v) Tween 20; pH 7,5

blokovaci pufr — 5% (w/v) susené odtuénéné mléko v TBST pufru

pufr s primarni / sekundarni protilatkou — 1% (w/v) susené odtuénéné mléko v TBST

pufru (fedéni primarni protilatky 1:1000, fedéni sekundarni protilatky 1:5000)

3.1.3 Pristroje a vybaveni

— analytické vahy 5034/120 (Biometra, Némecko)

— autoklav HST 5-6-8 (Zirbus, Némecko)

— automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

— Biirkerova komurka (Marienfeld, Némecko)

— centrifuga ROTANTA 460R (Hettic, Némecko)

— centrifuga 5417R (Eppendorf, Némecko)

— digitalni vahy Traveller TA302 (Ohaus, Svycarsko)

— dokumentacni systém ChemiDoc MP (BioRad, USA)

— dokumentac¢ni systém Alpha Digi, program Alpha DigiDoc RT (BioRad, USA)
— elektromagnetickd michacka (Boeco, Némecko)

— elektroporator ECM 399 (BTX, USA)

— elektroforeticka komirka pro horizontalni elektroforézu (Biometra, Némecko)
— epiflourescencni mikroskop Axio Imager M2 (Zeiss, Némecko)

— filtr Ophthalsart (0,2 um), (Santorius Stedim Biotech, Némecko)

— inkubator 28°C (Lovibond, Némecko)

— inkubator 37°C (Medline Scientific, Némecko)

— inkubator 65°C (Memmert, Némecko)

— inkubator Cool-Hotter Dry (Alex Red, Israel)

—  konfokalni mikroskop LSM 710 (Zeiss, Némecko)
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— laminarni box Faster SCS 2-6 (Ferra, Italie)

— magnetickd michacka RH basic Ikamag (IKA, Némecko)
— mikroskop Olympus CX21FS3 (Olympus, Japonsko)

— nylonova sitka 70 um (Falco, USA)

—  pH metr (Eutech Instruments, Singapur)

—  PVDF (polyvinylidendiflourid) membrana (Thermo Scientific, USA)
— termoblok Thermomixer komfort (Eppendorf, Némecko)
— termocycler T-gradient (Biometra, Némecko)

—  tiepacka (Kiihner, Svycarsko)

— UVI/VIS spektrofotometr Agilent 8453 (Agilent, USA)

— vortex (Labnet, USA)

—  zdroj napéti pro elektroforézu (Biometra, Némecko)

3.1.4 Komer¢ni soupravy a kity

—  Clarity Western ECL Substrate (BioRad, USA)

— Gateway LR Clonase Enzyme Kit (Invitrogen, USA)

— NucleoBond Xtra Maxi (Macherey-Nagel, Némecko)

— Nucleospin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Némecko)
— Phusion HF PCR Kit (Thermo-Scientific, USA)

— QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Nizozemi)
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3.1.5 Standardy molekulovych hmotnosti

Pro stanoveni velikosti fragmentli pii agarosové elektroforéze byly pouzity jako
standardy GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder a GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
(Thermo Scientific, USA). V ptipadé¢ SDS-PAGE byl pouzit PageRuler Unstained
Protein Ladder (Thermo-Scientific, USA). Velikosti fragmentii jsou popsany
na Obr. 12.

A B B
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= 15 —| a——
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Obr. 12: Pouzité molekulové standardy. A — GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder,
B — GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, C — PageRuler Unstained Protein Ladder.
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3.1.6 Vektory

— pLNU-GFP: (DNA Cloning Service) expresni vektor, nesouci gen pro zeleny
fluorescenéni protein (GFP). Mapa vektoru na Obr. 13.

— PpENTR2B: (Invitrogen, USA) vstupni vektor slouzici pro klonovani sekvence
DNA za pomoci mist pro restrikéni endonukleasy a naslednou ligaci za vzniku
vstupniho klonu pro Gateway klonovani. Mapa vektoru na Obr. 14.

— pGWAB5-EGFP: (Nakagawa et al., 2007) cilovy vektor vyuzity pii Gateway

Klonovani. Mapa vektoru na Obr. 15.

pLNU-GFP

5758 bp

Spel (1649)
AvrII (1669)
Agel (1682)
BsmBI (1696)
HindIII (1704)
BamHI (1710)

3000

Obr. 13: Mapa expresniho vektoru pLNU-GFP. Ubi 1 promotor — kukufi¢ny ubiquitinovy
promotor; GFP — gen kodujici zeleny fluorescen¢éni protein, ST-LS1 - intron;
NOS - terminator nopalin synthasy; ori — pocatek replikace; AmpR — gen kodujici rezistenci
vici ampicilinu. Multiklonovaci misto je reprezentovano vybranymi restrikénimi misty.
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Acc65! (493)
'_ECcoRI (495)

EcoRI (822)

pENTR2B
3755 bp

(1955) EcoRI

Obr. 14: Mapa vstupniho vektoru pPENTR2B, uréeného pro Gateway klonovani. Ori — poéatek
replikace; KanR — gen pro rezistenci vic¢i kanamycinu pro selekci v E. coli; CmR — gen
zajistujici odolnost vic¢i chloramfenikolu; attL mista —urCena pro mistné specifickou
rekombinaci, zajistuji spravnou orientaci genu; ccdB — gen kodujici inhibitor DNA gyrasy
pro negativni selekci; dale obsahuje T7 promotor. Zobrazena jsou restrikéni mista pouzitd
pti klonovéani.

pGWB5-EGFP
17 961 bp

N
/> \4’08 Os

2
terminator ? .
B> & : R
G \J.’g\,q;v\?:'"'naton At E

10 000

Obr. 15: Mapa cilového vektoru pGWBS-EGFP, urceného pro Gateway klonovani.
OriV — pocatek replikace; CaM35S — promotor viru kvétakové mozaiky; attR mista — uréena
pro rekombina¢ni klonovani; CmR — gen =zajistujici odolnost vici chloramfenikolu;
ccdB — gen kodujici inhibitor DNA gyrasy; EGFP — vylepSeny zeleny fluorescenéni protein;
NOS — terminator nopalin synthasy; HygR — gen kodujici rezistenci vii¢i hygromycinu.
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3.1.7 Primery

Lyofilizované primery byly rozpustény v daném mnozstvi vody bez obsahu nukleas

na kone¢nou koncentraci 100 pmol.l'1 a nasledn¢ vyredény pro pouziti pti PCR

na pracovni koncentraci 5 pmol.I"*. Seznam pouZitych primerii se nachéazi v Tab. 2.

Tab. 2: Seznam primert pouzitych pfti klonovani

nazev

sekvence (5" — 3")

ZmCKX2_Nseqdel FWO01
ZmCKX2_Nseqdel_REO01
ZmCKX5_Nseqdel _FWO01
ZmCKX5_Nseqdel _REO1
ZmCKX9_ Nseqdel FWO01
ZmCKX9 Nseqdel REO1
ZmCKX2_Nseqdel FWO02
ZmCKX2_Nseqdel_RE02
ZmCKX9_Nseqdel_FW02
ZMCKX9R_HindllI

ZmNRH1a/b_pLNU_FW
ZmNRH1a_pLNU_RE

ZmNRH1b_pLNU_RE
ZmNRH2a_pLNU_FW
ZmNRH2a/b_pLNU_RE

ZmMALDH2_pLNU_FW
ZmALDH2_pLNU_RE

sig_ZmALDH12_GFP_FW
sig_ ZMALDH12 GFP_RE

AAA
TGA
TTT
TGA
AAA
TTT
TAC
TGC
TTG
ATC
GGA
ACG
TTC
GGA
CCC
AAT
CTA
ACG
CTG
ACG
CTG
CTA
CAG
CAT
GTA
CAC

GGT ACC GAT GCA TTT CAG CTT CCA
CG

CGA ATT CTG CAA AGA CAA TGG GAG
C

GGT ACC GAT GGC GGC GCG CGT CC

CGA ATT CTT TGA GGC AAG TAG CGG G
GGT ACC GAT GCA TTC CCA TGT GCC

CGA ATT CTT AAG AAC ATT TCG AGA
AGA
CTA GTA TGC ATT TCA GCT TCC ATG

CTA GGC AAA GAC AAT GGG AGT GAC GC
CTA GTA TGC ATT CCC ATG TGC CTG C
AAG CTT GAA GAA GAA CAT TTC GAG
CAG AGC CC

ACT AGT ATG GCG GCG GTC GAG GGG A
GAC GTC GTC ATC AGT CAT CAA CCT
C

GAC GTC GTC ATC GGT CAT CAG CCT
C

ACT AGT ATG GAG CGG GAC GGC CAG

GAC GTC TGG TGC CAT GAG CAG CTT C
ACT AGT ATG GCT CGG AGG GCC GCG TC
GGA TCC ACA ACC ACG CGG CGT TCT T

[Phos] TGG ATC CGG CCG ATG GGC AAG
[Phos] TGC AGA TCG ACG GAC GGC GGC A

3.1.8 Biologicky material

— elektrokompetentni bunky Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, USA)

— elektrokompetentni bunky Agrobacterium tumefaciens GV3101 (Invitrogen,

USA)

— bunééna suspenzni kultura Arabidopsis thaliana ekotyp Landsberg erecta (Ler);

poskytla Ing. Beata Petrovska, Ph.D., Ustav experimentalni botaniky AV CR,

Olomouc
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— bunééna suspenzni kultura Zea mays kultivar Black Mexican Sweet (BMS);
poskytli Dr. Frangois Chaumont a Dr. Nicholas Richet, Katholieke Universiteit
Leuven, Belgie

— Hordeum vulgare (cv. Golden Promise)
— Zeamays L.

Bunécéné suspenzni kultury byly péstovany za sterilnich podminek v 50 ml média
v Erlenmayerovych bankach ve tmé za stalého tfepani pii 110 rpm. Kultury byly
pravidelné pasazovany kazdych 7 dni — 10 ml kultury bylo pfeneseno ke 40 ml
Cerstvého média, popi. doplnéno piislusnymi selek¢nimi antibiotiky.

Kalusy ziskané¢ zbunécnych suspenznich kultur byly udrzovany ve tmé
a pasazovany kazdé 4 tydny — za sterilnich podminek byl odebran kousek kalusu
oobjemu asi 05 cm® apfenesen na Petriho misku s &erstyym médiem

(popft. obsahujicim dané antibiotikum).
3.2 Metody

3.2.1 Klonovani

Vsechny jednotlivé postupy jsou podrobné popsany v nasledujicich podkapitolach.

