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CILE PRACE

Cilem teoretické Casti této bakalaiské prace je strucné shrnout informace o rostlinnych
hormonech cytokininech a jejich glukosidech. Dale je jako cil stanoven popis regulace
homeostaze téchto rostlinnych hormond se zaméfenim na oblast inaktivace
prostfednictvim cytokinin specifickych glukosyltransferas.

Cilem experimentalni ¢asti je charakterizovat fenotyp T-DNA vicenasobnych
inser¢nich mutantt Arabidopsis thaliana riznych isoforem cytokinin glukosyltransferas
a to v odpovédi na exogenné podany cytokinin. Za normalnich ristovych podminek
nebyl pozorovan zddny morfologicky rozdil u UGT mutanti oproti WT rostlindm i pfes
zjisténé snizeni hladin cytokininovych glukosidt. Cilem experimentalni ¢asti bakalaiské
prace je zjistit, zda-li ma néjaky vliv na fenotyp mutantii exogenné podany cytokinin.
Piedpokladem je sniZzena schopnost inaktivace nadbyte¢ného cytokininu V pletivech

testovanych mutant.
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1 0VOD

Cytokininy jsou jednou z hlavnich skupin rostlinnych hormont. V rostlinném téle, se
tyto latky svym tcinkem podili na regulaci fady vyvojovych a rustovych procest. Po
chemické strance se jedna o derivaty adeninu, substituované na pozici N°. Vsechny
fytohormony, jsou pfitomny v rostlindch a také v né€kterych druzich bakterii ve velmi
nizkych, katalytickych koncentracich. Mezi nejvyznamnéjsi funkce cytokininti patii:
stimulace bunétného déleni, fizeni opadavani listl, kontrola apikalni dominance,
inhibice rastu kofenti a stimulace diferenciace chloroplasta (Mok et al., 2000).
Cytokininy se mohou v rostlinném organismu nachazet v n¢kolika formach. Biologicky
aktivni latky ptedstavuji volné baze, mezi méné biologicky aktivni latky patii jejich
ribosidy, ribotidy a mezi neaktivni O- nebo N- glukosidy. Molekula cytokinini muize
byt deaktivovana, nebo degradovana prostfednictvim riznych enzyml jejich
metabolismu (Galuszka et al., 2001).

V této praci je vénovana pozornost transgennim rostlinam Arabidopsis thaliana, v
jejichz genomu byly vyfazeny geny kodujici enzymy, které katalyzuji deaktivaci a
degradaci cytokinini. Domnivame se, Ze tyto mutantni rostliny by mély mit zvySené
koncentrace endogennich cytokininli, coz by v dasledku mohlo ovliviiovat pribéh
senescence takovych mutantnich rostlin. Postupné byly podrobeny analyze nasledujici
transgenni linie, s jednim vyfazenym genem (single mutanti): ugt76cl, ugt76c2 a
ugt8sal a také linie se tfemi vyfazenymi geny (triple mutanti): ckx2/ckx5/ugt76c2 a
ckx2/ckx5/ugt85al. U téchto inserénich mutantti nebyly za standardnich podminek
prokazany vyznamné zmeény fenotypu oproti wild typu. Cilem experimentalni ¢asti této
prace je zjistit uc¢inek exogenné podavaného cytokininu na fenotyp mutantt a také na
zmény V expresi urcitych genl regulovanych cytokininy. Charakterizace téchto
transgennich rostlin muize prispét k lepSimu pochopeni jejich komplexniho

metabolizmu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 CYTOKININY

2.1.1 Struktura a funkce cytokinini
Cytokininy jsou nizkomolekuldrni organické slouCeniny patiici do skupiny
fytohormonti. Na rozdil od zivocisnych hormont, které maji vétSinou Gzké rozmezi
pusobeni, jsou rostlinné hormony méné strukturné¢ rozmanité a mizou se soubézné
podilet na regulaci ftady fyziologickych a vyvojovych procesti. Objev téchto
fytohormond byl poprvé uskuteénén v 50. letech 20. stoleti F. K. Skoogem v
kokosovém mléce. Prvni cytokinin s trivialnim nazvem Kinetin (obr. ¢. 1 F) byl
izolovan a syntetizovan az v roce 1955 (Miller et al., 1956). Po chemické strance se
jednalo o 6-furfuryladenin (Miller et al., 1955). Od doby prvniho objevu bylo jiz
identifikovano vice nez 40 derivata téchto rostlinnych hormonii.

Vétsina ptirodnich cytokininil patii do skupiny N6-substituovan)'/ch derivatt adeninu,
S isoprenoidnim nebo aromatickym postrannim fetézcem. Jednotlivé cytokininy se od
sebe 1isi povahou postranniho fetézce, zejména pritomnosti dal$ich funkénich skupin
nebo nasobnych vazeb (Mok et al., 2001). Mezi isoprenoidni, vSudypiitomné
cytokininy patii latky s postranné navazanym isopentenylovym fetézcem. Podle povahy
postranniho fetézce rozliSujeme: isopentenyladenin (iP), (obr. €. 1 A) redukovany (iP)-
dihydrozeatin (obr. ¢. 1 D) nebo hydroxylovany (iP)-zeatin. Cytokininy zeatinového
typu se vyskytuji jako cis a trans konfigura¢ni isomery (Sakakibara et al., 2006). Trans-
Zeatin (obr. ¢. 1 B) je oproti svému Cis stereoisomeru charakterizovan vysokou
aktivitou pfi stimulaci bunécného déleni. Cis-Zeatin (obr. ¢. 1 C) je povazovan za
slouceninu s nizkou aktivitou, ale jeho fyziologicky vyznam a funkce neni doposud
zcela objasnéna. Bylo zjisténo, ze U nekterych druhli rostlin, zejména celedi
lipnicovitych jsou cytokininy nejhojnéji zastoupeny ve formé cZ (Gajdosova et al.,
2011). Je vSeobecné zastavanym nazorem, ze béhem rastoveé limitujicich podminek
pusobi tyto latky v rostlinach jako jemné regulatory cytokininové odpovedi (GajdoSova
et al., 2011). Dalsi experimenty provadéné na ryzi (Oryza sativa) prokazaly, ze cZ
pusobi jako inhibitor prodluzovéani rlstu kofenli a svym ucinkem se také podili na
upregulaci nékterych gend, indukovanych prostiednictvim cytokinini (Kudo et al.,
2012). Mezi hlavni aromatické cytokininy patii kinetin a benzyladenin (obr. ¢. 1 E).

Hydroxylaci benzenu u benzyladeninu ziskame latky s trividlnim nazvem ortho-, nebo



meta-topoliny (obr. ¢. 1 G,H), které byly poprvé izolovany z topold (Strnad et al.,
1997).

Cytokininy spoleéné s dalSimi fytohormony maji v rostlinném organismu fadu
déleni, snizovani apikalni dominance, stimulace vétveni stonku, inhibice rlstu kotent,
regulace a zpomalovani listové senescence (Gan and Amasino. 1995) ovliviiovani
vyvoje chloroplasti, indukce uklddani zasobnich latek a ovliviiovani transportu
floémové mizy (Gan and Amasino. 1995). Dodate¢né zprostiedkovavaji fadu odpovédi
na vngjsi faktory, jako jsou svételné podminky v prytu, dostupnost vody a zivin v kofeni
nebo bioticky a abioticky stres. Dale pii interakci s auxiny reguluji organogenezi
nadzemnich a podzemnich organt rostlin a podporuji tvorbu vyhonkd.

Aktivita cytokinin v rostlinach je =zavisla na jejich biosyntéze, degradaci,
modifikacich, transportu a interakcich s ostatnimi hormony. Hlavnimi faktory
ovlivitujicimi aktivitu cytokinind je struktura jejich postranniho fetézce a také jejich
vzajemné pfemeény mezi biologicky aktivnimi volnymi bazemi a jejich neaktivnimi
glukosidy. Vyskytuji se v fadé metabolickych forem, zejména jako volné baze, ribosidy,
nukleotidy, N3- N’-N°- glukosidy a O-glukosidy (Bajguz and Piotrowska, 2009).
Dalsim dilezitym faktorem cytokininové aktivity je jejich lokalni koncentrace uvnitt
jednotlivych rostlinnych organt, bunék a organel. NejCastéji jsou cytokininy v

rostlinach pfitomny ve velmi nizkych katalytickych koncentracich, fadové pmol.
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Obrazek ¢. 1 Struktura cytokininii, Nahote isoprenoidni cytokininy: A- N°-isopentenyladenin,
B- trans-Zeatin (cytokinin s nejvétsi aktivitou), C- cis-Zeatin, D- Dihydrozeatin, Dole
aromatické cytokininy: E- Benzyladenin, F- Kinetin, (prvni objeveny cytokinin) G- ortho-
Topolin, H- meta-Topolin.



2.1.2 Prenos cytokininového signalu

Cytokininy pusobi jako signalni molekuly pfi velmi nizkych koncentracich (1-50 pmol
g* Zivé véhy) (Galuszka et al., 2008). Cytokininy trans-Zeatinového typu jsou do tkani
distribuovany xylémem. Transport cytokinini isopentenyladeninového typu probiha
floemovymi $tédvami a vyzaduje pfitomnost selektivniho transportniho systému.
Cytokininy jsou transportovany ve form¢ nukleotidu pomoci purinovych permeas
(PUPs) a také ve forme¢ nukleosidi pomoci specifickych rovnovaznych nukleosidovych
transportéra (Hirose et al., 2008).

Signal zprostiedkovan molekulou cytokininu je pfenasen do jadra dvoukrokovym
histidyl-aspartyl (His-Asp) signalnim systémem. V prvnim kroku cytokininové signalni
kaskady je molekula CK zachycena histidinkinasovym receptorem. Tento receptor je
slozen z hlavni- tzv. CHASE domény, jedné vysilaci (transmiterové) a dvou piijimacich
domén (obr. ¢. 2). Navazani molekuly CK na CHASE doménu zpusobi konformacéni
zmeény jeji struktury, které néasledné vedou k fosforylaci vysilaci a pfijimaci domény
(obr. ¢. 2) (Mougel and Zhulin 2001). U Arabidopsis je CHASE doména spojena s
histidinkinasovymi receptory: AHK2, AKH3 a CRE1/AHK4 (Inoue et al., 2001).

Dalsim krokem signalni transdukce je pfevedeni signdlu z piijimaci domény na
regulatory cytokininové odpovédi (ARR). Tento pienos je zprostiedkovan pomoci
specifickych histidin-fosfotransferasovych proteini (HPs) (obr. ¢. 2). Regulatory
cytokininové odpovédi mizeme rozdélit do dvou tiid, na typ A a B, které se vzajemné
1i$i svymi strukturnimi a funk¢énimi vlastnostmi (Mizuno et al., 2004). ARR typu-A jsou
povazovany za primarné odpovédné geny na plsobeni cytokinind. Reguladtory
cytokininové odpovédi typu A maji pfijmovou doménu, kterd obsahuje oblast sloZenou
z Asp-Asp-Lys (Stock et al., 2000). V prub&hu cytokininové signalni kaskady dochazi k
prenosu fosfatu z AHP na Asp residuum. Pienosem signalu dochazi k expresi ARR gent
typu A, které svym ucinkem inhibuji cytokininovou signalni drahu (Imamura et al.,
1999), ¢imz pusobi jako regulatory své vlastni aktivity. Typ B reguldtorii cytokininové
odezvy obsahuje dulezitou DNA-vazajici GARP doménu (obr. ¢. 2), kterd mize
fungovat jako transkripéni faktor. Pfenos fosfatu na typ B ARR podporuje aktivaci
exprese gend primarni CK odpovédi (obr. €. 2). Piitomnost DNA-vazajici domény a
schopnost funkce jako transkripcni aktivator byla prokazana u nasledujicich regulatort
Arabidopsis thaliana: ARR1, ARR2, ARR10 a ARR11 (Imamura et al., 2003).



Metabolicky vyznam a funkce jednotlivych AHK a ARR byly zjistény studiem
knock-out mutanti a overexpresordi AHK nebo ARR. U ahk3 mutanta byl pozorovan
zakrnély rust a urychlena germinace (Kim et al.,, 2006). Naopak pii konstitutivni
overexpresi AHK3 genu nebyla zjisténa vyrazna zmeéna pii oddaleni listové senescence
(Kim et al, 2006). Podobné experimenty provadéné s transgennimi rostlinami
prokézaly, ze AHK svym ucinkem reguluji riist a vyvoj kofeni, zrani semen a listovou

senescenci (Higuchi et al., 2006).
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Obrazek ¢. 2- Schéma znazorfiujici cytokininovou signdlni kaskddu A- Aktivni HK dimér
spousti fosforylacni kaskadu, D- Fosfat je penesen pies jadernou membranu na ARR typu B
pomoci histidin-fosfotransférového proteinu (HP), E- Aktivované ARR typu B spousti
genovou expresi, kterd vede k syntéze proteint. Cytokininova signalni kaskada je regulovana
(inhibovana) pomoci ARR typu A (pfevzato a upraveno ze Zalabak et al., 2013).