Pii piipravé konstruktt pGWB5:ZMCKX2AN;.4-GFP (varianta s chybéjici
N-terminalni sekvenci, delece aminokyselin 1-42) a pGWB5:ZmCKX9AN;. 43-GFP
(varianta s chybéjici N-terminalni sekvenci, delece aminokyselin 1-43) byly nejprve
amplifikovany geny ZmCKXN2 a ZmCKX9 pomoci Pfu polymerasy. Spolu s témito
PCR amplikony byla vnesena restrik¢éni mista pro enzymy EcoRI a Acc65l. PCR
produkty byly $tépeny v pufru NEB 3 za ptidavku BSA a stejnym zpisobem byl
na$tépen také klonovaci vektor pPENTR2B. Po ptecisténi pomoci kitu Nucleospin Gel
and PCR Clean-up byla nastavena ligace, dale probéhla elektroporace do E. coli
TOP10 a pozitivni kolonie byly po rozpéstovani a izolaci plasmidové DNA pomoci
alkalické lyze podrobeny kontrolni restrikéni analyze. Vybrané klony byly poslany
na kontrolni sekvenaci. S ptipravenymi vstupnimi klony pro zkracené formy
vybranych kukuficnych CKX byla provedena LR rekombinacni reakce s cilovym
vektorem pGWBS5 za vzniku finalniho expresniho klonu, obsahujiciho C-terminalné
fuzované GFP. Reak¢ni smés byla transformovana do E. coli TOP10, pozitivni kolonie
byly potvrzeny pomoci kontrolni PCR. Vybrané klony byly po kontrolni sekvenaci
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transformovany do A. tumefaciens GV3103, vybrané kolonie byly rozpéstovany
a po izolaci DNA byla provedena kontrolni restrikce. Nakonec byly pozitivni klony
vyuzity pro transformaci buné¢nych suspenznich kultur A. thaliana Ler.

V ramci piipravy konstruktd pLNU:ZmMCKX2AN;.4-GFP (varianta s chybgéjici
N-terminalni sekvenci, delece aminokyselin 1-42) a pLNU:ZmCKX9AN; 43-GFP
(varianta s chyb¢jici N-terminalni sekvenci, delece aminokyselin 1-43) byly nejprve
amplifikovany geny ZmCKX2 a ZmCKX9 pomoci Phusion HF polymerasy, ¢imz byla
vnesena restrikéni mista pro enzymy Hindlll-HF nebo Avrll a Spel-HF. Nasledn¢ byl
spolu stémito PCR produkty naStépen v pufru CutSmart také klonovaci vektor
pLNU-GFP. Pak probé¢hla ligace nastépenych amplikonti do piipraveného vektoru
pro vznik C-terminalni fuze s GFP, nasledovala elektroporace do E. coli TOP10.
Spravnost byla potvrzena kontrolni PCR a sekvenaci.

Nejprve  byly vramci ptipravy  konstrukti ~ pLNU:ZmNRH1A-GFP,
PLNU:ZmMNRH1B-GFP a pLNU:ZmNRH2A-GFP amplifikovany geny ZmNRH1A,
ZmNRH1B nebo ZmNRH2A pomoci Phusion HF polymerasy. Timto zptsobem byla
vnesena restrikéni mista pro enzymy Aatll a Spel-HF, kterd byla nésledné¢ vyuzita
pro nastépeni PCR amplikond spolu s klonovacim vektorem pLNU-GFP v pufru
CutSmart. Nasledovalo precisténi pomoci kitu, ligace za ucelem C-terminalni fize
s GFP, elektroporace do E. coli TOP10, kontrolni PCR a sekvenace.

U konstruktu pLNU:ZmALDH2-GFP bylo postupovano vySe popsanym
zpusobem, amplifikovan byl gen ZmALDH2, pouze k restrikci byly vyuzity enzymy
BamHI-HF a Spel-HF v CutSmart pufru.

V piipadé konstruktu pLNU:sig-ZmALDH12-GFP (varianta obsahujici pouze
signalni peptid, 51 aminokyselin z N-konce) byl pro PCR amplifikaci pomoci Phusion
HF PCR Kit vyuzit konstrukt pLNU:ZmALDHI12-GFP. Po vyfiznuti hledaného
fragmentu z gelu a jeho precdisténi pomoci kitu probéhla ligace volnych konct
a elektroporace do E. coli TOP10. Nasledn¢ byly vybrané kolonie rozpéstovany

a po izolaci DNA a kontrolni PCR poslany na sekvenaci.
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3.21.1 Polymerasova ietézova reakce (PCR)

Pro amplifikaci DNA byla vyuzita podle potieby PCR probihajici s Phusion HF
polymerasou (sloZeni reak¢éni smési je shrnuto v Tab. 3 a podminky PCR v Tab. 4),
Pfu polymerasou (sloZeni reak¢éni smési je shrnuto v Tab. 5 a podminky PCR v Tab. 6)
nebo za vyuziti Thermo Scientific Phusion HF PCR Kit (slozeni reak¢ni smési je

shrnuto v Tab. 7 a podminky PCR v Tab. 8).

Tab. 3: Slozeni reakéni smési pii pouziti Phusion HF polymerasy

slozka objem (ul)
NFW do 20
5x Phusion HF/GC 4
dNTPs (10 mmol.I™) 0,4
DMSO 1/0
Fw primer (5 pmol.I™) 1

Re primer (5 umol.I™) 1
templat 20 ng
Phusion HF polymerasa 0,2

Tab. 4: Podminky PCR pro Phusion HF polymerasu

krok teplota (°C) cas pocet cykli
pocatecni denaturace 98 30s 1
denaturace 98 10s

annealing X 40s 34
elongace 72 30s

kone¢na elongace 72 10 min. 1

X — teplota byla ménéna podle potfeby daného templatu

Tab. 5: SloZeni reakéni smési pti pouziti Pfu polymerasy

slozka objem (ul)
NFW do 20
10x Pfu pufr 2
dNTPs (10 mmol.I™) 0,4
DMSO 0,25
Fw primer (5 pmol.I™) 1

Re primer (5 umol.I™) 1
templat 10 ng
Pfu polymerasa 0,2
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Tab. 6: Podminky PCR pro Pfu polymerasu

krok teplota (°C) ¢as pocet cykli
pocatecni denaturace 95 5 min. 1
denaturace 95 30s

annealing X 30s 30
elongace 72 3 min.

kone¢na elongace 72 10 min. 1

X — teplota byla ménéna podle potfeby dané¢ho templatu

Tab. 7: SloZeni reak¢éni smési pii pouziti Phusion HF PCR Kit

slozka objem (nl)
NFW do 20
5x pufr 4
dNTPs (10 mmol.I™) 0,4
DMSO 1/0
Fw primer (5 pmol.I™) 1

Re primer (5 pmol.I™) 1
templat 20 ng
Phusion polymerasa 0,2

Tab. 8: Podminky PCR pro Phusion HF PCR Kit

krok teplota (°C) cas pocet cykli
pocatecni denaturace 98 30s 1
denaturace 98 10s

annealing X 30s 30
elongace 72 4 min.

kone¢na elongace 72 10 min. 1

X — teplota byla ménéna podle potfeby daného templatu
3.2.1.2 Agarosova elektroforéza

PCR produkty nebo restrikéni produkty byly separovany pomoci agarosové
elektroforézy. Vsechny analyzy probihaly na 1% agarosovém gelu v TAE pufru,
k nabarveni byl pouzit ethidium bromid. Pfed nanesenim na ztuhly gel byly vzorky
smiseny s 6x Loading Dye, jako standard byl pouzit 1kb Plus / 100 bp Plus DNA
Ladder. Elektroforéza probihala pti konstantnim napéti 120 V po dobu 30 min. Poté
byl gel pfesunut na UV-transiluminator a zdokumentovan pomoci systému AlphaDigi

Doc.

3.2.1.3 Izolace a purifikace DNA z agarosového gelu

Pokud bylo nutné odlisit klonovany DNA fragment na zéklad€ jeho velikosti, byl

vyfiznut z agarosového gelu pomoci skalpelu a nésledovala extrakce za pouziti kitu

Nucleospin Gel and PCR Clean-up podle pfilozeného navodu. DNA byla eluovana
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20 pl eluéniho pufru. Koncentrace byla zméfena spektrofotometricky pomoci pfistroje
Agilent 8453.

3.21.4 Restrikce

PCR amplikony a pottebné vektory byly pro ucel nasledné ligace St€peny pomoci
restrikénich endonukleas (obecné slozeni reakce demonstrovano v Tab. 9). Pufr
vhodny pro dané restrik¢éni enzymy byl ur¢en pomoci néstroje Double Digest Finder
(https://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-tools/double-digest-finder).

Restrikéni analyza byla také vyuzita pro kontrolu spravnosti vytvoirenych konstrukt

(Tab. 10).

Tab. 9: slozeni restrikéni smési

slozka objem (ul)
enzym | 0,5
enzym Il 0,5
10x pufr 5
BSA 10x 0/5
templat 2ug
NFW do 50

Tab. 10: slozeni smési pro kontrolni restrikci

slozka objem (ul)
enzym | 0,2
enzym Il 0,2
10x pufr 1
BSA 10x 0/1
templat 1
NFW do 10

3.2.15 Ligace

Nastépeny PCR produkt a linearizovany vektor, oSetfeny alkalickou fosfatasou
po dobu 60 min. pii 37°C (Tab. 11) byly pfecistény pomoci kitu Nucleospin Gel and
PCR Clean-up. Nasledn¢ byla nastavena ligacni reakce. Pomér slozek v ligacni smési
byl uréen podle vzorce:

PCR produkt (ng) = (50 ng x velikost PCR produktu v bp x 5) / velikost vektoru v bp.
Slozeni ligaéni smé&si je shrnuto v Tab. 12. Ligace probihala pies noc pii 16°C,

nasledovala tepelna inaktivace 10 min. pti 65°C.
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Tab. 11: slozeni smési pro defosforylaci vektoru

slozka objem (ul)
restrikéni produkt 30
Antarctic fosfatasa pufr 3
Antarctic fosfatasy 2

Tab. 12: slozeni liga¢ni smési

slozka objem (ul)

vektor 50 ng

insert Viz vzorec

10x T4 DNA ligasa pufr 1

T4 DNA ligasa 1

NFW do 10
3.2.1.6 Transformace bunék elektroporaci

Elektrokompetentni buniky E. coli TOP10 nebo A. tumefaciens GV3103 byly zvolna
rozmrazeny na ledu a poté byl pfidan 1 pul DNA / ligacni smési. Smés byla pfesunuta
do pfedem vychlazené elektroporacni kyvety. Poté prob&hl impuls pii 1800 V po dobu
5 ms. Dokyvety bylo ihned pfidano 300 pl SOC média a po presunuti
do mikrozkumavky nasledovala 1,5 h inkubace na tiepacce pii 37°C, respektive 28°C.
Bakterialni kultura byla pomoci hokejky rozettena na LB misky s danym selekénim

antibiotikem a inkubovana ptes noc pii 37°C, respektive 28°C.

3.2.1.7 Izolace plasmidu alkalickou lyzi

Pro izolaci plasmidd byly pouzity roztoky P1, P2 a P3. 2 ml bakterialni kultury byly
centrifugovany v mikrozkumavce pii 18000 g po dobu 2 min. Pelet byl
resuspendovan v 300 pl roztoku P1, nasledné bylo pfidano 300 pl roztoku P2 a smés
byla promisena oto¢enim mikrozkumavky a 5 min. inkubovana. Poté bylo ptidano
300 pl roztoku P3, nasledovala 5 min. inkubace na ledu a centrifugace pti 18 000 g,
4°C po dobu 10 minut. Supernatant byl spolu s 500 ul 70% etanolu o teploté -20°C
pipetovan do nové mikrozkumavky, promichdn opakovanym pievracenim
a centrifugovan pii 18 000 g, 30 min. Pelet byl vysuSen a nésledné resuspendovan

ve 20 pl sterilni vody.