2.1.3 Biosyntéza cytokinint

Zvysené koncentrace endogennich cytokinini jsou pfitomny pievazné v mladych
délicich se pletivech, zejména v mladych listech, vrcholech stonka a Spickach kofent
(Emery et al., 2000). Biosyntéza cytokinini je katalyzovana adenosinfosfat-
isopentenyltransferasami (obr. ¢. 3) (IPT, EC 2.5.1.27) (Takei et al., 2001). Tyto
enzymy katalyzuji adicni reakci dimethylallypyrofosfatu na adenosintrifosfat (ATP),
nebo na adenosindifosfat (ADP).

V ramci védecké publikace (Kakimoto et al., 2001) bylo zjisténo, ze genom
Arabidopsis obsahuje 7 sekvenci kodujicich prislusné isoformy isopentenyltransferas.
Jednotlivé isoenzymy jsou lokalizovany v riznych bunéfnych kompartmentech. 5
isoenzymu je lokalizovano v plastidech, 1 v mitochondriich a 1 v cytosolu. IPT jsou
pravdépodobné pritomny v rostlinnych organelach ve vysokych koncentracich, protoze
vyfazeni 3 genu, kodujicich prislusné IPT nema zasadni vliv na fenotyp rostliny
(Miyawaki et al., 2006). Oproti tomu nadmérna exprese piislusnych IPT vede k
vyznamnym morfologickym zménam. Této vlastnosti se v praxi vyuziva pii ovliviiovani
vynosu plodin (Smigocki and Owens. 1988). Prvni konstitutivni overexprese IPT gent
byla uskute¢néna u transgennich rostlin tabaku (Smart et al., 1991). Vyznamny vliv na
regulaci hladiny exprese IPTs u Arabidopsis maji auxiny a dusi¢nany (Miyawaki et al.,
2004). Auxiny svym uéinkem potlacuji expresi IPT gent, ¢imz se podileji na regulaci
koncentrace endogennich cytokininti.

Rozlisujeme dvé zakladni metabolické cesty biosyntézy cytokininl. Pfima draha je
zprostfedkovana adenylatovymi IPT, které katalyzuji isopentenylaci adeninu s
dimethylallylpyrofosfatem (Kakimoto et al.,, 2001). Nepfima draha biosyntézy
cytokinini vychazi z tRNA. Klicovym enzymem této drahy je tRNA
isopentenyltransferasa, ktera katalyzuje reakci mezi dimethylallylpyrofosfatem a
nemodifikovanou tRNA (Werner and Schmiilling 2009).

Schopnost biosyntézy cytokinini maji kromeé rostlin i nékteré¢ druhy bakterii, k nimz
patii napi. Rhodococcus fascians, Agrobacterium tumefaciens a Pseudomonas
savastoni.  Bakterialni  adenylatisopentenyltransferasy = pfenasi isopentenyl z
dimethylallyldifosfatu (DMAPP) na N°® adenosinmonofosfat (AMP), oproti tomu
rostlinné isopentenyltransferasy katalyzuji pfednostné ptenos isopentenylu z DMAPP
na adenosindifosfat (ADP) nebo adenosintrifosfat (ATP).

V rostlinach jsou piitomny dvé metabolické drahy, béhem nichZ jsou tvofeny

isoprenoidni postranni fetézce cytokinind. Prvni z nich, mevalonatova draha (obr. ¢. 4)
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zacina kondenzaci tfi molekul acetyl-CoA. Vysledny kondenzacni produkt je redukovan
na mevalonat, ktery je posléze dvakrat fosforylovan za vzniku mevalonat-5-difosfatu. V
dalsich krocich probiha fosforylace, dekarboxylace a nakonec izomerace na koncovy
DMAPP (Lange et al., 2000). Druhou cestou tvorby isoprenoidnich fetézct je
methylerytritol fosfatova draha (obr. ¢. 4). V prvnim kroku této drahy dochazi ke
kondenzaci pyruvatu s glyceraldehyd-3-fosfatem, ¢imz vznika 1-deoxy-D-xylulosa-5-
fosfat. V dalsi reakci dochazi ke tvorbé methyleritriol fosfatu, ktery je v nasledném
kroku spojen s cytidylfosfatem. Po dalsi fosforylaéni a cyklizaéni reakci vznika
HMBDP (Lange et al., 2000). Produkty téchto metabolickych drah mohou byt kromé
biosyntézy cytokininti vyuzivany také jako prekurzory pro tvorbu monoterpend,
diterpenil, seskviterpent, sterold, karotenoidl, postrannich fetézcti chlorofylu
plastochinonu a ubichinonu (Lange et al., 2000).

Cytokininy jsou syntetizovany jako latky biologicky neaktivni a posléze jsou
skladovany ve form¢ nukleotidu. Poslednim krokem biosyntézy cytokininl je jejich
hydrolyticka aktivace pfislusnou fosforibohydrolasou (LOG) (obr. ¢&. 3).
Prostfednictvim LOG enzymu dochézi ke $tépeni cytokininovych nukleotidii na ribosa-
S-monofosfat a biologicky aktivni volné baze. Tento enzym byl poprvé objeven v ryzi a
posléze byl také nalezen v genomu Arabidopsis. Jednotlivé LOG enzymy jsou u
Arabidopsis lokalizovany v cytosolu a v jaderku (Kuroha et al., 2009). U transgennich
rostlin Arabidopsis thaliana overexprimujicich LOG geny byla zaznamenana vyrazna
zmeéna v akumulaci jednotlivych forem cytokininl. Bylo zjisténo, ze s klesajici
koncentraci  isopentenyladenosin-5-monofosfatu  dochazi soucasné ke zvySeni
koncentrace aktivnich volnych bazi. Tyto adeninové baze uvolnéné prostfednictvim
fosforibohydrolasy mutizou byt v dalSich krocich hydroxylovany nebo redukovany.

Hydroxylace Isopentenyladenosin-5-fosfatu katalyzovana specifickou cytochrom
P450 monooxygenasou vede ke vzniku trans-Zeatinu, ktery se mezi cytokininy
vyznacuje nejvyssi aktivitou (Kakimoto et al., 2003) (obr. ¢. 3). Redukci tZ, kterou
zprostiedkovava specificka zeatinreduktasa dochazi ke tvorbé dihydrozeatinu (obr. ¢. 3).

Isopentenyltransferasy a fosforibohydrolasy jsou hlavni enzymy zucastiujici se
biosyntézy a aktivace cytokininii. Zménami v expresi gend, které koduji tyto klicoveé
enzymy jsme schopni ovliviiovat hladiny endogennich cytokininli a tim 1 urcité

vlastnosti téchto transgennich rostlin.
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Obrazek ¢. 3- Schéma biosyntézy isoprenoidnich cytokinint trans-Zeatinu, DMAPP-
dimethylallylpyrofosfat,iPR(D/T)P-isopententenyladenin-ribosid(D/T),iP-isopentenyladenin,
tZ- trans-Zeatin, dZ- Dihydrozeatin, IPT- isopentenyltransferasa, LOG- fosforibohydrolasa
(odstranéni ribosy), CYP450- cytochrom P450 monooxygenasa (hydroxylace), ZR-
zeatinreduktasa (hydrogenace dvojné vazby).
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Obrazek ¢. 4— Nahoie schéma mevalonatové drahy pro biosyntézu isoprenoidnich prekurzord,
Mevalonatova draha vychazi z Acetylkoenzymu A, koneénym produktem této drahy je
dimethylallypyrofosfat. Dole schéma methylerytriol fosfatové drahy prekurzorem
mathylerytriolové drahy je pyruvat a D-glyceraldehyd-3-fosfat. Kone¢nym produktem
methylerytriol fosfatové drahy mize byt dimethylallylpyrofosfat nebo isopentenylpyrofosfat.



2.1.4 Konjugaty postranniho Fetézce
U cytokinind, které obsahuji hydroxylovou skupinu navazanou v postrannim fetézci
muze dochazet k O-glukosylaci, O-xylosaci a O-acetylaci (Martin et al., 1999). Zatimco
se O-glukosylované konjugaty aromatickych a isoprenoidnich cytokinint (obr. ¢. 5 C)
bézné vyskytuji ve vyssich rostlinach, pfitomnost O-xylosidovych konjugatu (obr. ¢. 5
B) byla zaznamenana pouze u nékterych druhd fazoli (Martin et al., 2000). Darcem
molekul glukosy nebo xylosy béhem této konjugacéni reakce je UDP-glukosa (xylosa).
Pfenos cukru na isoprenoidni fetézec je zprostfedkovan pomoci specifickych
glukosyltransferas (xylosyltransferas) (Auer et al., 2002). Koncentrace cytokinind je
regulovana jejich skladovanim ve formé O-glukosidii a O-xylosidii. Obé& tyto neaktivni
formy cytokininll jsou rezistentni vii¢i Sté€peni cytokinindehydrogenasou a podileji se na
udrZzovani homeostaze. Tyto glukosové a xylosidové konjugaty mohou prostfednictvim
katalytické aktivity B-glukosidasy snadno podléhat zpétnému $tépeni (Brzobohaty et al.,
1993). Z toho duivodu jsou tyto latky povazovany za zasobni formu volnych cytokinin.
Bylo experimentaln¢ zjiSténo, Ze stresové podminky napf. vysoké koncentrace
tézkych kovu, (Pb, Cu, Zn) nebo vysoka teplota muzou vést ke zvySené akumulaci
glukosidovych a xylosidovych konjugata (Wang et al.,2004). Piitomnost zeatin
specifické O-glukosyltransferasy byla poprvé objevena u nezralych semen fazolu
Phaesolus lunatus. Obecné jsou vSechny tyto enzymy charakteristické tim, Ze jako
substrat upfednostiiuji tZ, cZ, dZ a topoliny. Méné béZnou modifikaci postranniho
fetézce je O-acetylace (obr. ¢. 5 A), ktera byla pozorovana u nékterych druht
lupinovitych rostlin. Ptesto, ze byl O-acetylzeatin uren jako bézné se vyskytujici
rostlinny metabolit, jeho pfesny vyznam a syntéza ziistavaji stale pfedmétem vyzkumu

(Letham and Zhang 1989).
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Obrazek ¢.5- Formy modifikace postranniho fetézce isoprenoidnich CK. A- O-acetylzeatin, B-
O-B-xylosylzeatin, C- trans Zeatin-O-glukosid.



2.1.5 Konjugaty adeninu

Mezi nejbéznéjsi modifikace molekuly adeninu cytokinint patii N-glukosylace a také
konjugace s molekulou alaninu na pozici N°. Adeninovy kruh méiZe byt glukosylovan
na pozici N*- (obr. ¢.7 B), N'- a N°- (obr. &.7 A). Molekula cytokininu ztraci konjugaci
s glukosou svou ptvodni biologickou aktivitu. Tato deaktivacni reakce je katalyzovana
UDP-glukosyltransferasami (UGT, EC 2.4.1.X). Darcem molekul glukosy béhem této
reakce je UDP-glukosa (Bowles et al., 2006). N'a N°-glukosidy jsou kone¢nymi
produkty nevratné inaktivace a plni urcitou funkci v detoxifika¢nich metabolickych
drahach rostliny (Sakakibara et al., 2006). Tyto glukosové konjugaty mizou podléhat
Stépeni prostiednictvim urcitych isoenzymi cytokinin dehydrogenas (CKX), ale na
rozdil od O-glukosidii jsou rezistentni vuéi p-glukosidase. U trans-Zeatinu a
dihydrozeatinu jsou N a N° glukosidy oznatované jako biologicky neaktivni latky. Toto
tvrzeni neplati pro N*-B-glukosyldihydrozeatin, ktery mize v malém mnozstvi podléhat
zpétnému  Stépeni. Inaktivace molekul cytokininh muze probihat riznymi
metabolickymi drdhami v zavislosti na druhu rostliny, napf. u moiskych fas nebyla
viibec detekovana piitomnost N-glukosidu (Stirk et al.,2003).

Mezi méné bézné modifikace patii konjugace adeninu s aminokyselinou alaninem na
pozici N° (obr. &. 6 C). Tato reakce je katalyzovéna specifickou transferasou. K pfeméné
na N° alaninové derivaty dochazi nejcastdji u trans-Zeatinu a dihydrozeatinu. 9-
alanylzeatin a 9-alanyldihydrozeatin jsou znamy pod trivialnim nazvem jako kyselina
lupinovd a dihydrolupinovd. Enzym katalyzujici konjugaci adeninu s alaninovym
residuem byl poprvé objeven v semenech lupinovitych rostlin (Duke et al., 1978).

Donorem substratu béhem této reakce je O-acetyl-L-serin.
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Obrazek ¢.6- Riizné formy modifikace adeninového kruhu u cytokinint: A- trans-Zeatin-N°-
glukosid, B- cis-Zeatin-N3-glukosid, C- 9-alanyl- trans-Zeatin.
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2.2UGT ACKX

2.2.1 Glukosyltransferasy u Arabidopsis

V rostlinné tisi patii glukosyltransferasy do velké multigenové rodiny. V genomu
Arabidopsis bylo identifikovano 107 sekvenci kodujicich ptislusné UGT enzymy (Ross
et al., 2001). Pouze u 5 z nich byla v in vitro podminkach prokazana katalyticka
schopnost zprostiedkovavat navazani glukosy na cytokinin (Hou et al., 2004). Mezi tyto
biologicky aktivni enzymy patii: UGT73C1, UGT73C5, UGT76C1l, UGT76C2 a
UGTS85AL.

Vznik N’a N° cytokininovych glukosidii (obr. & 7) je u Arabidopsis katalyzovén
specifickymi UGT76C1 a UGT76C2. UGT73CI1, UGT73C5 a UGT85A1 (obr. ¢. 7)
katalyzuji reakci, béhem které navazani glukosy probiha ptes atom kysliku, ktery se
nachazi na postrannim fetézci napt. hydroxylova skupina u tZ (Hou et al., 2004).
UGT73C5 se kromé inaktivace cytokinini mize ve v¢EtSsi mife uplatiovat pii
glukosylacich brassinosteroidnich rostlinnych hormonti (Poppenberg et al., 2005).

U transgennich rostlin Arabidopsis thaliana overexprimujicich UGT76C1 a
UGT76C2 geny, byly po exogenni aplikaci tZ nam&feny zvysené koncentrace N'a N°
glukosidi. Experimentalné bylo zjisténo, Ze tyto dva enzymy jsou schopny
zprostiedkovavat glukosylaci vSech klasickych cytokinint: 6-BAP, tZ, cZ, iP,
dihydrozeatinu a kinetinu, ale nevykazuji aktivitu vié¢i volnym bazim napf. adeninu a

guaninu (Hou et al., 2004).

CHa CHs
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Obrazek ¢. 7- Reakce premény trans-Zeatinu katalyzovana pfislusnou UDP-
glukosyltransferasou, graficky jsou zndzornény pozice na kterych mutze dochazet ke
glukosylaci. Vznik N°-, N’-, N°- glukosidii je katalyzovan specifickymi UGT76C1 a
UGT76C2, vznik O-glukosidu je katalyzovan UGT73C1, UGT73C5 a UGT85A1.
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2.2.2 Lokalizace cytokininovych UGT

V molekularni biologii a biochemii existuje fada technik, které umoziuji zjistit presnou
bunéénou lokalizaci prislusSnych proteini. Metoda detekce proteini na urovni
bunéénych kompartmentti vyuziva vnaseni GFP reportérového genu, kédujiciho zeleny
fluorescenéni protein (Chalfie et al., 1994). Béhem interakce s modrym zafenim vytvari
tento protein fluorescenci (obr. €. 8), kterou je mozné snadno detekovat.

Za standardnich podminek muze dochéazet k akumulaci glukosylovanych cytokininti
v mnohem vysSich koncentracich, nez je tomu u volnych bazi. Pfitomnost nejvétsiho
mnozstvi O-glukosidt byla detekovana ve vakuolach. Z toho divodu je usuzovano, ze
jsou tyto O-UGT specifické enzymy v nejvétSich mife exprimovany pravé v téchto
buné¢nych kompartmentech (Bajguz and Piotrowska, 2009). Studiem overexpresoru
Arabidopsis thaliana bylo zjisténo, ze k expresi UGT85A1 genu dochazi v kli¢icich
semenech a mladych semenaccich. Tyto enzymy jsou vétSinou lokalizovany v jadie a
cytoplazmé. Svou funkci se uplatnuji pii inaktivaci zvySenych hladin endogennich
cytokininti, které mohou byt posléze skladovany ve formé O-glukosidu (Jin et al.,
2013). Pfesna bunééna lokalizace a fyziologicka funkce N-glukosidii zlstava stale
predmétem vyzkumu. Exprese UGT76C1 byla u Arabidopsis thaliana pozorovana na
urovni pletiva prednostné U mladych semenackl, v kli¢icich semenech, primarnich
kotenech, hypokotylu a déloZznich listcich. K nejsiln€js$i expresi této specifické N-
glukosyltransferasy dochdzi po vykli¢eni rostliny, v pozdé¢jSich vyvojovych stadiich se
postupné snizuje. Z téchto poznatkd lze usuzovat, ze UGT76C1 mé vyznamnou roli
béhem kliceni semen (Wang et al., 2013). Histochemickym barvenim vpraveného GUS
genu bylo zjisténo, Ze k expresi UGT76C2 dochazi predevsim v kotenech, mladych
listech, hypokotylu a nezralych semenech (Wang et al.,, 2011). Znalosti bunécné
lokalizace téchto enzymt muzou pfispét k lepSimu pochopeni jejich fyziologického

vyznamu béhem jednotlivych vyvojovych a rustovych fazi rostlin.

Obrazek ¢. 8- Lokalizace enzymi UGT85A1 v epidermalnich bunkach cibule. Vizualizace
pomoci zeleného fluorescen¢niho proteinu (pfevzato a upraveno z Jin et al., 2013).

12



2.2.3 Mutanti cytokininovych UGT

Charakterizace single mutantnich transgennich rostlin Arabidopsis thaliana muze
prispét k porozuméni fyziologické funkce jednotlivych glukosyltransferas. Overexprese
nebo vyrazeni urcitého enzymu metabolismu cytokininii umoznuje ovliviiovat hladinu
endogennich cytokininli, kterych ucinek se ve vysledku mize projevit vyraznéjSimi
morfologickymi zménami.

Ve védecké publikaci: Wang et al., 2011, byli charakterizovani knock-out mutanti
genu UGT76C2 i jeho overexprimujici linie. Pfi studiu overexpresoru UGT76C2 byl
zjistén nartst v akumulaci cytokininovych N-glukosidi. Z druhé strany vsak pfi
nadmérné expresi UGT76C2 nedochédzelo k vyznamnym zméndm V koncentracich
volnych aktivnich cytokininl, zejména tZ a iP (Wang et al., 2011). Opacény jev byl
podle ocekavani pozorovan u knock-out mutanti ugt76c2, kde byly hladiny N-
glukosidli snizené. Srovnanim fenotypu obou mutanti S WT nebyly za standardnich
podminek pozorovany vyznamné zmeény.

V dalSich experimentech se proto pfistoupilo ke sledovani ucinku gradientu
exogenné podavanych cytokinini (6-BAP) na morfologii téchto geneticky upravenych
rostlin. Tato metoda se pouziva pro urCovani aktivity cytokinini (Letham et al., 1983).
Porovnanim s WT byla u ugt76c2 zaznamendna mnohem kratsi délka hlavniho kofene a
mensi pocty postrannich kofent. Opacny jev byl pozorovan u nadexprese UGT76C2,
kde byl hlavni kofen mnohem delsi a postrannich kofenti bylo primérné mnohem vice
nez u WT (Wang et al., 2011). Uginek exogenné podavaného cytokininu vyvolal u
jednotlivych mutantii zmény v retenci obsahu chlorofylu. Po tydenni kultivaci s 6-BAP
mél ugt76¢c2 zvyseny obsah chlorofylu, snizeny chlorofyl byl naméfen u overexpresoru
UGT76C2. Dalsi vyzkum UGT76C2 mutanti potvrdil vyznam téchto enzymu pfi vyvoji
semen a akumulaci anthocyaninti. Pomoci kvantitativni polymerasove fetézové reakce v
realném case (RT-qPCR) byly u ugt76c2 pozorovany zmény v relativni genové expresi.
K downregulaci genové exprese dochazelo u histidinkinas (AHK2, AHK3), regulatoru
cytokininové odpovédi (ARR1) a isopentenyltransferas (IPT5), upregulovana byla
zejména cytokinin dehydrogenasa (CKX3) (Wang et al., 2011).

Podobny experiment byl poveden také s UGT76C1 mutanty. U téchto geneticky
upravenych rostlin nebyly za standardnich podminek pozorovany vyznamné zmény
fenotypu. Po exogenni aplikaci cytokinind vykazoval ugt76cl tendenci k silngjsi
inhibici ristu kofend, retenci vyssiho obsahu chlorofylu a akumulaci vétSiho mnoZzstvi

anthocyanini (Wang et al., 2013). Protichtidné vlastnosti byly pozorovany u
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overexpresoru UGT76C1. Po exogennim podavani tZ u né& byly namétené zvysené
koncentrace trans-Zeatin-7-N-glukosidu (Hou et al., 2004).

UGT85A1 katalyzuje reakci, béhem které dochazi k navazani glukosy na
hydroxylovou skupinu napi. tZ. Vzniklé O-glukosidy tvoifi zasobni a transportni formu
volnych CK. Prvni gen kodujici specifickou UDP-glukosyltransferasu byl popsan u
nezralych fazoli druhu Phaesolus lunatus. Tento gen byl poprvé konstitutivné
overexprimovan v tabaku (Nicotiana tabacum). U téchto transgennich rostlin bylo
zjisténo, ze O-glukosidy maji dtlezitou roli pii vyvoji kvétenstvi.

O-glukosidy spoleéné s N°3-glukosidy miizou podléhat zpdtnému Stépeni
prostiednictvim [-glukosidasy (Brzobohaty et al., 1993). U transgennich linii tabaku
(Nicotiana tabacum), které obsahuji ve svém genomu navic gen kodujici B-glukosidasu,
bylo zjisténo, ze postradaji schopnost akumulace O-glukosidi v semenech (Kiran et al.,
2012). V odpovédi na exogenné podavany cytokinin (tZ), mély tyto mutantni semena
tabaku zvySenou tendenci rustu. Bylo experimentalné zjisténo, ze nadmérnd exprese
UGT85A1 piimo ovliviiuje homeostazi tZ. Tyto geneticky upravené rostliny mély nizsi
koncentraci endogenniho tZ, co se ve vysledku projevovalo tendenci k del§im kofentm,
vétsimu poctu postrannich kofend a snizenému obsahu chlorofylu (obr. ¢. 9 Jin et al.,
2013).

V dalsich studiich se zjistilo, ze nadmérna exprese UGT73C5 u Arabidopsis mize
vést k brassinosteroidni deficienci (Poppenberg et al., 2005). Timto se ukazal vyznam
UGT73C5 pfti regulaci syntézy téchto rostlinnych hormont. Podobné experimenty

umoziuji lepsi pochopeni fyziologického vyznamu a funkce jednotlivych

glukosyltransferas.
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Obrazek ¢. 9- Fenotyp Arabidopsis thaliana overexprimujici UGT85A1, g- kvétenstvi, h- zrani,
i- dorminance embrya (Pievzato a upraveno Jin et al., 2013).
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2.2.4 Degradace cytokininu

Enzym cytokinin dehydrogenasa (CKX, EC 1.5.99.12) Kkatalyzuje ireverzibilni
degradaci cytokininu na adenin a ptislusny aldehyd jejich postranniho fetézce (Morris et
al., 1999). Tento enzym patii do skupiny flavoproteinti s FAD" kovalentn& vazanym
kofaktorem (obr. ¢. 10) (Galuszka et al., 2001). CKX byla klasifikovana do skupiny
dehydrogenas, protoze uptednostiiuje jiné elektronové akceptory nez je kyslik. Tyto
enzymy upiednostiiuji jako substrat isoprenoidni cytokininy, aromatické cytokininy
podléhaji stépeni velmi neochotné (Galuszka et al., 2001). Béhem exogenniho podavani
aromatickych cytokinint (6-BAP) dochazi prednostné k jejich inaktivaci
prostfednictvim glukosylace (Frébort et al., 2011).

Genomovou analyzou bylo u Arabidopsis objeveno 7 gent kodujicich pfislusné
iIsoenzymy CKX. Srovnanim aminoKyselinovych sekvenci se zjistilo, ze jednotlivé
CKX rekombinantni proteiny obsahuji spole¢né oblasti s vysokou sekvenéni homologii
(FAD-vazajici domény). Jednotlivé isoenzymy se mezi sebou lisi zejména v oblastech
na N-terminalnich sekvencich (Schmiilling et al., 2003, Popelkova et al., 2004).
Systematicka analyza vSech cytokinin degradujicich enzymi u Arabidopsis thaliana
prokazala, Ze jednotlivé isoformy maji odlisné nékteré biochemické vlastnosti. Funkéni
riznorodost téchto isoenzymti Se projevuje zejména vV pH optimu a substratové
specifité. Béhem degradace isopentenyladeninu a trans-Zeatinu vykazuji nejvyssi
aktivitu CKX2, CKX4 a CKX6. Ostatni isoenzymy CKX jsou charakteristické tim, Ze
upiednostiuji jako substrat N-glukosidy a nukleotidy (Galuszka et al., 2007).