3.2.1.8 Kontrolni analyza pomoci PCR

Pro zjisténi pozitivnich kolonii byla provedena ,,colony“ PCR s GoTaq G2 Flexi

polymerasou (slozeni reakéni smési je shrnuto v Tab. 13 a podminky PCR v Tab. 14).
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Jako templat byl pouzit 1 pl bakteridlni kultury kultivované pifes noc ziskany

zaoCkovanim jedné bakterialni kolonie do LB média s danym antibiotikem.

Tab. 13: Slozeni reakéni smési pii pouziti GoTaq G2 Flexi polymerasy

slozka objem (nl)
NFW 2,5

5x pufr 2
dNTPs (10 mmol.I™) 0,25
MgCl, (25 mmol.I"") 1

Fw primer (5 pmol.I™) 1,6

Re primer (5 pmol.I™) 1,6
templat 1
GoTaq polymerasa 0,05

Tab. 14: Podminky PCR pro GoTaq G2 Flexi polymerasu

krok teplota (°C) cas pocet cykli

pocate¢ni denaturace 95 3 min. 1

denaturace 95 30s

annealing 57 30s 30

elongace 72 90s

kone¢na elongace 72 7 min. 1
3.2.1.9 LR rekombinacni reakce

Gateway technologie je zaloZena na mistné specifické rekombinaci mezi att misty,
kterou vyuziva bakteriofag A K integraci svého chromozomu do hostitelské buriky.
Tato technologie je rychld a dochazi k vysoce u¢innému ptenosu fragmentu. Pii LR
reakci je gen premistén ze vstupniho do cilového vektoru za vzniku expresniho klonu
(Obr. 16). Reakce je katalyzovana smési enzymi LR Clonase Mix II. V tomto pfipadé
byl pouzit cilovy vektor pPGWB5 pro vznik C-terminalni fize s EGFP.

Pfipravené vstupni klony pro mutantni geny ZmCKX2 a ZmCKX9 s deleci
na N-konci byly vyuzity pro LR rekombinacni reakci do cilového vektoru pGWB5
abyly tak  vytvofeny  expresni  klony pGWB5:ZmCKX2AN;.42-GFP
a pGWBS5:ZmCKX9AN;.43-GFP.  Vstupni klon a cilovy vektor byly smiseny
v TE pufru (Tab. 15) a zahiivany pii 45°C po dobu 5 min. Poté byly pfidany 2 pl LR
Clonase Mix II a cela smés byla inkubovana ptes noc pii 25°C. Rano byl ke smési
ptidan 1 pl proteinasy K a po 20 min. inkubaci pii 37°C probéhla transformace E. coli
TOP10 elektroporaci.
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Obr. 16: Schéma LR reakce

Tab. 15: SloZeni reakéni smési LR rekombinace

slozka mnozstvi
vstupni klon 150 ng
cilovy vektor 150 ng
TE pufr, pH 8 do 8 ul
LR clonasa Il 2l
proteinasa K 1pl

3.2.1.10 Sekvenace

Plasmidovda DNA byla izolovana pomoci kitu QiaPrep Spin Miniprep Kit a eluovana
dodavanym pufrem. Sekvenaéni sm&s obsahovala 500 ng DNA a 5 pl 5 pmol.I™
primeru, celkovy objem &inil 10 pl. Sekvenaci provedla firma SEQme, Dobiis, Ceska

republika. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu BioEdit.

3.2.2 Transformace bunéénych suspenznich Kkultur Arabidopsis
thaliana Ler pomoci Agrobacterium tumefaciens

Transformace zprostiedkovana A. tumefaciens byla provedena na zékladé postupu
upraveného podle Mathur et al. (1998). Bakterialni kultura nesouci dany konstrukt
byla inokulovéana do 25 ml LB média, obsahujiciho rifampicin (25 mg.I™"). kanamycin
(25 mg.I™") a hygromycin (50 mg.I"™") a inkubovéna na tfepagce pii 28°C piblizng 15 h
do dosazeni ODggp (opticka hustota pii 600 nm) mezi 0,5 — 0,8. Poté byla kultura
centrifugovana 10 min. pfi 4000 g a teploté 4°C. Pelet byl nasledné resuspendovan
v1liml Ler média, aktivovan 100 pmol.I* acetosyringonem ainkubovan 2 h
pii pokojové teploté. Takto pfipravena bakteridlni suspenze byla ve dvou zvolenych
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objemech, 50 ula 500 pl pouzita k transformaci dva dny staré suspenzni kultury
A. thaliana Ler.

Po dvou dnech byla pomoci mikroskopu zkontrolovana piitomnost A. tumefaciens
a stav bunék. Médium bylo pravidelné vyménovano kazdé dva dny (700 g, 2 min.),
aby nedoSlo k pfiliSnému pfemnozeni bakterii. Tento krok byl opakovan, dokud
supernatant nezustal prihledny (2-3 X).

Exprese se objevila obvykle kolem 10. dne od transformace, coz bylo pravidelné
kontrolovano pomoci epifluorescenéniho mikroskopu — byl pozorovan fluorescen¢ni
signdl odpovidajici GFP. Nasledné bylo pfidano selekéni antibiotikum hygromycin B
(50 mg.I"Y) nebo kanamycin (25 mg.I"") a antibiotikum timentin (500 mg.I™) slouzici
pro zastaveni rastu bakterii. Pfiblizné po &étyfech tydnech od transformace byla

odvozena stabilni transgenni linie, ktera byla vyuzZita pro dalsi experimenty.

3.2.3 Transformace protoplastu

Pro ucely transformace protoplasti byly pouzity dfive pfipravené konstrukty
PLNU:ZmCKX2-GFP, PLNU:ZmCKX9-GFP (Zalabak, 2013),
pPLNU:ZmNRH2B-GFP, pLNU:ZmNRH3-GFP, PLNU:ZmALDH12-GFP,
PLNU:ZmALDH22-GFP (poskytli Dr. Kope¢ny a Dr. Zalabak) a dale konstrukty
PLNU:ZMCKX2AN1.42-GFP, pLNU:ZmCKX9AN;.43-GFP, pLNU:ZmNRH1A-GFP,
pLNU:ZmNRH1B-GFP, pLNU:ZmNRH2A-GFP, pLNU:ZmALDH2-GFP
a pLNU:sig-ZmALDH12-GFP pfipravené v ramci této prace, obsahujici C-terminalné
fuzované GFP. Jejich exprese je fizena silnym konstitutivnim kukufi¢nym
promotorem ubiquitinl (Ubil) Tyto konstrukty byly kotransformovany spole¢né
s konstruktem CaMV35S:AtWAK2-HDEL-tdTomato (ER-tdTomato), ktery poskytl
Dr. Dirk Becker (University of Hamburg). Ten koduje ER markerovy peptid fuzovany
s cervenym fluorescen¢nim proteinem tdTomato (tandem dimer Tomato). ER marker
byl vytvofen kombinaci signalniho peptidu AtWAK2 (Arabidopsis thaliana
wall-associated kinase 2) na N-konci fizniho proteinu a ER retenéniho signalu
His-Asp-Glu-Leu (HDEL) na C-konci.

3.23.1 Pivodni protokol

Protokol pro transformaci protoplastii ziskanych z bun&tné suspenzni kultury BMS

laskavé poskytnul Dr. Frangois Chaumont (Katholike Universiteit Leuven, Belgie).
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Protoplasty byly uvolnény z bunék enzymaticky rozlozenim bunécné stény — 10 ml
BMS kultury a 10 ml enzymatického roztoku 1 (viz kapitola 3.1.2.4) bylo 3 h
inkubovano ve tmé pii 90 rpm a poté zfiltrovano pies 70 pm nylonovou sitku.
Po 5 min. centrifugaci pfi 150 g byl supernatant odstranén a protoplasty byly
resuspendovany v promyvacim roztoku 1, tento krok byl opakovéan. Nasledn¢ byly
protoplasty resuspendovany v kone¢ném objemu 2 ml promyvaciho roztoku 1. Pocet
protoplastit byl uren spomoci Biirkerovy pocitaci komurky. Zvolené mnozstvi
protoplasti v rozmezi 10 000 — 20 000 bylo resuspendovano v mikrozkumavce 100 pl
transformacniho pufru a 20 pg DNA (v pfipadé kotransformace navic 5 pg
markerového konstruktu). Bylo ptidano 110 pl PEG roztoku a po 2 min. inkubaci
440 pul W5 roztoku. Po 1 min. centrifugaci pfi 150 g byl supernatant nahrazen 1 ml
promyvaciho roztoku 1. Protoplasty byly pozorovany po 24 h inkubaci ve tmé.

3.2.3.2 Inovovany protokol

Vzhledem K velice malé ucinnosti byl postup transformace protoplasti postupné
vylepSen a piizpisoben za ucelem jeho zjednoduseni a zvySeni Géinnosti celého
procesu tak, aby mohly byt transientné transformované protoplasty vyuzity nejen
k mikroskopické analyze. Postup byl shrnut do ptehledného protokolu (viz ptiloha).

Listy kukufice péstované hydroponicky ve tmé a vod¢ o staii 8-10 dnit byly
nakrajeny na pfi¢né prouzky pomoci ziletky a spolu s enzymatickym roztokem 2
(viz kapitola 3.1.2.4) vystaveny po dobu 30 min. pisobeni vakua a nasledné byly
tirepany 2 h pti 40 rpm a dalSich 10 min. pfi 80 rpm. Roztok byl zfiltrovan ptes 70 pm
nylonovou sitku a centrifugovan 2 min. pii 150 g, zrychleni a zpomaleni 6. Pelet byl
promyt ledové chladnym promyvacim roztokem 2, opét centrifugovan a nasledné
resuspendovan. Pocet protoplastli byl ur¢en pomoci Biirkerovy pocitaci komurky.

K danému mnozstvi protoplasti — ve zvoleném rozmezi kolem 200 000
v mikrozkumavce, bylo ptidano 100 pul transformaéniho pufru a spolu s 20 ug DNA
a 5 pug markerového proteinu inkubovano nejméné 2 min. Poté bylo piidano 110 pl
PEG roztoku, promiseno, 2 min. inkubovdno a po piidani 440 pl W5 roztoku
centrifugovano 1 min. pii 150 g. Supernatant byl nésledné¢ nahrazen 500 pl
inkubacniho roztoku a po jemném resuspendovani byl roztok pfesunut s maximalni
opatrnosti do 24 jamkové desticky. Po 20 hodinové inkubaci ve tmé byly protoplasty

pozorovany.
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3.2.4 Mikroskopicka analyza

Preparaty pro pozorovani bunéénych suspenznich kultur byly pfipraveny néasledovné:
na podlozni sklicko byl na protilehlé delsi strany pfilepen tenky prouzek oboustranné
lepici pasky a vytvoftil tak komutrku. Do tohoto prostoru bylo po odlepeni horni casti
pasky naneseno asi 50 pl bunécéné suspenzni kultury a poté bylo pfilepeno kryci
sklicko. Obdobn¢ bylo postupovano pfi ptipraveé preparatii pro pozorovani transientné
transformovanych protoplasti.