CH; CH,

J/LCH;} J//kCHS
N~

NH,
CKX H,0
N N N + H,C lo}
N —_— - < _ Y 3
NH™ S NH NH CHy H
AD"

F FADH,

Obrazek €. 10- Reakce katalyzovana cytokinin dehydrogenasou (CKX). Degradace cytokinint
probihd na adenin odstépenim pfislusného aldehydu postranniho fetézce. CKX ma v
aktivnim misté enzymu navazanou prosthetickou skupinu FAD®, ktera zprostiedkovava
dehydrogenaci N°® atomu adeninu a C1 uhliku postranniho fetézce, vznika Schiffova baze. V
druhé ¢asti dochazi k nukleofilni adici H,O na dvojnou vazbu iminového intermediatu.
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2.2.5 Lokalizace isoenzymu CKX

Jednotlivé isoenzymy CKX jsou pievazné lokalizovany v apoplastu a ve vakuolach,
jedna isoforma se nachazi v cytosolu (Smehilova et al., 2009). U Arabidopsis jsou
CKX1 a CKX3 lokalizovany ve vakuolach (Werner et al., 2003), CKX2, CKX4, CKX5
a CKX6 v apoplastu, CKX7 je pravdépodobné piitomna v cytosolu (Werner et al.,
2003, in silico predikce).

Funkce jednotlivych isoenzymii je pravdépodobné ovlivnénd rozdilnou bunécnou
lokalizaci. U Arabidopsis bylo zjisténo, ze jednotlivé isoformy se vyznamné lisi v
substratové specifité. Bylo prokazéano, ze sekrecni CKX upfednostiiuji jako substrat
volné baze, zatimco vakuolarni CKX preferuji N-glukosidy (Galuszka et al., 2007).
Nejvhodngj$im substratem pro CKX1 a CKX7 je isopentenyladenin-N°-glukosid.
Isoenzym CKX3 se vyznaCuje tim, Ze prednostn¢ Stépi nukleotidy, zejména

isopentenyladenosin-5-monofosfat (Kowalska et al., 2010).

2.2.6 Mutanti CKX

Analyza jednotlivych knock-out a overexprimujicich mutanti CKX muze ptispét k
lepSimu pochopeni vyznamu a funkce téchto enzymu. Pti konstitutivni overexpresi CKX
dochazi u Arabidopsis ke sniZeni koncentrace cytokinint, coz se v dusledku projevuje
vyraznymi zménami fenotypu rostliny. Tyto transgenni rostliny jsou charakteristické
snizenym obsahem listového chlorofylu, snizenou koncentraci cukrii rozpustnych v
sinkovych tkanich a anomaliemi buné¢ného cyklu (Werner et al., 2008.). Obecné ma
overexprese CKX stimula¢ni u€inky na rist a vyvoj kotfend. Jednotlivé isoenzymy jsou
pfitomny v nadbytku a jsou také schopny se vzdjemné nahrazovat, protoZe inaktivace
jedné CKX nevyvolava zasadni fenotypové zmeény.

Pii analyze dvojitych knock-out linii ckx3/ckx5 Arabidopsis thaliana se zjistilo, ze
tyto isoformy hraji kli¢ovou roli béhem vyvoje kvétenstvi a déliciho pletiva (Bartrina et
al., 2011). Tyto transgenni linie byly charakteristické tim, Zze v porovnani s WT mély
prumérné o 55% vice zrn (Bartrina et al., 2011). Snizeni exprese CKX genu v ryzi vede
ke zvySené akumulaci cytokininll v kvétinnych meristémech. Tyto metabolické zmény
vedou k tvorbé vétsiho poctu reprodukénich organu, co se ve vysledku projevuje veétsi
urodnosti. U transgenni ryze s vyfazenym CKX2 genem se vynos zrn zvedl o 30%
(Ashikari et al.,2005).
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2.2.7 Inhibice aktivity CKX

V poslednich letech byly pomoci chemického screeningu analyzovany rozmanité
skupiny syntetickych slouc¢enin, které se mechanismem svého ptisobeni mohou podobat
nékterym rostlinnym hormontim. Jenom uzké rozmezi téchto latek ma vSak praktické
vyuziti v zemédélstvi. Nékteré latky svym tucinkem plisobi jako kompetitivni inhibitory
CKX. Vysledkem inhibice CKX je zpomaleni nebo zastaveni cytokininovych
degradacnich procesti. Zakladni skupinou latek, které svym ucinkem inhibuji aktivitu
CKX jsou syntetické cytokininy.

Ze strukturniho hlediska se jedna nejcastéji 0 derivaty mocoviny, rozliSujeme
zejména thidiazuron (obr. ¢. 11 A), CPPU (1-(2-chlor-4-pyridyl)-3-fenylmocovina) a
dalsi (Hare and Van Staden 1994). Moznym kompetitivnim inhibitorem aktivy CKX je
také fenyladenin (Phe-Ade) (Motte et al., 2013). Tato latka se vzhledem ke své struktuie
podoba aromatickym cytokininim. Tato vlastnost umoznuje Phe-Ade soutézit s
cytokininy o vazebné misto v aktivnim misté enzymu. Presto, ze Phe-Ade spousti
odlisnou cytokinin-dependentni odpovéd’, nedochdzi jeho ucinkem k inhibici ristu
kofenti a také neplisobi na bunky toxicky. Phe-Ade svym ucinkem aktivuje
histidinkinasové receptory AHK3 a AHK4, co se projevuje pienosem silngjsiho
cytokininového signalu, jehoz disledkem je stimulace tvorby vyhonki. V posledni dobé
je znaéna pozornost vénovéana inhibitorim odvozenym od N°-substituovanych
anilinopurinovych bazi, které interaguji s CKX na molekularni Grovni (Zatloukal et al.,
2008). Do skupiny téchto latek patii 2-chlor-6-(3-methoxy-fenyl) aminopurin
(INCYDE) a 2-fluor-6-(3-methoxy-fenyl) aminopurin (INCYDE-F) (obr. ¢ 11 B a C).
Bylo prokazano, Ze oSetfeni témito latkami chrani rostlinu pfed negativnimi G¢inky Cd a

také zvysuje jeji odolnost vii¢i nékterym patogentim.

H3C\o ch\o
N
\:< o HN HN
NHA</ /N AT /N XN
NH SN F NH ™\ cl

A B C

Obrazek ¢. 11- Inhibitory CKX: A- Thidiazuron, B- 2-fluor-6-(3-methoxy-fenyl) aminopurin,
C- 2-chlor-6-(3-methoxy-fenyl) aminopurin.
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2.3 POPIS ZKOUMANYCH INSERCNICH LINIi

2.3.1 Transformace rostlin

Rostlinnd transformace se provadi vnasenim transgent do vlastniho genomu rostliny.
Hlavni transformaéni metoda je zalozena na vyuziti gram negativni pudni bakterie
Agrobacterium tumefaciens. Tento patogen ma schopnost vnaset urcité geny do genomu
dvoudéloznych rostlin.

Béhem infekce indukované Agrobacteriem je ¢ast DNA prenesena z baktérie do
rostinné bunky. Tato inkorporovand DNA je kopii urcité¢ T-DNA, ktera je soucasti Ti-
plazmidu (indukuje tvorbu tumort). Virulentni region koéduje urcité specifické
produkty, které zprostiedkovavaji pienos T-DNA do rostlinné buniky (Stachel and
Nester 1986). Transfer T-DNA je regulovan pomoci dvou komponentniho regula¢niho
systému. Kontrola genové exprese infikovanych bunék je zprosttedkovana pomoci VirA
a VirG proteini. T-DNA koduje enzymy, které se zucastnuji biosyntézy nékterych
rostlinnych hormonti, zejména auxini a cytokinini (Usami et al., 1988). Produkce
auxinii a cytokininl stimuluje nekontrolovanou proliferaci rostlinnych buné¢k, ¢ehoz
vysledkem je formovani nadorti (tumort).

T-DNA plazmid je idedlnim ndstrojem genového inzenyrstvi. V dneSni dobé je
mozné do tohoto plazmidu inkorporovat urcité vybrané geny s novou zadanou
vlastnosti. Transformace rostlin muize pfispét k lepSimu porozumeéni rostlinného
metabolismu. V praxi je tato technika aplikovana pro zvySeni vynosu a trodnosti
nékterych plodin.

V poslednich letech byly vyvinuty rizné postupy pfipravy transgennich rostlin.
Nejbéznéjsi neptimou metodou transgenoze rostlin je namaceni kvétd v kultuie s
Agrobacteriem (,,FLORAL DIP®). Jedna se o velmi jednoduchou techniku, ktera byla
kromé& Arabidopsis tspésné aplikovana také u jinych druht rostlin napf. vojtésky a
petunie (Slater et al., 2003). Mezi piimé metody transgenoze rostlin patii biolisticka
metoda. Principem této techniky je navazani DNA na wolframové nebo zlaté Castice,
které jsou posléze bombardovanim vpraveny do rostlinnych bunék (Buckley et al.,

1995). Jedna se o velmi efektivni metodu rostlinné transformance.
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2.3.2 Priprava double a triple mutanta

Na zac¢atku byly ziskany single mutantni linie Arabidopsis thaliana s jednim vyfazenym
genem. Kazdy z téchto single mutantt je charakteristicky svym kodem, ktery se nachazi
v Evropské  databazi T-DNA inser¢nich  linii  Arabidopsis (NASC;
www.arabidopsis.info).

Byly pouzity transgenni linie s vyfazenym CKX2 genem (SALK 068485.17.10.x)
(obr. ¢. 12) a vyfazenym CKX5 genem (SALK _064309.55.75.x) (obr. ¢. 12). Double
mutantni linie ckx2/ckx5 byly pfipraveny kiizenim dvou predchozich homozygotnich
linii dle postupu (Zavodna 2010). Triple mutantni linie byly piipraveny (Renatou
Micanikovou nepublikovana data) kiiZzenim double knock-out linii ckx2/ckx5 s
nasledujicimi single mutantnimi liniemi: s knock-outovanym genem UGT76C2
(SALK_010205.28.25.x) (obr. ¢. 13) a linie s knock-outovanym genem UGT85A1
(SALK_085809.55.45.x) (obr. ¢. 13) dle postupu popsaného v diplomové praci
(Zavodna 2010). Pfitomnost mutantnich allel ckx2/ckx5/ugt76c2 a ckx2/ckx5/ugt85al

byla ovétena Janou Dobriskovou (nepublikovana data).

2.3.4 Charakterizace fenotypu double mutantu

Prestoze byly u single mutantnich linii: ugt76cl, ugt76c¢2 a ugt85al detekovany snizené
hladiny cytokininovych glukosidl, nebyly u nich za standardnich podminek pozorovany
vyznamngj$i fenotypové zmény (zminéno v kapitole 2.2.3). Stejny trend byl patrny také
u dvojitych mutanti ckx2/ckx5, které vykazovaly srovnatelnou morfologii s WT.
Porovnanim s WT nebyly u téchto mutantli pozorovany zmény v pramérné délce
hlavniho kofene, velikostech listd ani v primérném poctu postrannich kofent. Kvéty
byly drobné, v kvétu se nachazely tyCinky ve stejném poctu jako u WT. Plody byly
carkovité SesSule o délce ptiblizn¢ 12-16 mm, jejich velikost odpovidala WT. U
homozygotni linie double knock-out mutantii Arabidopsis thaliana ckx2/ckx5 nebyla
pozorovana predpokladana oddalena senescence (Zavodna 2010). Z druhé strany vsak u
ckx2/ckx5 mutanta dochézelo ke zvyseni hladin glukosidi (Smehilova nepublikovana
data). S cilem ziskani transgennich rostlin, které by se projevovaly oddalenou
senescenci  byly pfipraveny triple mutantni linie  ckx2/ckx5/ugt76c2 a
ckx2/ckx5/ugt8bal.
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Obrazek ¢. 12- Grafické znazornéni mista inzerce T-DNA u single knock-out linii. Tyto
homozygotni linie maji vyfazeny uréity gen kodujici prislusnou cytokinin dehydrogenasu

ckx2 a ckx5. T-DNA inzerce se vyskytovaly na exonu. Cervena Sipka s oznacenim linie s
kodem polymorfizmu SALK.

SALK_144355.14.20.x
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Obrazek ¢. 13- Grafické znazornéni mista inzerce T-DNA u single knock-out linii
glukosyltransferas: ugt76c1, ugt76c2, ugt85al. Tyto transgenni rostliny Arabidopsis thaliana
maji vyfazeny gen kodujici pfislusnou glukosyltransferasu. T-DNA inzerce se vyskytovaly

na exonu. Cervena ipka s oznaéenim linie s kddem polymorfizmu SALK.
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2.4 METODY ANALYZY GENOVE EXPRESE

2.4.1 Reverzni Transkripce
Pfed samotnou analyzou genové exprese je nutno z nestabilni RNA vytvofit stabilni
komplementarni DNA. V pribéhu tohoto procesu je mRNA, pfitomnd ve vzorku
piepisovana prostfednictvim reverzni transkriptasy do cDNA. DNA obsahuje ve své
struktufe misto uracilu methylovany uracil- thymin, ktery urcuje vysokou stabilitu této
struktury. Tento krok je rozhodujici pro citlivou a spravnou kvantifikaci, protoze
mnozstvi pirepsané cDNA musi pfesné odrazet pivodni mnozstvi mRNA. Tato reakce
muze probihat bez pfiddvani primeru, ale vys$s$i G€innosti lze dosdhnout pfidanim
specifickych oligo (dT) primeru (Stdhlberg et al., 2004). Tyto Oligo (dT) primery
mohou v disledku komplementarity hybridizovat s polyadeninovym koncem
pfitomnym Ve vétsin¢ eukaryotickych mRNA. Timto dochazi k zahajeni reverzni
transkripce, ktera probiha od 3' konce mRNA. Jednou z vyhod oligo (dT) primeru je, Ze
jejich cilova sekvence neobsahuje adeninové béaze, coz znemoziuje skladani
nulkeovych kyselin do vysSich struktur. RT primer miize byt posléze také pouzit jako
reverzni primer pii PCR reakci. Reakce RT a real-time PCR mohou byt spojené do
jednoho reakéniho kroku s RT-PCR reakci. Tento postup je vhodny pro analyzu
jednoho nebo nékolika genli. Urcitou vyhodou je niz$i riziko kiiZzové kontaminace.
(Stdhlberg et al, 2004).

Rozlisujeme nekolik druhti reverznich transcriptas. Nejvice pouzivané jsou geneticky
upravené¢ formy Moloneyho viru mysi leukémie (MMLV) nebo z viru ptaci
myeloblastézy (AMV). Tyto enzymy se vzajemné liSi velikosti a také optimalni

teplotou, pfi niz vykazuji nejvyssi aktivitu.

2.4.2 Polymerasova ietézova reakce (PCR)

Jedna se o velice u¢innou metodu namnozeni (amplifikace) poc¢tu molekul templatové
DNA. Pro uspésny pribéh PCR reakce je zapotifebi, aby reakéni smés obsahovala
templatovou DNA, oligonukleotidové primery, deoxynukleotidy, termostabilni
polymerasu a Mg?* ionty. Tato technika je zalozena na cyklicky Fzené teplotni
denaturaci dvoutetézcové DNA, po které nasleduje renaturace osamocenych fetézct se
specifickymi oligonukleotidy. Oligonukleotidy slouzi jako primery pro syntézu nového
fetézce DNA (Mullis et al., 1986a). Amplifikace DNA probiha v opakujicich se
cyklech, které jsou slozeny ze tii zakladnich kroku (obr. ¢. 14). Prvni fazi PCR cyklu je
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denaturace dvousroubovicové DNA. Zahtatim dSDNA na teplotu kolem 95°C dochazi k
rozpadu vodikovych mustku mezi vlakny DNA, ¢imz se dSDNA rozdé€li na ssDNA. V
dalsim kroku nasleduje hybridizace (dosednuti primerti, annealing) (obr. ¢. 14). Tento
proces probihd nejcastéji v teplotnim rozmezi 50-60°C. Teplota, pii niz hybridizace
probihd, je pro vysledek PCR rozhodujici a musi byt vhodné zvolena pro pouzité
primery. Pii aplikaci pfili$ nizké teploty mohou primery nasedat na sekvence, které¢ jsou
jen ¢aste¢né komplementarni, coz ve vysledku vede ke tvorbé nespecifickych produkti.
Naopak pii pfiliS vysoké teploté nedochazi k hybridizaci. Posledni fazi PCR je
elongace, béhem niz dochazi prostfednictvim katalytické aktivity polymerasy k syntéze
novych komplementarnich fetézci. Oligonukleotidy slouzi v tomto kroku jako primery
pro DNA polymerasu. Syntéza nového fetézce komplementarniho s templatem zacina
od jejich 3°-konce. Tato faze probihd nejcastéji v teplotnim rozmezi 65-75°C. Po
prvnim cyklu PCR se pocet fetézct amplifikované DNA ve smési zdvojnasobi. Béhem
opakujicich se cykli pozorujeme, exponencidlni nartist v poctu nové syntetizovanych
fetézca (Mullis et al., 1986b). Tato tendence pokracuje az do vyCerpani vychozich latek.

Vylepsenou variantou PCR je real-time PCR. Pouziti specifickych fluorescen¢nich
barviv, nebo znaCenych komplementarnich préb umoznuje detekci a kvantifikaci
vznikajiciho produktu po kazdém cyklu. Naméfena data poskytuji po zpracovani
informace o relativni genové expresi. Vyhodnoceni end-point PCR je spojeno s
naslednou analyzou vzniklych amplikonti na gelu. Velkou vyhodou real-time PCR
metody oproti end-point metod¢ je moznost analyzy vznikajiciho produktu v realném
Case, bez nutnosti pfenosu amplikond na gel. Srovnanim obou metod pomoci stejné¢ho
cDNA standardd, bylo zjisténo, ze real-time PCR metoda je mnohem pfesnéjsi, vice

sensitivni a méné nachylna k chybam (Gal et al., 2006).

-t o -
5 A ’ DNA polymerasa Syntéza DNA
P— enaturace Annealing +dATP probiha od
dsDNA \ +dGTP primerd
- +dCTP 5
| > | HdTTP  s—
Krok 1 Krok 2 Krok 3

Prvni cyklus PCR

Obrazek ¢. 14- Grafické znazornéni pribéhu prvniho cyklu polymerasové fetézové reakce.
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2.4.3 Fluorescen¢ni interkalaéni barviva

V dnesni dobé se monitorovani fluorescence pouziva jako detek¢éni metoda béhem RT-
PCR reakci. Veliky diraz je kladen na specificitu a interkalacni vlastnosti
fluorescencnich barviv. Mezi zakladni monitorovaci techniky patii sekvencné specifické
sondy (Tagman) nebo nespecificka interkalacni barviva. Pouziti interkala¢nich barviv je
vhodné v piipadé, Ze analyza vzorku vyzaduje analyzu denaturacni kiivky. V dnesni
dobé se k =ziskani fluorescence ptrednostné¢ vyuzivaji kyaninova (polymethinova)
barviva, mezi néz patii SYBR GREEN (obr. ¢. 15 A) (Zipper et al., 2004). Ze
strukturniho hlediska jsou tyto latky asymetrické polymethiny, slozené ze dvou
aromatickych systému vzajemné spojenych methinovym mistkem a obsahujicich ve své
struktufe jeden kladné nabity atom dusiku. Tyto latky ve volném stavu neprodukuji
fluorescenci. Divodem jsou stabilni vibra¢ni stavy na aromatickych systémech, které
umoznuji pfeménu excitacni energii na teplo. Kdyz je vSak ve vzorku ptfitomna DNA,
dochazi k navadzani barviva do velkého zatezu dsDNA, rotace na methinovych mustcich
je ze sterickych divodi znemoznéna a vytvafii se fluorescence (Nygren et al., 1998). V
pribéhu PCR se intenzita fluorescence linearn€¢ zvysSuje s pifibyvajicim mnoZzstvim
dsDNA (obr. ¢. 15 B). Se stoupajici teplotou se vSak zvySuje pocet vnitinich rotaci
navazaného barviva, coz v dusledku vede k poklesu intenzity fluorescence (Nygren et
al., 1998). Tato asymetricka kyaninova barviva nejsou sekvenéné specificka a mohou se
také vazat na interferujici primer-dimerovou formaci.

Mezi dal$i monitorovaci techniky patii napf. vyuziti specifické TagMan sondy
(Holland et al., 1991). Tyto sondy maji na jednom konci navazany fluorofor (latku
schopnou produkovat fluorescenci) a na druhém konci se nachazi jeho zhase¢ (Wilson
and Johansson, 2003). Prostfednictvim 5'-3' exonukleasové aktivity Taq polymerasy
dochazi k hydrolyze fosfodiesterové vazby oligonukleotidu, ¢ehoz disledkem je
oddéleni molekuly fluoroforu od zhasece. Ve Vysledku dochazi ke zvySeni intenzity
flurescencniho signalu, ktery je vyuzivan pfi kvantifikaci cilové sekvence DNA.
Vyhodou téchto sond je soubézné schopnost detekce riznych produkt amplifikovanych
ve stejném vzorku (tzv. multiplexing) (Wittwer et al.,, 2001). Tagman metoda je
pfednostné¢ vyuzivana k diagnostickym ucelim: detekci nizkych hladin patogena
(Mackaya et al., 2004), detekci a studiu mutaci (Mattarucchi et al., 2005), dale je také

vyuzivand béhem multiplexovych analyz a amplifikace specifickych amplikoni.
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Obrazek €. 15 A- Interkala¢ni barvivo SYBR GREEN I, B- Schéma prabéhu real-time PCR.

2.4.4 Monitorovani pribéhu PCR

Ptitomnost navazaného reportéru vede k tvorbé fluorescence, ktera odrazi mnozstvi
vznikajiciho produktu. Nejmensi pocet cykla, ktery vznikajici fluorescence potiebuje k
ptekroceni prahu detekce je vyjadiovan CT hodnotou (cycle treshold) (obr. €. 15 B).

S pfibyvajicim  mnozstvim produktu dochdzi k exponencialnimu zesileni
analytického signalu. Tento exponencidlni prab¢h trvd az do fadze nasyceni (saturace)
kiivky, béhem niz dochazi k vycerpani nékterych kritickych slozek vzorku: primeru,
interkalaéniho barviva, deoxynukleotidu nebo aktivnich mist polymerasy (Kubista et
al., 2001).

Pfi analyze amplifikacnich kfivek se zamétujeme na hodnotu CT urcujici cyklus, ve
kterém dojde poprvé k vyznamnému vzestupu hodnoty ARn. ARn hodnota predstavuje
rozdil mezi Rn" a Rn’, (Rn" je hodnota Rn reakce, ktera obsahuje viechny komponenty,
hodnota Rn" uréuje hodnotu Rn slepého vzorku). ARn koreluje s po¢ate¢nim mnozstvim
templatu v reakci a je zaroven indikatorem velikosti intenzity signalu tvofen¢ho béhem
PCR. Hodnota ARn se vynasi do grafu v zavislosti na poctu cykli PCR, ¢imzZ se ziskaji
amplifikacni kiivky, ze kterych miiZzou byt stanoveny hodnoty CT. CT je zdkladnim
parametrem pouzivanym pii kvantifikaci. Optimalni hodnoty CT se nachdzi v rozmezi

od 18-22.
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2.4.5 Normalizace

Porovnavani dvou vzorkd vyzaduje normalizaci k vyrovnani rozdild v mnozstvi
biologického materidlu v testovanych vzorcich. Normaliza¢ni proces se obvykle provadi
S provoznimi vysoce abundantnimi geny, které vykazuji konstantni expresi. Tyto geny
jsou charakteristické tim, ze jsou exprimovany ve vSech typech bunék, béhem vsech
vyvojovych stadii. Idealni je pouziti kombinace endogennich kontrol. Nejvhodnéjsi je
normalizovat celkové mnozstvi RNA a ribozomalni RNA vuéi externé piidanému
standardu RNA, nebo pomoci vnitinich referen¢nich gent. Ur€itym problémem je
nalezeni vhodnych referen¢ni gent pro normalizaci dat. Bylo zjisténo, ze vSechny geny
jsou regulovany jen za uréitych podminek a neexistuje zadny univerzalni referen¢ni gen
s konstantni expresi ve vSech tkanich (Gibbs et al, 2003.). Tento problém byl vyfesen

vynalezenim specidlnich softwari, které umoziuji nalezeni optimalnich referencnich

gend pro definované systémy (Pfaffl et al., 2004).