Preparaty byly pozorovany pomoci epiflourescenéniho mikroskopu Zeiss Axio
Imager M2 — fluorescence GFP byla detekovana pomoci 505/530 nm filtru,
fluorescence ER-tdTomato byla detekovana pomoci 570/590 nm filtru a laserového
skenovaciho konfokalniho mikroskopu Zeiss LSM 710 — pro detekci GFP s excitaci
pii vinové délce 488 nm v emisnim spektru 493-579 nm, pro detekci markeru
ER-tdTomato s excitaci pii vinové délce 561 nm v emisnim spektru 571-615 nm.

Obrazky byly zpracovany a upraveny pomoci Zeiss Zen Black/Blue edition software.

3.2.5 SDS-PAGE

Do sestrojené aparatury pro nalévani geli byl nejprve nanesen 10% dé&lici gel
a prevrstven n-butanolem. Po polymerizaci trvajici asi 1 hodinu byl povrch gelu
opakované oplachnut destilovanou vodou. Nasledné byl nanesen 4% zaostfovaci gel,
do kterého byl vsazen hiebinek. Po zatuhnuti byl vyjmut a jamky byly proplachnuty
destilovanou vodou.

Do sestavené aparatury byl nalit Tris-glycinovy elektrodovy pufr a poté byly
naneseny predem piipravené vzorky (25 ul) a marker PageRuler Unstained Protein
Ladder (5 ul). Vzorky byly ziskany smisenim 50 mg homogenizované stabilné
transformované bunécéné suspenzni kultury A. thaliana Ler s 50 pl 2x SDS nanaseciho
pufru nebo 750 tisic transientné transformovanych protoplasti kukufice s 15 pl
2x SDS nanaseciho pufru a 5 min. denaturovany pii 95°C. Poté byly centrifugovany
S5min. pfi 18000 g a naneseny nagel. Proteiny byly separovany 20 min.
pti 100 V a nasledné dalSich piiblizné 40 min. pfi napéti 150 V.

3.2.6 Western blot

Do vychlazeného blotovaciho pufru byly namoceny dvé porézni houbicky a dva silné
filtracni papiry. PVDF membrana velikosti gelu byla aktivovana ponofenim
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do methanolu na nékolik sekund a ekvilibrovana v blotovacim pufru. Nasledné bylo
vytvoteno usporadani podle Obr. 17, ptipadné bubliny byly vyrovnany. Sendvi¢ byl
spolu s chladicim blo¢kem vlozen do komurky a zalit blotovacim pufrem. Aparatura
byla umisténa do lednice. Proces blotovani probihal 1 h pii 100 V a nasledné pfes noc
pfi30 V.

Uspé&snost prenosu byla stanovena obarvenim gelu v roztoku Coomassie Brilliant
Blue R250 po dobu 1 h za stalého ttepani. Gel byl nasledné ponoien do odbarvovaciho
roztoku a vizualné analyzovan na piitomnost zbytkovych proteind.

PVDF membrana byla po dobu 2 s barvena v roztoku amidocerni, proplachnuta
destilovanou vodou a pro lepsi orientaci pii pozdé&jsi detekci byly jamky a marker
oznaceny tuzkou. Membrana byla nésledné¢ blokovana 1 h v 5% suSeném mléku
v TBS-T pufru. Poté byla membrana inkubovana po dobu 1 h ve 2 ml 1% suSeného
mléka v TBS-T pufru obsahujicim primarni protildtku. Nasledovalo promyti 5 min.
v TBS-T pufru a 2x 5 minut v TBS pufru. Membrana byla poté inkubovana 1 h
ve 25 ml 1% suseného mléka v TBS-T pufru sobsahem sekundarni protilatky.
Na zavér byla membrana promyta 5 min. v TBS-T pufru a 2x 5 min. v TBS pufru.
Vsechny promyvaci kroky probihaly za stalého tiepani.

Vyvolani bylo provedeno chemiluminiscen¢né. PVDF membréana byla pfevrstvena
8 ml roztoku vzniklého misenim substratu pro kienovou peroxidasu a ptislusného
pufru v poméru 1:1. Detekce probehla vzapéti pomoci dokumentacniho systému

ChemiDoc MP.

———] porézni houbidka
C 1 silny filtraémi papir
| ———————————] 7 BVDF membrana
silny filraéni papir
| porézni houbiéka

Obr 17: Schéma usporadani Western blotu
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4 VYSLEDKY

4.1 Klonovani pGWB5:ZmCKX2AN; 4,-GFP
a pGWB5:ZmCKX9AN; 4;-GFP

Konstrukty ZmCKX2ANj.4-GFP (aminokyseliny 1-42) a ZmCKX9ANj.43-GFP
(aminokyseliny 1-43) byly klonovany bez uvedené N-terminalni sekvence, ktera
podle predikci obsahuje sekvenci signalniho peptidu. Tyto konstrukty byly urceny

pro stabilni expresi v bunééné suspenzni kultute A. thaliana Ler.

4.1.1 Amplifikace a restrikce

Nejprve byly nalezeny optimalni podminky pro amplifikaci, zejména idealni teplota
nasedani jednotlivych primera. Casti dvou gent, kodujici deleéni varianty proteint
ZmCKX2 (ZmCKX2ANi.42) aZmCKX9 (ZmCKX9ANi43) byly 0spésné
amplifikovany pomoci Pfu polymerasy za ptitomnosti aditiv (Obr. 18 A, B).
Jako templat slouzily ovéfené konstrukty kodujici plnou formu isoforem ZmCKX.

Primery byly navrzeny tak, aby PCR produkt obsahoval restrikéni mista pro ECORI
aAcc65l. S témito enzymy byla nasledné provedena restrikce obou amplikont
a vektoru pENTR2B. Fragmenty ZmCKX2ANj.42, ZmCKX9AN1.43 i nastépeny vektor
(~2300 bp) byly vyfezany a nasledné piecistény po elektroforetické separaci z 1%
agarosového gelu (Obr. 18 C, D).

4.1.2 Ligace do vektoru pENTR2B

Vstupni vektor obsahujici attL mista potfebna pro rekombina¢ni klonovani byl
vytvofen ligaci jednotlivych fragmenti obou isoforem ZmCKX s dele¢ni mutaci
do vektoru pENTR2B. Po transformaci liga¢ni smési do E. coli TOP10 bylo ndhodné
vybrano 10 kolonii, rozpestovano a po izolaci plasmidové DNA pomoci alkalické 1yze
byla nastavena kontrolni restrikce senzymy Acc65l a EcoRl (Obr. 19). Vybrané
pozitivni konstrukty PENTR2B:ZmCKX2AN1.42
a pPENTR2B:ZmCKX9AN;.43 byly poslany na sekvenaci.
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Obr. 18: Elektroforetogram — testovani podminek amplifikace, optimalizace teploty nasedani
primerd (T) A — amplifikace ZmCKX2AN;4, (1459 bp), 1 — T: 50°C, 2 — T: 52°C,
3—T:54°C, 4 — T: 56°C, N — negativni kontrola. B — amplifikace ZmCK9AN, 43 (1598 bp),
1 — T: 46°C, 2 — T: 48°C, 3 — T: 50°C, N — negativni kontrola. C — fragmenty
1 — ZmCKX2AN,.4, (1437 bp) a2 — ZmCK9AN,.4; (1585 bp) po restrikci Acc65l a EcoRl.
D — pENTR2B po restrikci Acc65l a EcoRI (~2300 bp). M — Gene Ruler 1kb® DNA Ladder.
Rémecky reprezentuji PCR produkty / ¢éast plasmidu o hledané velikosti, které byly dale
pouzity pro klonovani.

A B
M 123 45 6 78 910 M 12 83 4% ¢ 78 91
; -
1500 bp -E‘E"" = 1500bpeg — © ° .
- .
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’ o
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-

R .

Obr: 19: Elektroforetogram kontrolni restrikce dele¢nich mutantt ZmCKX2 a ZmCKX9
ve vektoru pENTR2B pomoci Acc65] aEcoRl. A — pENTR2B:ZmCKX2AN;4,
(2289 + 1437 bp) a B — pENTR2B:ZmCK9AN, 43 (2289 + 1585 bp). M — Gene Ruler 1kb*
DNA Ladder. Ramecky reprezentuji piitomnost fragment o o¢ekavané velikosti, tyto klony
byly po kontrolni sekvenaci dale pouzity.
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4.1.3 LR reakce do vektoru pGWB5
pro vznik C-terminalni faze s GFP

Expresni klon byl pfipraven pomoci LR rekombina¢ni reakce mezi vstupnimi
klony pENTR2B:ZmCKX2AN;.., nebo pENTR2B:ZMCKX9AN;43 a cilovym
vektorem pGWB5. Po transformaci konstrukti pGWB5:ZmMCKX2AN;.4,-GFP
a pGWB5:ZmCKX9AN;.43-GFP do E. coli TOP10 byly nahodné vybrany kolonie
a po rozpéstovani byla provedena kontrolni PCR (Obr. 20). Vybrané pozitivni
konstrukty byly ovéfeny sekvenacni analyzou, kterd potvrdila, ze oba geny jsou

ve spravném Ctecim ramci s GFP.

A M1234567 28910 B M1234567 28910

=
w

3000 bp = s e e st S == w4 3000 bp e ]
- : ! -
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Obr. 20:  Elektroforetogramy —  kontrolni PCR  konstruktd po  rekombinaci

PENTR2B:ZMCKX2AN}.4, nebo PENTR2B:ZMCKX9AN| 43 a pGWBS.
A — potvrzeni vzniku pGWB5:ZmCKX2AN;.4,-GFP (hledany produkt ~2500 bp)
a B — potvrzeni vzniku pGWBS5:ZmCKX9AN, 43-GFP (hledany produkt ~2600 bp). M — Gene
Ruler 1kb* DNA Ladder. Ramecky reprezentuji vybrané pozitivni klony.

4.2 Priprava konstrukti pLNU:ZmCKX2AN;_4,-GFP
a pLNU:ZmCKX9AN,_43-GFP

Tyto a dal$i konstrukty ve vektoru pLNU byly ureny pro transientni expresi
v kukuficnych protoplastech. Pozadované sekvence pro mutantni ZmCKX2
a ZmCKX9 byly tspésné¢ amplifikovany pomoci Phusion HF polymerasy pfi teploté
nasedani primert 55°C (Obr. 21 A), jako templat byly pouzity diive pripravené
konstrukty konstrukty pLNU:ZmCKX2-GFP a pLNU:ZmCKX9-GFP kodujici
kompletni cDNA obou gentl

Primery byly navrzeny s ohledem na to, aby PCR produkt obsahoval restrikéni
mista Avrll nebo Hindlll a Spel. Témito enzymy byly nasledné nastépeny amplikony
a také vektor pLNU-GFP (Obr. 21 B, C). Po piecisténi pomoci kitu Nucleospin Gel

and PCR Clean-up nasledovala ligace. Vzniklé konstrukty
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PLNU:ZMCKX2AN1.42-GFP a pLNU:ZmCKX9AN;.43-GFP byly ovéfeny pomoci
kontrolni PCR (Obr. 21 D, E)

1500 byp QU [B] S === RS 1500 bp 1

Obr. 21: Elektroforetogramy: A — testovani podminek PCR amplifikace pii teplot¢ nasedani
primert 55°C, 1 — ZmCKX2AN,,4, (1453 bp) a2 — ZmCKX9AN.4; (1594 bp). B — PCR
fragmenty ZmCKX2AN;4, po restrikci Avrll aSpel (1) (1443 bp) a ZmCKX9AN; 43
po restrikci HindlIl a Spel (2) (1585 bp). C — linearizovany vektor pLNU-GFP po restrikci
Hindlll a Spel (~5740 bp). D - kontrolni PCR vytvofenych konstrukti
PLNU:ZmCKX2AN; 4,-GFP (hledany fragment o velikosti ~1500 bp). E — kontrolni PCR
vytvorenych konstruktl pLNU:ZmCKX9AN; 43-GFP (hledany fragment o velikosti ~1500 bp).
M — Gene Ruler 1kb* DNA Ladder. Ramecky reprezentuji PCR produkty o hledané velikosti
a vybrané pozitivni klony.

4.3 Klonovani isoforem genu ZmNRH do vektoru pLNU-GFP

Po nalezeni optimalnich podminek pro amplifikaci geni (pouzit GC pufr pro GC
bohaté oblasti, teplota nasedani primert 58°C) byla pozadovana sekvence Gspésné
amplifikovana pomoci Phusion HF polymerasy na zakladé templath diive
ptipravenych konstrukti ZmNRHI1A/IB/2A v expresnim vektoru pCDFDuet
(Obr. 22 A).

PCR produkty obsahovaly po pouziti navrzenych primert restrikéni mista
pro enzymy Aatll a Spel, ktera byla pozdéji vyuzita pro restrikci a naslednou ligaci
za vzniku pLNU:ZmNRH1A/1B/2A-GFP (Obr. 22 B). Pozitivni klony byly potvrzeny
pomoci kontrolni PCR (Obr. 22 C, D, E) a restrikce (Obr. 22 F) a vybrané konstrukty
byly poslany na sekvenaci.
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Obr. 22: Elektroforetogramy: A — PCR amplifikace: 1 — ZmNRH1A (996 bp), 2 - ZmNRH1B
(993 bp), 3 — ZMNRH2A (993 bp), N — negativni kontrola. B — Kontrola pfed ligaci:
1 — vektor pLNU-GFP nastépeny pomoci Aatll a Spel (5715 bp), 2 — fragment ZmNRH1A
nastépeny pomoci Aatll a Spel (988 bp), 3 — fragment ZMNRH1B nastépeny pomoci Aatll
a Spel (985 bp), 4 — fragment ZMNRH2A (985 bp) po restrikci Aatll a Spel. C — kontrolni
PCR konstruktu pLNU:ZmNRH1A-GFP (996 bp), D —kontrolni PCR konstruktu
pLNU:ZmNRH1B-GFP (993 bp), E - kontrolni PCR konstruktu pLNU:ZmNRH2A-GFP
(993 bp). F —kontrolni restrikce PLNU:ZMNRH1A-GFP (4,6) (5715 + 988 bp),
pLNU:ZmNRH1B-GFP (6,1) (5715 + 985 bp), pLNU:ZmMNRH2A-GFP (2,7)
(5715 + 985 bp) pomoci Aatll a Spel. M — Gene Ruler 1 kb* DNA Ladder. M2 — Gene Ruler
100 bp" DNA Ladder. Rdmecky reprezentuji vybrané klony.
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4.4 Klonovani konstrukti ZmALDH do vektoru pLNU-GFP

Byly vybrany isoformy ZmALDH2 a ZmALDH12 (signalni sekvence,
aminokyseliny 1-51). Opét byl pouzit vektor pLNU-GFP pro transientni expresi
V kukuti¢nych protoplastech.

Pro ptipravu konstruktu pLNU:sig-ZmALDH12-GFP byly navrzeny primery tak,
aby doslo k amplifikaci pfedpokladané signalni sekvence spolu s vektorem: byl
amplifikovan kompletni vektor se sekvenci GFP a zaroven s pozadovanou signalni
sekvenci. Byl vyuzit Phusion High Fidelity PCR Kit a jako templat poslouzil diive
piipraveny konstrukt pLNU:ZmALDH12-GFP. Po nalezeni vhodnych podminek
(HF pufr pro polymerasu, teplota nasedani primeru 65°C, Obr. 23) byl fragment
vyfiznut z gelu a po piecisténi byly volné konce ligovany. Pozitivni klony byly
potvrzeny sekvenci.

A M 1 2 3 4 5 6 7 8 N

-

L —

B M 1 2 3 4 5 6 7 8 N

5000 bp e (/|

Obr. 23: Elektroforetogramy — testovani podminek amplifikace pLNU:sigZmALDH12-GFP
(7351 bp). A — optimalizace PCR amplifikace s pouzitim HF pufru: 1-4 — bez ptidavku
DMSO, 5-8 — s pridavkem DMSO. B — optimalizace teploty nasedani primerd S pouzitim GC
pufru 1-4 — bez ptidavku DMSO, 5-8 — s piidavkem DMSO pfi teploté nasedani primerti 60°C
(drahy 1 a 5), 65°C (drahy 2 a 6), 67°C (drahy 3 a 7) a 69°C (drahy 4 a 8). M — Gene Ruler
1kb" DNA Ladder. N — negativni kontrola. Rdmecek reprezentuje PCR produkt p¥i vybranych
podminkach, za kterych byla nasledn¢ provedena amplifikace.

Sekvence ZmALDH2 byla amplifikovana pomoci Phusion HF polymerasy
(za pouziti HF pufru, sptidavkem DMSO, pii teploté nasedani primerd 62°C,
Obr. 24 A, B), jako templat byl vyuzit osekvenovany konstrukt ZmALDH2. Primery
byly navrzeny tak, aby vznikly amplikon obsahoval restrikéni mista pro BamHI a Spel.

Po restrikci t€émito enzymy a pieciSténi pomoci kitu nasledovala ligace do vektoru
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PLNU-GFP. Pozitivni klony pLNU:ZmALDH2-GFP byly potvrzeny kontrolni PCR
(Obr. 24 C) a ovéfeny sekvenaci.

A M 1 2 3 4 5 6 N
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Obr. 24: Elektroforetogram podminek amplifikace ZmALDH2 (1666 bp), optimalizace teploty
nasedani primerti. A — s pouzitim HF pufru bez piidavku DMSO (drahy 1-3), s pfidavkem
DMSO (drahy 4-6). B — s pouzitim GC pufru bez ptidavku DMSO (drahy 1-3), s ptidavkem
DMSO (drahy 4-6), pfi teploté nasedani primert 58°C (drahy 1 a 4), 62°C (drahy 2 a 5), 66°C
(drahy 3 a 6). C — kontrolni PCR konstruktd pLNU:ZmALDH2-GFP (1666 bp). M — Gene
Ruler 1kb® DNA Ladder. N — negativni kontrola. Ramecky reprezentuji PCR produkty
0 hledané velikosti a vybrané pozitivni klony.

4.5 Optimalizace protokolu pro transformaci protoplasti

V ramci optimalizace plivodniho protokolu izolace protoplastli z bunééné suspenzni
kultury kukutice Black Mexican Sweet, BMS (Obr. 25), (Dr. Chaumont, osobni
komunikace) byly vyzkouSeny rizné kombinace nasledujicich parametri:

staii BMS kultury: 3/5/7 dnQ

pocet protoplastii: 15/30/50/70/90/ 120 tisic

mnozstvi DNA pouZité pro transformaci: 5/10/15/20 pg

— pomér mnozstvi DNA pro kotransformace 1:1, 3:2, 4:1.

49



Obr. 25: pribéh izolace protoplastli z bunééné suspenzni kultury BMS. A — po 1 h inkubaci
s enzymatickym roztokem, méfitko 50 um. B — uvolnéni protoplastii po prvnim promyti,
méfitko 20 pm.
Kwvili pretrvavajici nizké ucinnosti (pocet transformovanych protoplastti pod 1 %) byl
realizovan protokol transientni exprese za pouziti mezofylovych protoplasti kukufice
(Sheen, 2002), ve kterém je vychozim materidlem kukufice péstovand za tmy ve vodé
bez pfidavku nutrientd. Listy byly nasledné nakrdjeny a podrobeny plisobeni
enzymatického roztoku, které vede k uvolnéni protoplasti. Po promyti mohou byt dale
vyuzity naptiklad pro studie genové regulace, prenosu signalu ¢i lokalizaci.

Metoda elektroporace, popisovand v tomto protokolu se bohuzel neosvédcila.
K dispozici nebyl elektroporator umoziujici nastaveni vSech potfebnych parametrt.
| ptes opakované promyti pufry snizkym obsahem soli dochazelo ke zkratim,
vedoucim k uplnému zniceni a 1yzi protoplasti.

Nasledné bylo pfistoupeno ke kombinaci zminénych dvou protokoll, pfi¢emz
z kazdého byla pouzita osvéd€ena ¢ast a nasledné byly doladény podminky. Opét byly
zkouSeny kombinace nasledujicich parametrt:
— stafi kukufice od vyseti: 8 / 10/ 12/ 14 dni
pocet protoplasti: 10 /20 /100 /200 tisic

mnozstvi DNA pouZité pro transformaci: 5/10/20/50 pg
— pomér mnozstvi DNA pro kotransformace byl podle doporuceni zvolen 4:1

(16 + 4 pg, 20 + 5 pg) ve prospéch konstrukti s fizovanym GFP.

Jako nejlepsi se ukdzala kombinace podminek: 8 denni kukufice, 200 tisic
protoplasti, 20 pg DNA, nebo 16 + 4 ug (pLNU-GFP + ER-tdTomato marker)
Vv ptipad¢ kotransformace. Také bylo upraveno slozeni pufru pro inkubaci (osmotické
podminky pro zachovani vitality protoplasti) a jeji doba (20 hodin). Uginnost
transformace byla zvySena témito zménami az na droven desitek % (pro kontrolni

kotransformaci Ubil:GFP a CaMV35S:AtWAK2-HDEL tdTomato). Byly provedeny
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tii samostatné transformace v rizné dny a spocitdno celkové mnozstvi protoplasth
ataké mnozstvi protoplasti transformovanych (GFP) a kotransformovanych
(GFP + ERtd-Tomato). Nasledné byla uréena ucinnost, kterd se pohybovala kolem
30 % (shrnuto v Tab. 16).

Dale bylo zjisténo, ze protokol je funkéni pro dalsi jednodéloznou rostlinu — jeCmen
(Obr. 26 A srovnani s Obr. 26 B pro kukufici). Jak je patrné, izolované protoplasty
se lisily tvarem (kukuficné obsahovaly velké mnozstvi vakuolarnich utvart) i velikosti
(jecmenné byly pfiblizné dvakrat mensi).