2.4.6 Absolutni Kvantifikace

Absolutni kvantifikace v RT-qPCR je zcela zavisla na ptesné koncentraci pouzivanych
standardt. Tato metoda umozinuje ptimé urceni vychozi poctu cilovych kopii molekul
DNA. Je zaloZena na existenci linearniho vztahu mezi logaritmem startovniho poctu
templatovych kopii a CT pfislusné amplifikaéni kiivky (obr. ¢. 16 A, Kubista et al.,
2006). Béhem této metody dochazi k amplifikaci vzorku o neznamé koncentraci
spole¢né s dilu¢ni sérii standardti o znamé koncentraci. Podle kalibra¢ni fady se sestroji

kalibra¢ni ptimka (obr. ¢. 16 B), ze které lze ur€it vychozi koncentraci neznamého

vzorku.
A B
81 (Ny,=10° T
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3 (No),= 10
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k=) =
= ks
1]
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=] ___/ _fluoresceneni i ‘ t Y
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Obrazek €. 16- A-Linearni vztah mezi logaritmem startovniho pocétu templatovych kopii a CT
pfislusné amplifikacni kiivky, B- Kalibracni pfimka, ze které muizeme urcit pocatecni
koncentraci (ptevzato z internetu: http://www.gyn-test.cz/metody-provadeni-testu/)
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2.4.7 Relativni Kvantifikace genové exprese

Béhem této metody se porovnava relativni zména genové exprese (relativni expresni
pomér) v testovaném vzorku oproti kontrolnimu vzorku (WT). CT amplifika¢ni kiivky
daného genu je vzdy normalizovana na CT hodnotu provozniho (housekeeping) genu,
ktery vykazuje konstantni expresi. V této praci byly jako provozni geny pouzity Act2 a
SnRNPD1. Relativni kvantifikace je idealni pro stanoveni miry genové exprese,
zpravidla nevyzaduje sestrojeni kalibracni pfimky. V této praci byla tato metoda pouzita
pro urceni relativni exprese gent souvisejicich s metabolismem cytokinind u single a

triple mutantt Arabidopsis thaliana.
Relativni genova exprese dvou genll ve stejném vzorku je ddna rovnici:

Ny ng(1+ Ep)‘Te1

Npg = ®S 41+ E,)CTa1

Kde N4 a N je pocet molekul mRNA genu A a genu B. Kgg je konstanta urcujici
sensitivitu detekce chemikalii, 4 mpsouvisi z vytéznosti pfepisu mRNA do cDNA

béhem reverzni transkripce, E 4 vyjadiuje efektivitu amplifikace (Stéhlberg et al., 2005).

Béhem vétSiny analyz je nutné relativni genovou expresi porovnavat ve vice vzorcich.
Této metode se fika komparativni kvantifikace. Principem této metody je porovnavani
CT hodnot sledovanych gent s geny kontrolnimi (provoznimi) (Liviak and Schmittgen
2001). CT hodnota je nepiimo korelovana s pocate¢nim poétem kopii. Vysledna rovnice

se postupnymi upravami zjednodusi na tvar:

ACT = CT sledovdného genu — CT genu provozniho
AACT = ACT vzorku — ACT kontroly

RQ = 2-bacr

RQ hodnota vyjadiuje relativni kvantifikaci, je zakladni hodnotou pro urceni relativni
genové exprese. Po Gpravé naméfenych dat pomoci specialniho softwaru (Data Assist
v3.01) je RQ hodnota WT vzdy rovna 1. U ostatnich biologickych replikati se sleduji
rozdily v genové expresi (downregulace, upregulace) oproti WT.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIAL A CHEMIKALIE

3.1.1 Chemikalie, enzymy, laboratorni Kity
Agar pro kultivaci rostlin

Agarosa

DMSO

Ethanol
Ethidium bromid
Isopropanol

Morpholinethansulfonova kyselina

Murashige and skooge medium including vitamins

Sacharosa

SYBR Select Master Mix
Tekuty dusik

Triton X-100
Isopentenyladenin
Benzyladenin

Hydroxid draselny
Nuclease free water

Nuclease free buffer

Turbo DNAsa

10x Turbo pufr

RevertAid H Minus reverzni transkripatasa
5x reak¢ni RT pufru

Oligo(dT) primery

dNTP Mix

Agencourt RNAClean XP
RNAqueous Kit
TURBO DNA-free Kit
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Himedia
Amresco
Duchefa
Lach-Ner s.r.o.
NeoLab
MACH
Duchefa
Duchefa
Lach-Ner s.r.o.
Life Technologies
LRR UP
Sigma
Olchemim
Sigma-Aldrich
Lach-Ner s.r.o.
Ambion

Life Technologies

Ambion

Ambion

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Sigma

BioRad

Beckman
Life Technologies

Life Technologies



3.1.2 Pristroje a pouzité softwary
Analyticka vaha model 5034/120
Automatické pipety

Centrifuga (mini)

Centrifuga MR23i

Centrifuga scanspeed 1730R
Digitélni fotoaparat

Digitalni vaha PFB

Flow box

Mrazak Ultra low

Parni autoklav Sterivap

Ph metr 3503 Bench pH Meter
Sestava pro agarosovou elektroforezu
Systém Alpha digidoc RT
Termoblok CHB-202
Termocycler s T-Gradientem
UV/VIS spektrofotometr nudrop
Vortex VSM-3

Viia™ 7 Real-Time PCR Systém
Steponeplus™System
Automaticka tfepacka

96 jamkové desticky

384 jamkové desticky

Opticka izolujici folie

Pipetovaci robot

Infranview
Scionimage

Data Assist v3.01
StepOne Software v2.1
ViiA 7 RUO Software
Alpha DigiDoc RT
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Nahita-Auxilab
Eppendorf

Biosan

Jouan

Labogene

Olympus

Kern & Sohn
Thermo Scientific
Sanyo

BMT Medical Technology
Jenway

Biometra

East Port Scientific
Alpha Laboratories Ltd
Biometra

ACT gene

Shelton Scientific
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Biosan

Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
BioTek

INFRANVIEW

Scion Corporation

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems

JH BIO Innovations



3.1.3 Biologicky material

V této praci byly pouzity homozygotni linie Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia, 1.
knock-outovanym  genem:  UGT76Cl  (SALK 144355.14.20.x), UGT76C2
(SALK 010205.28.25.x), UGT85A1 (SALK 085809.55.45.x), CKX2
(SALK_068485.17.10.x) a CKX5 (SALK _064309.55.75.X). Z téchto single mutantnich
linii byly pfipraveny kiizenim triple mutantni linie: ckx2/ckx5/ugt76c2 a
ckx2/ckx5/ugt85al (popsano v kapitole 2.3.2). T-DNA inzerce se u téchto transgennich

mutantd vyskytovala na exonu.

Pouzité sekvence primert byly stejné jako ve védecké publikaci (Motte et al., 2013).

Tabulka ¢. 1- Urcujici objemy pouzitych latek, koncentrace primert pro analyzu na Viia™ 7
Real-Time PCR Systému.

Slozka Koncentrace pracovni Objem vysledna koncentrace
Primery 1,2 uM 1,25 ul 300 uM
cDNA - 1,25 pl -

SYBR GREEN
Premix 2X 2,50 ul 1x

celkovy objem Sul
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3.2 METODY

3.2.1 Sterilizace semen

K sementim Arabidopsis thaliana byl pridan 800 pl 70% ethanol s 0,1% Triton X-100 a
semena byla vortexovana po dobu 10 min. Ethanol byl odpipetovan a odsan. Nasledné
bylo pfidano 800 ul 70% ethanol s 0,01% Triton X-100, semena byla vortexovana 10
min, roztok byl odpipetovan. Cely postup byl tii krat zopakovan.

3.2.2 Priprava médii

Byly navazeny chemikalie pro pfipravu tuhych médii: 2,15g/I MS (including vitamins),
1g/l sacharosy, 10 g/l agaru pro kultivaci rostlin 0,5 g/l MES. Uprava pH na 5,8 byla
provedena piidanim 2M KOH. Vznikld smés byla sterilizovana autoklavovanim. Po
mirném schladnuti, byl do médii ptfidan 6-BAP. Tato ¢ast experimentu byla provedena
stejné jako ve védecké publikaci (Wang et al., 2011). Byly pfipraveny misky s
koncentraénim gradientem exogenné podavaného cytokininu (6-BAP): 0 uM, 0,1 yM,
0,5 pM, 1 pyM. U kazdého biologického replikatu byly pouzity tfi média o stejné
koncentraci. V druhém experimentu byla nejprve pfipravena tuha média a posléze také
tekutd média. Pfiprava médii byla stejna jako v pfedchozim experimentu, do tekutych
médii nebyl pfidavan agar pro kultivaci rostlin. Misto 6-BAP byl do tekutych médiich

pfidan isoprenoidni cytokinin iP, kterého vysledné koncentrace byla 1 uM.

3.2.3 Inokulace médii

Inokulace geneticky upravenych semen Arabidopsis thaliana byla provadéna ve
flowboxu. Semena byla inokulovana na média pomoci sterilizovanych paratek. Jedno
médium obsahovalo 11 semen, celkové byly pro jeden biologicky replikat pfipraveny 3
média o stejné koncentraci exogenné podavaného cytokininu (6-BAP). V druhém
experimentu byla transgenni semena nejprve vysazena na tuha média bez exogenné
podavaného cytokininu. Po 7 denni kultivaci byly vyselektované zdravé transgenni

rostliny ptneseny ve flowboxu do tekutych médii s 1 uM iP.

3.2.3 Kultivace transgennich rostlin

Sterilizovana semena rostlin Arabidopsis thaliana byla vysazena na Petriho misky s MS
médiem a exogennim cytokininem (6-BAP, iP). Inkubace probihala ve fytotronu po
dobu 14 dni za definovanych podminek (25°C; 16 hodin svétlo, 8 hodin tma;).

Kultivace tekutych médii byla provadéna po dobu 7 dnti na tiepacce ve fytotronu (25°C;
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16 hodin svétlo, 8 hodin tma;). Bylo experimentalné zjisténo, ze kultivaéni doba 7 dnt
je dostate¢na pro pozorovani molekularni odpovédi na exogenné podavany cytokinin.

Intenzita osvétleni ve fytotronu byla 150 (ul/fotont/m?/s).

ckx2/ckx5/ugt76c2 ckx2/ckx5/ugt85a1

Obrazek ¢. 17- Kultivace transgennich rostlin na MS médiich. Ve vSech médiich byly pouzity
koncentrace exogenniho iP 0,1 uM. U ckx2/ckx5/ugt76cl a ckx2/ckx5/ugt85al mutantt
patrné pramérné delsi hlavni kofeny a vEtSi pocty postrannich kotentt nez u WT.
Nestandardni odpoved’ triple mutantnich linii na exogenné podavany cytokinin.

3.2.4 Vyhodnoceni fenotypu

Po tydenni a dvoutydenni kultivaci byly jednotlivé misky nafoceny spolecné s
pravitkem. U kazd¢ jednotlivé misky byly pod mikroskopem spocitiny pocty
postrannich kotfenti. Fotografie nafocenych jednotlivych biologickych replikati (obr. €.
17) byly upraveny v programu Infranview (zmenseni fotky, a ptevedeni do ¢ernobilych
barev). Upravené fotografie misek byly ndsledné exportovany do programu Scionimage,
ve kterém bylo provedeno méteni délky hlavniho kotfene. Tento program vyhodnocuje
naméfenou délku v pixelech, proto je nutné mit u fotografii pfiloZzené pravitko. Ze
znalosti délky 1 cm v pixelech Ize snadno ptevést délku kofene na cm. Ziskana data

byla vyhodnocena v Excelu.

3.2.5 Izolace RNA

Izolace RNA z rostlinného materialu byla provedena pomoci komer¢niho Kitu
RNAqueous Kitu firmy Life Technologies. Transgenni rostliny byly nejprve rozettené
ve tfeci misce s tekutym dusikem. Dusik byl pouzit aby se zabranilo degradaci uvolnéné
RNA prostfednictvim RNAas. Elu¢ni smés byla zahtdtd na 80°C. K rozetfenému
biologickému materidlu se ptidalo 1000 pl lysis binding pufru, lyzat byl zvortexovan 1
minutu a nasledné centrifugovan 5 minut pii 21°C, maximalni RT. Vznikly supernatant

byl ptenesen do ¢isté eppendorfky, poté byl k nému ptidan stejny objem 64% ethanolu
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(1000 pl). 700 ul vzniklé smési bylo pievedeno na filtr a nasledné zcentrifugovano 2
min/13 000 rpm/RT, supernatant byl po kazdém kroku odstranén. Tento krok byl tfi krat
zopakovan. Filtr s izolovanou RNA byl promyt 700 pl Wash Solution 1 a
zcentrifugovan 2 min/13 000 rpm/RT, supernatant byl vylit. Nasledovalo promyti 500
ul Wash Solution 2/3 a centrifugace 2 min/13 000 rpm/RT. Tento krok byl zopakovan
dva krat, supernatant byl pokazdé vylit do odpadu. Filtr byl pielozen do Cdisté
eppendorfky. RNA byla eluovana 60 pl elué¢niho pufru, ktery byl zahtat na teplotu 80°C,
nasledovala centrifugace 2 min/13 000 rpm/RT. V druhém kroku byl filtr promyt 30 ul
elu¢niho pufru, ktery byl pfedem zahtaty na teplotu 80°C, nasledovala opét centrifugace
2 min/13 000 rpm/RT. Zkumavky obsahujici izolovanou RNA byly uloZeny na ledu a
byla stanovena koncentrace RNA pomoci mikro objemového UV/VIS spektrofotometru

NuDrop. Mnozstvi izolované RNA se nachazelo v rozmezi 100-300 ng/ul.

3.2.6 OSetieni DNAsou

Roztok RNA obsahuje zna¢nou kontaminaci genomovou DNA, proto je nutné tuto
genomovou DNA z roztoku odstranit. Déje se tak pomoci oSetfeni enzymem DNasou,
ktery genomovou DNA degraduje. OSetieni Turbo DNasou firmy Ambion probihalo
podle nasledujiciho postupu. K celkovému objemu 50 ul izolované RNA se ptidalo 2 pl
DNAsy. Reakéni smés byla inkubovana pii teploté 37 °C po dobu 30 minut. Tento krok
byl proveden dva krat.

3.2.7 Precisténi RNA

K zachyceni nukleovych kyselin se vyuziva SPRI technologie (vratna immobilizace
nukleovych kyselin na tuhé fazi). Tato technika vyuziva specialniho povrchu
magnetickych kuli¢ek, na kterém jsou navazany karboxylové skupiny. V bezvodém
prostiedi se na karboxylové skupiny reverzibilné vazi nukleové kyseliny. K eluci
dochazi v pfitomnosti vody.

Precisténi RNA od zbytkli degradované genomové DNA a od enzymu DNasy
probihalo pomoci paramagnetickych kulicek Agencourt RNAClean XP dle
nasledujiciho postupu. Roztok obsahujici izolovanou RNA byl piepipetovan do PCR
mikrozkumavek o obsahu 200 pl. K 50 pl roztoku bylo pfidano 25 pl paramagnetickych
kulicek a 20 pl 100% isopropanolu. Smés byla 10x promichand pipetovanim a
inkubovana pii pokojové teploté po dobu 10 min. Mikrozkumavky byly pfeneseny na

magnet, kde byly ponechany po dobu 5 min, dokud se roztok nevycefil a kulicky
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nevytvorily na sténach mikrozkumavky hnédy prstenec. Roztok byl z mikrozkumavek
opatrn¢ odpipetovan vodnych. Obsah byl nasledné 3x promyt 150 ul 70% RNase free
ethanolu. VSechny kroky probihaly na magnetu. Po odpipetovani veskeré tekutiny byly
paramagnetické kulicky s navazanou RNA ponechdny volné€ na stole po dobu 10 min k
tomu, aby doslo k odpafeni zbylého ethanolu. Paramagnetické kulicky byly nasledné
mimo magnet resuspendovany v 50 pl Nuclease free vod¢, mikrozkumavky byly
pfeneseny na magnet, kde byly ponechany po dobu 5 min. Vodny roztok RNA byl
nasledné piepipetovan do Cistych mikrozkumavek a byla stanovena koncentrace RNA

pomoci mikroobjemového UV/VIS spektrofotometru NuDrop.

3.2.8 RT-PCR

V nasem piipadé byla pouzita H minus M-MuLV reverzni transkriptasa. Reverzni
transkripce probihala podle nasledujiciho postupu. K 12 pl osetifené RNA byl ptidan 1
pl 100 uM oligo(dT)18, smés v mikrozkumavce byla inkubovana v termocycleru pfi
teploté 70°C, po dobu 5 min, nasledné byla ochlazena na ledu. V dal$im kroku bylo ke
smési piidano 4 pl 5x RT pufru, 2 pl 10 mM dNTP a 1 pl M-MLV reverzni
transkriptasy. Reak¢ni smés byla inkubovéana po dobu 90 min pii teploté 42°C. Reverzni
transkriptasa byla inaktivovana ohfatim reak¢ni smési na teplotu 70°C po dobu 10 min.
Takto ptipravena cDNA byla nasledné pouzita pro real time-PCR. Od tohoto kli¢ového

kroku se odviji presnost a uspésnost dalsi analyzy.

3.2.9 Real-time PCR

Tato metoda vyuziva spojeni polymerasové fetézové reakce s online detekci
vznikajiciho amplikonu v redlném (skute¢ném) case. 20 pl vzorku prepsaného do cDNA
bylo nafedéno piidanim 80 pl pufru. Prvni analyza byla provedena pomoci
StepOnePlus™ Systému. Smichanim premixu S primery v poméru 2:1 byla pfipravena
reakéni smés pro endogenni kontroly (Act2, SnRNPD1). Analyza byla provadéna v 96
jamkové desticce. Do kazdé jamky bylo postupné napipetovano 7,5 pl pfipravené
reakéni sméesi, 2,5 pl vzorku bylo opatrné napipetovano na stény jamek. Desticka byla
pielepena optickou f6lii a nasledné zcentrifugovéana (aby doslo ke smiseni premixu ze
vzorkem). Analyza probihala po dobu 2 hodin, se SYBR GREEN interkala¢nim
barvivem a cDNA jako templatem. Vyhodnoceni relativni genové exprese bylo
provedeno komparativni CT (AACT) metodou. Po probéhnuti analyzy byla provedena

kontrola kvality a koncentrace vzorku s endogenni kontrolou (Act2), v ptipadé
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kvalitnich vzorkli byly vyhodnoceny CT hodnoty. Nasledovalo fedéni vzorkd na
jednotnou CT hodnotu. Hlavnim tcelem této analyzy je ptiprava kvalitnich vzorkt pro
real-time PCR analyzu.

Upravené vzorky byly podrobeny analyze na ViiA™ 7 Real-Time PCR Systému.
Tento pfistroj ma schopnost soubézného vyhodnoceni 384 jamek. Smisenim premixu S
primery v poméru 2:1 byla pfipravena reakéni smés. Do kazdé jamky bylo napipetovano
pomoci automatického pipetovaciho robota 3,75 ul reakéni smési a na stény kazdé
jamky bylo napipetovano 1,25 ul vzorku (cDNA) (tab. ¢. 1). Poté byla desticka
zcentrifugovana (aby doslo ke smiseni komponent). Analyza probihala po dobu 2 hodin,
se SYBR GREEN interkalacnim barvivem a cDNA jako templatem v nésledujicich
cyklech (tab. ¢. 2). Vyhodnoceni relativni genové exprese bylo provedeno stejnou
metodou jako u StepOnePlus™ Systému. Postupné byla analyzovana relativni exprese
nasledujicich genovych skupin: cytokinindehydrogenasy: CKX1-CKX7; histidinkinasy:
AHK2, AHK3, AHK4; SAG12 gen koédujici protein, ktery souvisi ze senescenci;
regulatory cytokininové odpovédi: ARR2, ARRS, ARR10, ARR14, ARR15, ARR16;
glukosyltransferasy: UGT: 73C1, 73C5, 76C1, 76C2, 85A1, isopentenyltransferasy:
IPT1-IPT9, gen kodujici enzym syntézy indoloctové kyseliny 1AA1 (auxin),
fosforibohydrolasy: LOGAS8, LOGD6, cytochrom P450 monooxygenasy: CYP75A1,
CYP75A2, transkripéni faktor vztahujici se k senescenci- WRKY53, transkripéni faktor
MYB2, gen koédujici enzym biosyntézy kyseliny abscisové- NCED3, geny kodujici
enzymy biosyntézy ethylénu: ACO1, ACO2, CAAT CAB geny- kodujici proteiny, které
se vazi na chlorofyl, geny primarni odpovédi na IAA- ACS4-ACS8, gen kodujici
ribulabisfostatkarboxylasu- RUBsc, RINGH gen

Tabulka ¢. 2- Uréyjici jednotlivé faze a ¢asovy pribéh real-time PCR reakce na ViiA™ 7
Real-Time PCR Systému.

¢islo kroku Poznamka Teplota ['C] Cas [s]
1 PocateCni zahrati 50 120
2 Denaturace 1 95 600
3 Denaturace 2 95 15
4 Annealing 60 60
Pocet cykli 40
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3.2.10 Agarosova elektroforéza

Agarosova elektroforéza byla pouzita pro ovéieni pfitomnosti primer-dimerovych
struktur a také ke zjisténi molarni hmotnosti vzniklych amplikont (obr. ¢. 18). Pro
separaci amplifikovanych fragmenti DNA byl pouzit 3% agarosovy gel v 1x TAE
pufru. K objemu 50 ml pfipraveného roztoku agarosy bylo pfidano 5 pl ethidium
bromidu. Roztok o teplot¢ pfiblizné 65°C byl nalit do pfedem piipravené
elektroforetické komurky. Na jednom konci komiirky byl vlozen hiebinek pro vytvoreni
jamek, do kterych byl po ztuhnuti nanesen vzorek. Gel byl ponechan pfi laboratorni
teploté priblizn¢ 30 minut, dokud Gplné neztuhnul. Po ztuhnuti gelu byl hiebinek
vyjmut. Elektroforeticka komurka s gelem byla vlozena do elektroforetické vany. Do
elektroforetické vany byl nalit elektrodovy pufr (1x TAE) tak, aby byl gel zcela
ponoien. Do jamek vytvofenych hiebinkem byly naneseny vzorky DNA obarvené 6X
koncentrovanym DNA-loading pufrem. Pro srovnani velikosti separovanych fragmentd
byl do jedné jamky nanesen DNA standard (DNA Ladder) o znamé velikosti fragmentti
(100 bp) (obr. €. 18). Katoda byla ptipojena ze strany jamek ze vzorkem, zaporné nabita
DNA migruje smérem k anod€. Po pfiklopeni vika s pfivodem napéti a pfipojeni
elektrod ke zdroji napéti byla spusténa elektroforéza, ktera probihala pti konstantnim
napéti 120 V po dobu piiblizné 30 minut. Po prob&hnuti elektroforézy byl pfivod napéti
odpojen a gel byl z elektroforetické komirky opatrné vyjmut. Fragmenty DNA s
interkalovanym ethidium bromidem byly vizualizovany pomoci UV transiluminatoru,
vyfotografovany pomoci digitalniho fotoaparatu a pocitatové zpracovany programem

Alpha DigiDoc RT, ktery umoziuje softwarové odecist velikost fragmentii DNA.
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QUERIES
Band P osition Mol . vt R

1 486 98.73 0.506
2 442 174.4s5 0.460
3 492 91.3S 0.512
a asa 101.31 0.504
S 478 109.49 0.498
6 480 106.70 0.500
T s$32 S4. .44 0.5Sa
8 s30 S5S5.87 0.5s52
9 S14 68.72 0.53S
10 494 89.02 0.51S

Obrazek ¢. 18- Elektroforegram cDNA amplikoni. Lze ur¢it molarni hmotnosti separovanych
genu a také piitomnost nezadoucich primer-dimerovych struktur.

35



4 VYSLEDKY

4.1 FENOTYPIZACE

4.1.1 Fenotypizace single mutanti

Bylo provedeno vyhodnoceni ucinku exogenniho cytokinini na zménu fenotypu
geneticky upravenych rostlin Arabidopsis thaliana, které mély vyrazeny gen kodujici
pfislusnou UDP-glukosyltransferasu. Primérné nejvétsi délka hlavnich kofent a
nejvetsi poty postrannich kofent byly naméieny u kontroly WT (obr. €. 19). Nejkratsi
hlavni kofeny a nejnizsi pocty postrannich kotfenii byly naméfeny u ugt76cl a ugt76c2
mutantl (obr. ¢. 19). Naméfena data lze vysvétlit sniZzenou schopnosti ugt76cl a
ugt76c2 ireverzibiln¢ inaktivovat cytokininy. ZvySené mnozstvi aktivnich
cytokininovych bazi se mlze projevovat silngjSim inhibi¢nim ucinkem cytokininti na
rast hlavniho kofene a postrannich kofenti. Zmény fenotypu ugt85al mutanta byly
celkové mensi nez u ugt76¢l a ugt76c2 (obr. €. 19). Tato tendence k méné vyraznym
morfologickym zméndm muze byt vysvétlena tim, ze UGT85A1 katalyzuje vratnou
inaktivaci molekuly cytokininti (O-glukosidy mohou podléhat zpétnému Stépeni
prostiednictvim B-glukosidasy. Ve vysledku se vyfazeni tohoto enzymi neprojevuje

zasadnimi fenotypovymi zmé&nami.
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Obrazek ¢. 19 A- Grafické znazornéni primérné délky hlavniho kofene v zavislosti na rostouci
koncentraci exogenné podavaného cytokinint (6-BAP). B- Grafické znazornéni primérného
poctu postrannich kofenti v zavislosti na rostouci koncentraci exogenn¢ podavaného
cytokinint (6-BAP). Smérodatna odchylka byla v rozmezi 20-30%.
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4.1.2 Fenotypizace triple mutanti