Tab. 16: ucinnost transformace kukuficnych protoplastd pii kotransformaci konstrukty
Ubi:GFP a ER-tdTomato

celkovy pocet protoplasty ucinnost protoplasty ucinnost
protoplasti exprimujici  transformace exprimujici kotransformace
Ubi:GFP Ubi:GFP
i ER-tdTomato
3760 1466 39 % 1270 33%
1530 440 29 % 397 26 %
2069 728 35 % 613 29 %
pramérna ucinnost 34 % 29 %

(tfi nezavislé transformace)

4.6 Transientni  exprese isoforem ZmCKX v kukufi¢nych
protoplastech

Byly pouzity expresni konstrukty pLNU:ZmCKX2-GFP, pLNU:ZmCKX9-GFP,
pfipravené  vramci predeslé  studie  (Dr. Zalabak) a dale konstrukty
pLNU:ZmCKX2ANj.42-GFP, pLNU:ZmCKX9AN;43-GFP pfipravené béhem této
prace.

U v8ech konstruktti byl dany gen fizovan s GFP znac¢kou na C-konci, aby nebyla
ovlivnéna funkce signalniho peptidu nachéazejiciho se na N-konci, exprese probihala
pod silnym konstitutivnim kukufiénym promotorem ubiquitin 1. Konstrukty byly
transformovany bud’ samostatné nebo kotransformovany spoleéné s ER-tdTomato
markerovym konstruktem pomoci metody optimalizované v ramci této prace.
Pro kontrolu byla pouzita exprese volného GFP proteinu (konstrukt Ubi:GFP).
Fluorescencni signal byl pozorovan po 20 hodinach od transformace pomoci
laserového skenovaciho konfokéalniho mikroskopu.

Kolokalizaci signalu GFP a ER-tdTomato markeru lze pozorovat jako Zluté odstiny,

vzniklé prekrytim zeleného a ¢erveného signélu v danych mistech.
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Byla pozorovéana subceluldrni lokalizace jmenovanych fiznich proteini a urCena
na zékladé srovnani se signalem volného GFP a ¢erveného signalu ER markeru.

Vysledky odhaluji, ze absence predpokladané¢ho N-koncového signalniho peptidu
u isoforem ZmCKX sdeletovanou N-terminalni sekvenci vede v kukufi¢nych
protoplastech k abnormalni expresi. Signal byl pozorovan u ZmCKX2AN;.4p-GFP
I ZMmCKX9AN1.43-GFP ve form¢ shluki, ovliviujici piekvapivé negativné i ER
marker, ktery piestal tvofit typickou sit'ovitou strukturu (Obr. 27).

A N

2

Obr. 26: transientni transformace a vizualni rozdil mezi protoplasty izolovanymi
z A — jeCmene (méfitko 20 pm) a B — kukufice (métitko 10 pum). Kontrolni transformace
konstrukty Ubil:GFP a CaMV35S:AtWAK2-HDEL tdTomato 1 — zeleny fluorescencni kanal
pro detekci GFP, 2 — ¢erveny fluorescen¢ni kanal pro detekci ER-tdTomato, 3 — ptekryv obou
jmenovanych kanalii, 4 — diferencialni interferen¢ni kontrast.
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Obr. 27: konfokalni mikroskopie riznych variant proteini ZmCKX-GFP transientné
exprimovanych v kukufi¢nych protoplastech. Volné GFP, vzniklé expresi konstruktu
Ubil:GFP reprezentuje kontrolu. A: levy sloupec ukazuje signal GFP, stfedni sloupec DIC
apravy sloupec piekryv obou kanali. B: kotransformace pLNU:ZmCKX-GFP spolu
s CaMV35S:AtWAK2-HDEL-tdTomato. Levy sloupec reprezentuje signal GFP kanalu,
sttedni sloupec Cerveny fluorescencni kanal a pravy sloupec ptekryv téchto dvou kanalt
a ptipadnou kolokalizaci signaldl, tvofici Zluté odstiny. Méftitko reprezentuje 5 pm.
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4.7 Transientni exprese isoforem ZmNRH a ZmALDH v kukufi¢nych
protoplastech

Byly pouzity expresni konstrukty pLNU:ZmMNRH2B-GFP, pLNU:ZmMNRH3-GFP,
PLNU:ZmALDH12-GFP a pLNU:ZmALDH22-GFP priipravené diive (Dr. Zalabak,
Dr. Kope¢ny) a konstrukty pLNU:ZmMNRH1A-GFP, pLNU:ZmNRH1B-GFP,
pLNU:ZmMNRH2A-GFP, pLNU:ZmALDH2-GFP  a pLNU:sig-ZmALDH22-GFP
vzniklé béhem této prace.

Pfi lokalizaci konstrukti ZmNRH fazovanych s GFP (Obr. 28) byla pozorovana
pfevazné asociace s endoplasmatickym retikulem u isoforem ZmNRH1A, ZmNRH1B,
ZmNRH2A aZmNRH3. Konstrukt ZmNRH2B-GFP rovnéz vykazuje moznou
Caste¢nou piitomnost v cytoplazmeé.

Zatimco u ZmALDH22-GFP (Obr. 29) byla potvrzena lokalizace
na endoplasmatickém retikulu, coz je v souladu s pifedpokladanou lokalizaci pro tento
protein, u ZMALDH12-GFP byla pozorovana lokalizace ve sdruzenych vackovitych
strukturdch. U tohoto proteinu byla predikovéna lokalizace v mitochondriich:
pozorované struktury ovSem svoji velikosti neodpovidaly rozméru téchto organel.
Nadprodukce proteinu zarovein ovlivnila i chovani ER-tdTomato markeru, ktery
seasocioval sSER ve shlucich. Podobny vzor byl pozorovan i u isoformy
sig-ZmALDH12-GFP, obsahujici pouze zkoumany signalni peptid i ZmALDH2-GFP,

ktera byla jiz diive potvrzena jako mitochondriélni.

4.8 Stabilni exprese isoforem ZmCKX v Arabidopsis thaliana Ler

Expresni konstrukty pGWB5:ZmCKX2-GFP, pGWB5:ZmCKX9-GFP piipravené

a pGWBS5:ZmCKX9AN1.43-GFP vzniklé v ramci této prace, obsahujici C-termindlni
fuzi s GFP byly pomoci transformace zprostiedkované A. tumefaciens zavedeny
do A. thaliana Ler bunééné suspenzni kultury.

ZmCKX-GFP isoformy byly exprimovéany pod kontrolou silného konstitutivniho
promotoru CaMV35S. Konstrukt pSEG36-EGFP (Johnova, 2015) kédujici volné GFP
pod kontrolou CaMV35S promotoru byl vyuzit jako pozitivni kontrola.

Exprese ZmCKX-GFP faznich proteinti v buikach A. thaliana Ler odhalila
odliSnou subcelularni lokalizaci jednotlivych isoforem. Diive potvrzend vakuolarni

lokalizace ZmMCKX2-GFP a vzor typicky pro endoplazmatické retikulum objevujici se
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u ZmCKX9-GFP byly opétovné pozorovany. Dalsi zjisténi odhalila, Ze obé ZmCKX
isoformy s deletovanym ptedpokladanym N-koncovym signalnim peptidem jsou
narozdil od plvodnich pfirozenych isoforem lokalizovany v cytosolu a jadfe, coz

jednoznaéné potvrzuje signalizaéni funkci vybranych N-termindlnich sekvenci

(Obr. 30).

GFP ER-tdTomato prekryv

ZmNRH2A ZmMNRHIB ZmNRHIA

ZmMNRH2B

ZmNRH3

Obr. 28: konfokalni mikroskopie zobrazujici subcelularni lokalizace transientné
exprimovanych faznich proteini ZmNRH-GFP v kukufiénych protoplastech. Exprese
PLNU:ZmNRH-GFP byla provedena spole¢né
s markerem CaMV35S:AtWAK2-HDEL-tdTomato. Levy sloupec reprezentuje signal GFP
kanalu, stfedni sloupec cerveny fluorescencni kanal a pravy sloupec piekryv téchto dvou
kanalt s pozorovanou kolokalizaci signalt, tvorici Zluté odstiny. Méfitko reprezentuje 5 um.
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Obr. 29: konfokalni mikroskopie zobrazujici subcelularni lokalizaci transientné
exprimovanych fuznich proteint ZmALDH-GFP v kukufi¢nych protoplastech. Exprese
pPLNU:ZmALDH-GFP spolu s CaMV35S:AtWAK2-HDEL-tdTomato. Volny GFP spolu
s markerovym proteinem ER-tdTomato reprezentuji kontrolu. Levy sloupec reprezentuje
signal GFP kanalu, stfedni sloupec ¢erveny fluorescenéni kanal a pravy sloupec prekryv téchto
dvou kanald s moznou kolokalizaci signalti, pozorovatelnou jako Zluté odstiny. Méfitko 5 pm.
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Obr. 30: konfokalni mikroskopie kultur stabilné exprimujicich GFP, ZmCKX2-GFP,
ZmCKX9-GFP, ZmCKX2AN; 4,-GFP a ZmCKX9AN; 43-GFP v bunécné suspenzni kultuie
A. thaliana Ler. Volné GFP, vzniklé expresi konstruktu pSEG36:EGFP slouzi jako kontrola.
Levy sloupec reprezentuje signal GFP, stfedni sloupec diferencialni interferencni kontrast
(DIC). V pravém sloupci je piekryv téchto dvou kanald. Métitko ukazuje 10 pm.



4.9 Western blot

Pfitomnost GFP-fuznich proteinti ve stabilné transformovanych kulturach A. thaliana
Ler a transientn¢ transformovanych protoplastech izolovanych z kukufice byla
potvrzena metodou Western blot (Obr. 31).

Western blot byl proveden sbunécnymi suspenzemi kulturami A. thaliana Ler
exprimujicimi ~ volné  GFP (kontrola), ZMmCKX2-GFP, ZMmCKX9-GFP,
ZmCKX2AN1.4>-GFP  a ZMCKX9ANj.43-GFP fazni proteiny a dale transientné
transformované  kukuficné  protoplasty  exprimujici = ZmCKX9ANj.43-GFP,
ZmMNRH1A-GFP a ZmALDH12-GFP.

Proteinovy pruh o velikosti asi 30 kDa znaci caste¢né odstépenou GFP znacku

a nachazi se u vSech vzorkd bunéénych suspenznich kultur A. thaliana Ler.
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Obr. 31: Western blot GFP-faznich proteinti. Marker — PageRuler Unstained Protein Ladder,
1-5 — vzorky stabiln¢ transformovanych bunéénych suspenznich Kkultur A. thaliana Ler:
1 — volné GFP (27 kDa), 2 — ZmCKX2-GFP (85 kDa), 3 — ZmCKX9-GFP (87 kDa),
4 — ZmCKXZAN1_42-GFP (84 kDa), 5 - ZmCKX9AN1_43-GFP (86 kDa) 6-8 — VZOI’ky
kukutiénych  protoplasti  transientné¢ transformovanych nasledujicimi  konstrukty:
6 — ZmCKX9AN,;.45-GFP (86 kDa), 7— ZmNRH1A-GFP (81 kDa), 8 — ZmALDH12-GFP
(83 kDa). Primarni protilatka Rabbit Anti-GFP ab290.
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5 DISKUZE

Optimalizace protokolu pro izolaci protoplasti z kukufice a jejich transformaci

Pied vice nez 55 lety Cocking publikoval jako prvni metodu izolace protoplastli
(Cocking, 1960). V nasledujicich desetiletich byly protoplasty izolovany z rozli¢énych
pletiv 1 rostlin pii zachovani schopnosti udrzet si fyziologickou aktivitu a regulacni
pochody. Protoplasty si také zachovavaji membranovy potencial shodny s intaktnimi
buitkami a muzou slouzit jako systém pro studium membranovych transportéra
(Sheen, 2001).

Vyvoj a zdokonalovani metod transformace protoplastti plasmidovou DNA pomoci
polyethylenglykolu (Krens et al.,, 1982), elektroporace (Fromm et al.,, 1985)
a mikroinjekce (Hillmer et al., 1992) umoznily pouziti protoplastd pro studium genové
regulace a pfenosu signalu v rostlinnych bunkach. Pozd¢ji byly vyvinuty metodiky
pro reportérové geny, napt. zde vyuzity zeleny fluorescencni protein (Sheen, 1995).

Pro uspésné a reprodukovatelné vysledky musi byt vénovana pozornost podminkdm
pii péstovani rostlinného materialu, morfologii listd, stafi a stupni vyvoje, zplisobu
izolace protoplastli. Dale Cistoté plasmidové DNA, jejimu mnozstvi a poméru k poctu
protoplasti pfi transformaci. VSechny tyto podminky musi byt optimalizovany
a ptizptsobeny.

V prvni fazi byl pouZit protokol pro izolaci protoplastli z bunééné suspenzni kultury
BMS (Obr. 25) pomoci polyethylenglykolu. Tento systém klade zvySené naroky
na manipulaci a vyzaduje sterilni podminky. I ptes snahu zvysit u¢innost transformace
zménou a kombinaci riiznorodych podminek — stafi kultury, poctu protoplastti, poméru
a mnozstvi DNA se nepodafilo dosahnout ¢innosti nad 1 %.

Proto bylo pfistoupeno k protokolu, vyuzivajicimu jako material listy kukufice,
které nevyzaduji sterilni podminky ani vysoce opatrnou manipulaci. Mezofylové
protoplasty izolované z Cerstvych listli nabizeji mnoho praktickych vyhod. Rostlinny
materidl je péstovan ze seminek, ktera jsou geneticky stabilni a snadno se skladuji
bez nutnosti trvalého udrzovani sterility. Diferenciované burnky jsou v nadbytku
a dosazitelné. Byly zavedeny rychlé a jednoduché metody pro zisk homogennich,
aktivnich a reagujicich protoplastt s vysokou efektivitou transformace (Sheen, 2001).

Elektroporace pouzitd v protokolu se neosvédcila, coz mohlo byt zplsobeno

nevhodnym pfistrojovym vybavenim. Dochdzelo k masivnimu poSkozeni protoplasti,
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kterému nebylo mozno zabranit ani zménou promyvaciho pufru — manitol slouzi jako
osmoticky stabilizator (Rao a Prakash, 1995), soli ovliviiuji vodivost roztoku a pH,
¢i poctu promyvacich krokd.

V ramci optimalizace byly zkombinovany ¢asti obou protokolli a bylo vyuzito
objevenych pozitiv. Jako material byly zvoleny listy, které jsou odolnéjsi a umoziuji
relativné snadné€j$i manipulaci. Pro samotnou transformaci se naopak osvédcila
metoda s polyethylenglykolem, vykazujici obvykle vysokou ucinnost, které
se podatilo dosahnout i v tomto ptipade¢.

Ackoli miize byt transientni exprese v n¢kterych ptipadech pozorovana jiz po jedné
az dvou hodinéch, i tento parametr je tfeba urCit experimentalné, jako idedlni pomér
miry exprese a zdroven poctu transformovanych protoplast.

Ne zcela prekvapivé bylo zjiSténo, Ze vytvofeny protokol je funkéni
I pro transientni expresi v protoplastech jeCmene, ktery patii stejné jako kukufice mezi

jednodélozné rostliny (Obr. 26).

Predpovéd’ lokalizace ZmCKX v ramci rostlinné bunky

Nejprve bylo tieba detailné analyzovat proteinové sekvence ZmCKX in silico. Prvnim
krokem bylo piedpovédét domnélé signalni peptidy nachazejici se na N-konci
jednotlivych enzymlt ZmCKX a ziskat informace o jejich pravdépodobné distribuci
vbunice. Pro jejich identifikaci byly vyuzity nastroje SignalP 4.0 a iPSORT
(Zalabak et al., 2014).

Na zékladé¢ vysledki bylo zjisténo, Ze vSechny isoformy ZmCKX mimo ZmCKX8,
ZmCKX9 a ZmCKX10 obsahuji pravdépodobné signalni peptid Vv tésné
blizkosti N-konce téchto proteint. Tento signalni peptid by mél byt zodpovédny
za cileni proteinu do urcitého kompartmentu bunky. Tato zjiSténi odpovidaji diiveéjSim
studiim, ve kterych byla dvéma riznymi metodami potvrzena sekrece ZmCKX1
do apoplastu. Dale byla odhalena i lokalizace ZmCKX10 v jadie a cytosolu, coz
odpovida predikci, ktera neprokédzala ptitomnost signdlniho peptidu u této isoformy
(Galuszka et al., 2005; Smehilova et al., 2009).

Isozym ZmCKX9 by mél také obsahovat sekrecni / signalni peptid a navic byla
pfedpovézena 1 peptidova sekvence pro cileny transport do chloroplastu. Netspésna
produkce rekombinantniho ZmCKX9 i po odstranéni signalniho peptidu vedla

k objevu domn¢lého vakuolarniho retenéniho signalu LPTS, nachazejiciho se také
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V N-termindlni oblasti. Po odstranéni tohoto motivu byla isoforma uUspésné
produkovana a vedlo to k domnénce mozné vakuoldrni lokalizace ZmCKX9
(Zalabak et al., 2014). Jednim z cili této diplomové prace bylo provést lokalizaci

dalsich isoforem ZmCKX a prokazat funkci jejich N-terminalnich signalnich peptidi.

Transientni exprese GFP-fiiznich proteint v kukufi¢nych protoplastech

Pro odhaleni subcelularni distribuce vybranych enzymu cytokininového metabolismu
byla provedena transientni exprese GFP-fuznich proteinti v kukufi¢nych protoplastech
pod kontrolou konstitutivniho promotoru ubiquitin 1 (Ubil). Konstrukty byly znaceny
GFP na C-konci, aby se zamezilo piipadnému ovlivnéni funkce signalniho peptidu
nachazejiciho se na N-konci. Kotransformace s konstruktem
CaMV35S:AtWAK?2-HDEL-tdTomato, ktery kéduje markerovy protein asociujici se
strukturami endoplasmatického retikula slouzila jako pomoc pii vyhodnoceni
ziskanych vysledkd.

U transientni exprese GFP-fuznich proteini ZmCKX v kukufi¢nych protoplastech
byla vétSinou pozorovana lokalizace na endoplasmatickém retikulu, a to i kdyz nebyla
identifikovana pfitomnost zadného ER retenéniho signalu v proteinové sekvenci.
Vzhledem K tomu, Ze transientni exprese je pozorovana asi 20 hodin po transformaci,
reprezentuje pocatecni fazi de novo syntézy proteinti, ve které jsou stale asociovany
s endoplasmatickym retikulem, kde podstupuji posttranskripéni modifikace a poté
smérovany na dalSi intra- ¢i extracelularni cestu. Je mozné, Ze isoformy ZmCKX
mohou byt dale cileny do jinych ¢asti buiiky a tento proces je zavisly na case. Tato
hypotéza je také podpoiena neptitomnosti ER reten¢niho motivu v jejich sekvenci.

Zjevnou vyhodou plynouci z pouziti transientni exprese kukufi¢nych protoplastt
pro lokalizaci enzymi zapojenych do cytokininového metabolismu pochazejicich
Z kukufice je, ze tento systém umoziuje homologni expresi. Studované proteiny jsou
exprimovany Vv jejich pfirozeném prostiedi a tudiz by jejich signalni peptidy, retencni
signaly 1 dalSi proteinové motivy mély byt spravné rozeznany a interpretovany.
Na druhou stranu exprese fizena promotorem Ubil probihala konstitutivné, coz je
pro bunky nefyziologické, protoze dany protein je nadprodukovan a proto mohou
vznikat artefakty pozorovatelné jako akumulace do bodul, nachéazejicich se ve struktuie
endoplazmatického retikula. Jelikoz jsou CKX enzymy povaZzovany za nizko

abundantni (Galuszka et al., 2001) a jejich exprese pod nativnim promotorem je spise
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slaba (Vyroubalova et al., 2009; Podlesakova et al., 2012) bylo nezbytné
I pfes zminéné nevyhody zvolit silny konstitutivni promotor, aby bylo mozné GFP
signal detekovat.

Zkracené isoformy ZmCKX vykazovaly nefyziologické chovani (Obr. 27),
projevujici se tvorbou shlukii po celém prostoru builkky a negativné ovliviiujici
I ER-tdTomato markerovy protein. Toto chovani muize byt zplsobeno extrémni
nadprodukci  danych  proteini pod  konstitutivnim  promotorem,  builka
se pravdépodobné snazi cizorodych latek zbavit a ty jsou postupné sekrecni cestou
posilany ven. Obdobny problém byl pozorovan i u ZmALDH2 a ZmALDH12
(Obr. 29) a nebyla tudiz potvrzena jejich predpokladana lokalizace v mitochondriich
(Jimenéz-Lopéz et al., 2010). Tento problém by mélo vyfesit pouziti nativniho
promotoru téchto genil.

Lokalizace isoforem ZmNRH probéhla v souladu s predikci (Dr. Kope¢ny, osobni
komunikace).

Stabilni exprese GFP-fuznich proteini v suspenzni kultuie A. thaliana Ler

.Pro srovnani a ziskani vétsiho mnozstvi informaci byla provedena i stabilni exprese
bunétné suspenzni kultury A. thaliana Ler pomoci metody zprostiedkované
A. tumefaciens.

Isoforma ZmCKX2 m¢la byt podle predikci cilena do apoplastu. Ukazalo se vSak,
ze stabilni exprese fuzniho proteinu ZmCKX2-GFP byla primarné lokalizovana
do vakuol. V kultufe piiblizné¢ dva tydny po transformaci byl fluorescenéni signal
pozorovan v malych vezikuldrnich strukturdch pfipominajicich prevakuolarni
kompartmenty. Pozdéji dochazelo k fizovani téchto struktur a velké vakuoly (Obr. 30)
nakonec vyplhovaly podstatnou ¢ast vnitiniho prostoru buiky (Johnova, 2015;
Zalabak et al., 2016). Pro potvrzeni faktu, ze vakuolarni lokalizace je zptsobena
pritomnosti ~ N-terminalniho  signalniho peptidu jsem vytvorila konstrukt
pGWBS5:ZmCKX2AN;.42-GFP s chybégjici ¢asti, odpovidajici sekvenci tohoto peptidu
a ten byl nasledné exprimovan v bunikach A. thaliana Ler. Fluorescen¢ni signal byl
pozorovan pievazné v cytosolu a jadie (Obr. 30), na rozdil od plivodni situace popsané
vyse. Toto zjisténi odpovida lokalizaci isoformy ZmCKX10, ktera neobsahuje signalni
peptid. Bylo tak jasn¢ dokazano, ze N-terminalni signalni peptid je nezbytny

pro vakuolarni cileni ZmCKX2.
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V ptipad¢ isoenzymu ZmCKX9 byla predikce domnélého signdlniho peptidu
nejasna a matouci. Exprese GFP-fuzniho proteinu v suspenznich bunkach vykazovala
ziejmou lokalizaci na ER (Obr. 30), stejné tak pfi transientni transformaci kukuti¢nych
protoplastii (Zalabak et al., 2016). Dale jsem vytvofila mutantni forma, konstrukt
pGWBS5:ZmCKX9AN;.43-GFP s deletovanou  c¢asti, odpovidajici domnélému
signalnimu peptidu na N-konci. Vzhledem k pozorované lokalizaci Vv jadie
a cytoplazm¢ (Obr. 30) byla dokazana existence a piitomnost tohoto signalniho

peptidu.

Western blot

Pritomnost GFP-fuznich proteinii byla u vybranych konstruktl potvrzena pomoci
metody Western blot (Obr. 31). Ve vSech transgennich liniich pochazejicich
z A. thaliana Ler bylo kromé fuznich proteinti detekovano i volné GFP (27 kDa);
dochazelo tedy k ¢asteéné degradaci fizniho proteinu. Naproti tomu pfi transientni
expresi v kukufiénych protoplastech nebyla zadna degradace detekovana. Tento jev
byl jiz diive pozorovan i u né€kolika dalSich transgennich linii Arabidopsis. Vzhledem
k faktu, ze volné GFP nebylo pii konfokalni mikroskopii v pfipravenych transgennich
liniich detekovano (Obr. 30), spadd mozné vysvétleni pravdépodobné do oblasti
pfipravy proteinovych vzorkd. Je mozné, Ze u bunéfnych kultur dochazi béhem
piipravy vzorku k ¢asteéné proteolyze — na rozdil od vzorkt protoplastti, kde je proces
homogenizace vyrazné snadnéjsi a rychlejsi.

U vzorkt odpovidajicich dele¢nim variantam ZmCKX bylo pozorovano, ze dochazi
k ocekdvanému snizeni velikosti fiznich proteinii oproti kompletnim proteinim
(Obr. 31, drahy 4, 5 a 6). Zaroven byla u téchto vzorkd pozorovana nespecificka
detekce v oblasti nad 85 kDa: tento nespecificky proteinovy band byl detekovan

I U vzorktl pochazejicich z transformovanych protoplasti.
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6 ZAVER
Prezentovana diplomova prace se sklada ze dvou hlavnich Casti. V teoretické Casti je
vypracovan piehled hojné vyuzivanych i méné rozsifenych metod pro transformace
rostlin se zaméfenim na jednodélozné rostliny. V dalsi Casti jsou shrnuty soucasné
poznatky 0 metabolismu cytokinin — jejich funkci, struktufe, biosyntéze a také
inaktivaci, degradaci a vzijemnych interkonverzich. Diiraz je kladen pifedevSim
na enzymy nachdzejici se v jednodéloznych rostlinach, zejména v kukufici.

V ramci experimentalni casti byl nejdiive optimalizovan postup piipravy
a transformace protoplastd  jednodéloznych rostlin. Nasledné¢ byl vypracovan
ptehledny protokol pro transformaci protoplasti ziskanych z kukuficnych listh
zprosttedkovanou polyethylenglykolem. Funk¢nost dan¢ho postupu byla nasledné
ovétena i pro jeCmen.

Spomoci této metodiky byla zkoumana intracelularni lokalizace enzymut
cytokininového metabolismu. GFP-fuzni proteiny byly transientné exprimovany
pod kontrolou konstitutivniho kukuti¢ného promotoru ubiquitin 1 a jejich subcelularni
distribuce byla analyzovdna pomoci laserového skenovaciho konfokalniho
mikroskopu. K tomuto ucelu byly pouzity diive pfipravené konstrukty Ubi:GFP
(pozitivni  kontrola, exprese vcytosolu a jadie) pLNU:ZmCKX2-GFP,

pLNU:ZmCKX9-GFP, pLNU:ZmNRH2B-GFP, pPLNU:ZmNRH3-GFP,
PLNU:ZmALDH12-GFP, PLNU:ZmALDH22-GFP a konstrukty
pLNU:ZmCKX2ANj.42-GFP, pLNU:ZmCKX9AN;.43-GFP, pLNU:ZmNRH1A-GFP,
pLNU:ZmNRH1B-GFP, pLNU:ZmNRH2A-GFP, pLNU:ZmALDH2-GFP,

PLNU:Sig-ZmALDH12-GFP piipravené v ramci této prace. U vétSiny byl GFP signal
akumulovan v retikularnich strukturach typickych pro endoplasmatické retikulum, coz
bylo potvrzeno i kolokalizaci s markerovym proteinem ER-tdTomato. V nékterych
pfipadech dochazelo ke hromadéni signdlu ve vackovitych strukturach. Toto
shlukovani je zfejmé zplsobeno vyraznou nadexpresi proteinti vedouci K jejich
nefyziologickému chovani v buiice.

Pro potvrzeni signaliza¢ni funkce N-termindlnich sekvenci vybranych isoforem
ZmCKX byly vytvofeny konstrukty pGWBS5:ZmCKX2ANj1.42-GFP
a pGWBS5:ZmCKX9AN;.43-GFP nesouci deleci predpokladaného signalniho peptidu

na N-konci. Ty byly spolu spivodnimi isoformami zavedeny do heterologniho
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expresniho systému bunécné suspenzni kultury A. thaliana Ler umoziujiciho stabilni
expresi proteint s fizovanou GFP znackou na C-konci pod kontrolou konstitutivniho
promotoru CaMV35S. Pozorovana lokalizace v jadie a cytoplazmé byla ve shodé
s piedpokladem i kontrolnim konstruktem, kodujicim volné GFP.

Ptitomnost GFP-fuznich proteini ve stabilné transformovanych bunéénych
kulturach A. thaliana Ler i transientné transformovanych protoplastech kukufice byla

potvrzena metodou Western blot.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ac zrychleni (acceleration)

ALDH aldehyddehydrogenasy

CK cytokininy

CKP cytokininribosidfosfohydrolasy

CKX cytokinindehydrogenasy

cZ cis-zeatin

Dz dihydrozeatin

dc zpomaleni (deceleration)

DMSO dimethylsulfoxid

dNTPs deoxyribonukleotidtrifosfat

Fw primer ve sméru 3" — 5 (forward)

GFP zeleny fluorescencni protein (green flourescent protein)
HF vysoce specificky (high-fidelity)

iP isopentenyladenin

IPT isopentenyltransferasy

LOG Lonely guy

NFW voda bez obsahu nukleas (nuklease free water)
NRH N-ribohydrolasy

RAM apikalni meristém kofene (root apical meristem)
Re primer ve sméru 5° — 37 (reverse)

rpm otacky za minutu (rotation per minute)

RT pokojova teplota (room temperature)

SAM apikalni meristém prytu (shoot apical meristem)
tZ trans-zeatin
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9 PRILOHY

9.1 Protokol pro izolaci a transientni transformaci protoplasti

material: kukufice 8-10 denni, je¢men 12-14 denni, péstované ve tmé ve vod¢

Roztoky:

— enzymaticky roztok: 20ml
e 1,5% celulasa (Sigma) =0,3¢
e 0,3% macerozym (Serva) =0,06 g
e 0,6 mol.I"t manitol =2,18¢
e 10 mmol.I'* MES; pH 5,7 =0,049

e zahtat na 50°C, 10 min.

e nechat zchladnout na RT

e 1 mmol.I'' CaCl, =20 ul 1 mol.I* CaCl, (0,15 g/ 1 ml)
e 0,1% BSA =0,02 g BSA
— promyvaci roztok: 100 ml
e 0,6 mol.I"t manitol =10,9g
e 4 mmol.I'* MES; pH 5,7 =0,078 g
e 20 mmol.I"* KCI =0,15¢
— inkubacéni roztok: 100 mi
e 0,6 mol.I"* manitol =10,9g
e 4 mmol.I" MES; pH 5,7 =0,078 g
e 4mmol.I* KCl =0,03g
— MaMES: 200 ml
e 0,6 mol.I" manitol =21.86¢
e 4,7 mmol.I'* MES; pH 5,7 =0,2g
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— PEG 4000: 20 ml

o 40% PEG 4000 =8¢
e 0,3 mol.I't manitol =1,09g
e 0,1 mol.I" Ca(NOs), 4H,0 =0,472 ¢

e navazit do konické zkumavky, ptidat destilovanou vodu do 15 ml; zahiivat, dokud
se nerozpusti, doplnit do 20 ml

e rozdélit po 2 ml do mikrozkumavek, zmrazit -20°C

- W5t 200 ml
e 154 mmol.I"* NaCl =18¢g
e 125 mmol.I"* CaCl,-2H,0 =3,68¢
e 5mmol.I* KCI =0,074 g
e 2 mmol.I" MES; pH 5,7 KOH =0,0852 g
Izolace:

ustiihnout stfedni ¢ast listi — asi 20 = cca 2 ¢

— naStosovat a pomoci ziletky (omyt ethanolem) pficn€ nakrajet na tenké prouzky

— do 250 ml filtra¢ni batiky spolu s 20 ml enzymatického roztoku, 30 min. vakuum

— presunout na tfepacku — 2 h pii 40 rpm, pak 10 min. pii 80 rpm ve tmé

— roztok prefiltrovat ptes 70 pm nylonovou sitku (lit velice pomalu po sténg)

— centrifugovat 150 g, 2 min., ac/dc 6

— pomoci Pasteurovy pipety odsat supernatant

— pelet pomalu a opatrné resuspendovat v 10 ml ledové chladného promyvaciho
roztoku

— centrifugovat 150 g, 2 min., ac/dc 6

— odpipetovat supernatant, resuspendovat v 2-4 ml ledové chladného promyvaciho
roztoku, uchovavat na ledu

— spocitat protoplasty pomoci Biirkerovy komurky — jen ty hezky kulaté a zdraveé

vypadajici
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Transformace:

— rozmrazit PEG, pfipravit transformaéni pufr = 3 ml MaMES + 25 ul 1 mol.I* CaCl.,

— steriln€ ve flowboxu odlit potfebnd mnozstvi roztokti podle poctu transformaci
— kazdy vzorek se déla v duplikatu
— dané mnozstvi protoplastii — kolem 200 tisic pfipravit do 2 ml mikrozkumavek
— postupovat po 1 vzorku = 2 mikrozkumavkach
— odebrat supernatant
— pridat 100 pl transformac¢niho pufru a dané mnozstvi DNA, jemné¢ promichat
naklonénim, nechat stat aspon 2 minuty
e DNA:20 pg

e Kkotransformace: 20 pg + 5 pg markerovy protein

— ptidat 110 pl PEG, promichat, inkubovat 2 minuty

— pridat 440 nl W5, promichat, centrifugovat 150 g, 1 min.

— odstranit supernatant, pfidat asi 500 pl inkuba¢niho roztoku, pomoci Pasteurovy
pipety jemné resuspendovat a piesunout do 24 jamkové desticky

— inkubovat ve tmé asi 20 hodin
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