Byla provedena analyza ucinku exogenné podavanych cytokinini na zménu fenotypu
geneticky upravenych rostlin Arabidopsis thaliana, které mély ve svém genomu
vyrazené dva geny kodujici cytokinin dehydrogenasu a jeden gen koédujici UDP-
glukosyltransferasu. Linearni zkracovani délky hlavniho kofene a snizovani poctu
postrannich kofenl ze vzrustajici koncentraci exogenniho cytokininti bylo pozorovano
pouze u kontroly WT (obr. ¢. 20). Pti koncentraci exogenniho cytokinina 0,1-0,5 uM
vykazovali ckx2/ckx5/ugt85al a ckx2/ckx5/ugt76c2 mutanti odlisné morfologické
vlastnosti. Jejich primérné délky hlavnich kofenti a poCty postrannich kofent byly pii
koncentracich 0,1-0,5 pM vétsi nez u WT (obr ¢. 17, 20). Podle oéekavani by tyto
transgenni rostliny meély mit snizenou schopnost inaktivace cytokininli. Analyza
fenotypu téchto transgennich rostlin prokazala opacny jev. Domnivame se, Ze miize
dochdazet k substituci jednotlivych vyfazenych enzymu jinymi isoenzymy. V dalsi ¢asti
experimentu se proto pfistoupilo k analyze exprese jednotlivych genii spojenych s

metabolizmem cytokinint.

délka kofene {cm)

poéet postrannich kofend
o B M W B U O N
|

/" ckx2/ckx5/ugt85A1 '/ ckx2/ckx5/ugt85A1
0 il ckx2/ckx5/ugt76C2 ckx2/ckx5/ugt76C2
wrt ——— wTt
O o1 — o o1 R

05 1 05 1

koncentrace 6-BAP (pM) koncentrace 6-BAP (pM)

A B

Obrazek ¢. 20 A- Grafické znazornéni praimérné délky hlavniho kofene v zavislosti na rostouci
koncentraci exogenné podavaného cytokinint (6-BAP). B- Grafické znazornéni primérného
poctu postrannich kotenli v zavislosti na rostouci koncentraci exogenniho cytokinint (6-
BAP). Smérodatna odchylka byla v rozmezi 20-30%.
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4.2 ANALYZA GENOVE EXPRESE

4.2.1 Genova exprese single mutantii (6-BAP)

Obecné u transgennich rostlin Arabidopsis thaliana s jednim vyfazenym genem
kodujicim  ptislusnou UDP-glukosyltransferasu  dochdzelo uc¢inkem exogenné
podavaného cytokinind (6-BAP) ke zvySené genové expresi nékterych isoenzymi
cytokinin dehydrogenas. U transgenni linie ugt76cl a ugt76c2 dochazelo ke zvySeni
genové exprese vétSiny isoenzymu ckx. U ugt76¢cl mutanta byla zaznamenéna nejveétsi
exprese apoplastické CKX4 a cytosolarni CKX7, nejnizs§i byla exprese apoplastické
CKX6. Oproti tomu u ugt76c2 mutanta byla nejvice upregulovana apoplasticka CKX6
(obr. ¢. 21), mirné downregulovana byla apoplasticka CKX4. U mutanta ugt85al byly
downregulovany vakuolarni CKX3 a apoplastické CKX2 a CKX4. Ke zvySené expresi
dochazelo zejména u apoplastickych CKX5 a CKX6 a cytosolarni CKX7 (obr. ¢. 21).
Celkové muzeme u téchto geneticky modifikovanych rostlin pozorovat tendenci vysoké
hladiny exogennich cytokinini kompenzovat zvySenou expresi cytokininovych

degradacnich enzymu.
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Obrazek ¢. 21- Graf znazornujici uéinek exogenné podavaného cytokinini (6-BAP) na expresi
jednotlivych isoenzymi cytokinin dehydrogenas u single knock-out mutantt UDP-
glukosyltransferas. Zkoumané transgenni linie jsou znazornény barevné: modra-ugt76cl,
Cervena- ugt76c2, zelena- ugt8sal. Jako referenéni vzorek byl pouzit WT, kterého relativni
genova exprese je vzdy 1., SD jsou hodnoty +/- primérem 3 biologickych replikati.
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4.2.2 Genova exprese triple mutanti (6-BAP)

Byly pozorovany ucinky exogenné podavaného cytokininu (6-BAP) na genovou expresi
transgennich rostlin Arabidopsis thaliana, které maji vyfazené tii geny kodujici
deaktivacni a degradac¢ni enzymy cytokinind. U triple mutantni linie ckx2/ckx5/ugt76c2
dochazelo ke zvySené genové expresi vakuolarnich CKX1 a CKX3, mirné zvysena byla
exprese apoplastickych CKX4 a CKX6 (obr. ¢. 22 A). U transgenni linie
ckx2/ckx5/ugt85al byla upregulovana pouze vakuolarni CKX1, genova exprese vSech
ostatnich isoenzymu byla srovnatelna s WT. Exprese regulatoru cytokininové odpovéedi
byla u ckx2/ckx5/ugt85al mutanta kromé¢ downregulovanych ARR15 a ARR5
srovnatelnd s WT (obr. ¢. 22 B). Oproti tomu ckx2/ckx5/ugt76c2 mutant vykazoval
vysokou expresi ARR15, ARR16. U ckx2/ckx5/ugt76c2 mutanta byly vyfazené geny
kompenzovany zvySenou genovou expresi UGT73C1, UGT76C1 a nejvice UGT85A1
(obr. ¢. 23 A). Druha mutantni linie se projevovala upregulaci exprese UGT73C1. Tyto
dvé transgenni linie vykazovaly spole¢nou tendenci ke zvySené expresi histidinkinas
AHK2 a AHKS, souvisejicich s pfenosem cytokininového signalu (obr. ¢. 23 B).
Analyzou téchto transgennich linii bylo zjisténo, ze v odpovédi na exogenni cytokinin
vykazuji odliSnou expresi urCitych genti souvisejicich s metabolismem cytokinint.
Celkové byl ckx2/ckx5/ugt76c2 charakteristicky tim, ze vysoké koncentrace exogenniho
cytokininu se snazil tento mutant vyrovnat zvySenim exprese cytokininovych
degradacnich a deaktiva¢nich enzymui. Oproti tomu u ckx2/ckx5/ugt85al nebyly
pozorovany zasadni zmény v expresi téchto genti. Z grafi je patrné, Ze tyto transgenni
linie odpovidaji na uc¢inek exogenniho cytokininu odlisSnymi molekularnimi

mechanismy.
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CKX1 CKX2 CKX3 CKX4 CKX5 CKX6 CKX7 ARR10 ARR14 ARR15 ARR16 ARR2 ARR5 S5AG12
Cytokinin dehydrogenasy A Regulatory odpovédina cytokinin B

Obrazek €. 22- Grafy znazornuji tcinek exogenné podavaného cytokinini (6-BAP) na expresi
nékterych skupin gend souvisejicich s metabolismem cytokinini. A- Relativni genova
exprese cytokinin dehydrogenas,V grafu je genova exprese jednotlivych triple mutanti
znazornéna: modra- ckx2/ckx5/ugt76c2, cervena- ckx2/ckx5/ugt85al. B- Relativni genova
exprese regulator cytokininové odpovédi. Jako referenéni vzorek byl pouzit WT, kterého
relativni genova exprese je vzdy 1. SD jsou hodnoty +/- primérem 3 biologickych replikatt.
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Obrazek ¢. 23- Grafy znazoriuji uéinek exogenné podavaného cytokinini (6-BAP) na expresi

nékterych skupin gend souvisejicich s metabolismem cytokinini. A- Relativni genova
exprese UDP-glukosyltransferas,V grafu je genova exprese jednotlivych triple mutantd
znazornéna: modra- ckx2/ckx5/ugt76c2, cervena- ckx2/ckx5/ugt85al. B- Relativni genova
exprese histidinkinas. Jako referen¢ni vzorek byl pouzit WT, kterého relativni genova
exprese je vzdy 1. SD jsou hodnoty +/- primérem 3 biologickych replikatu.
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4.3.3 Genova exprese triple mutanti (iP)

Byly pozorovany u¢inky exogenné podavaného cytokininu (iP) na genovou expresi
transgennich rostlin Arabidopsis thaliana, které maji vyfazené tii geny kodujici
deaktivacni a degrada¢ni enzymy cytokininl. Triple mutantni linie ckx2/ckx5/ugt76c2
méla dvojnasobné zvySenou genovou expresi apoplastické CKX4 (obr. ¢. 24 A). S
vyjimkou CKX7 byla exprese vSech ostatnich CKX gent vyrazné downregulovana. U
transgenni linie ckx2/ckx5/ugt85al jsme pozorovali mirnou upregulaci CKX6 a CKX7
gend, ostatni CKX geny mély sniZzenou expresi. Exprese regulatoru cytokininové
odpovédi byla u ckx2/ckx5/ugt85al mutanta kromé upregulovanych ARR14 a ARR15
genu srovnatelna s WT (obr. ¢. 24 B). Oproti tomu u ckx2/ckx5/ugt76c2 mutanta byla
patrnd snizend exprese ARR15 a ARR16 gend.Obecné mizeme fict, Ze po exogenni
aplikaci iP nebyla genova exprese CKX a ARR zasadné ovlivnéna. U ckx2/ckx5/ugt76c2
mutanta byly vyfazené geny kompenzovany zvySenou genovou expresi UGT85A1,
UGT76C1 a nejvice UGT73C1 (obr. ¢. 25 A). Druha mutantni linie méla genovou
expresi UGT srovnatelnou s WT. Ob¢ transgenni linie vykazovaly tendenci ke zvysené
expresi histidinkinas, zejména AHK2 a AHK3 (obr. ¢. 25 B). Analyza genové exprese
téchto transgennich linii potvrdila jejich odlisné chovani v odpovédi na exogenni
cytokinin. Z graft je patrné, ze tyto transgenni linie odpovidaji na uéinek exogenniho

cytokininu odlisnymi molekularnimi mechanismy.
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Obrazek ¢. 24 Grafy znazornuji ucinek exogenné podavaného cytokinini (iP) na expresi
nékterych skupin gend souvisejicich s metabolismem cytokinini. A- Relativni genova
exprese cytokinin dehydrogenas,V grafu je genova exprese jednotlivych triple mutanti
znazornéna: modra- ckx2/ckx5/ugt85al, Cervena- ckx2/ckx5/ugt76c2. B- Relativni genova
exprese regulator cytokininové odpovédi. Jako referenéni vzorek byl pouzit WT, kterého
relativni genova exprese je vzdy 1. SD jsou hodnoty +/- primérem 3 biologickych replikatt.
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Obrazek ¢. 25- Grafy znazornuji ucinek exogenné podavaného cytokinini (iP) na expresi
nékterych skupin gend souvisejicich s metabolismem cytokinini. A- Relativni genova
exprese UDP-glukosyltransferas,V grafu je genova exprese jednotlivych triple mutantd
znazornéna: modra- ckx2/ckx5/ugt85al, cervena- ckx2/ckx5/ugt76c2. B- Relativni genova
exprese histidinkinas. Jako referencni vzorek byl pouzit WT, kterého relativni genova
exprese je vzdy 1. SD jsou hodnoty +/- primérem hodnot 3 biologickych replikatu.




4.3.4 Genova exprese ostatnich gent u triple mutantu (iP)

Déle byla u triple mutantnich linii analyzovéna relativni genova exprese
isopentenyltransferas v odpovédi na exogenné podavany cytokinin (iP). U obou mutantt
jsme pozorovali dvojnasobné zvysenou expresi IPT1 genti (obr. €. 26). Ostatni IPT geny
byly vétSinou downregulovany. U ckx2/ckx5/ugt85al mutanta byly nejvice
downregulovany IPT3 a IPT7 geny. Trangenni linie ckx2/ckx5/ugt85al se vyznacovala
tim, ze méla zvysSenou expresi ACO1l ACO2 gena, které koduji enzymy biosyntézy
ethylénu (obr. ¢. 27). Oproti tomu exprese IAA a NCED3 gent, souvisejicich s enzymy
biosyntézy auxini a kyseliny abscisové byla u tohoto mutanta vyrazn€ sniZena.

Srovnanim s WT nebyly u ckx2/ckx5/ugt76c2 mutanta pozorovany zasadni zmény v
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expresi téchto gend.

Obrazek ¢. 26- Graf znazornuje ucinek exogenné podavaného cytokininti (iP) na expresi IPT
geni.V grafu je genova exprese jednotlivych triple mutanti znazornéna: cCervena-
ckx2/ckx5/ugt85al, modra- ckx2/ckx5/ugt76c2. Jako referenc¢ni vzorek byl pouzit WT,
kterého relativni genova exprese je vzdy 1. SD jsou hodnoty +/- primérem 3 biologickych
replikatu.
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Obrazek ¢. 27- Graf znazornuje ucinek exogenné podavaného cytokinini (iP) na expresi
ostatnich geni cytokininového metabolismu. V grafu je genova exprese jednotlivych triple
mutanti  znazornéna: Cervena- ckx2/ckx5/ugt85al, modra- ckx2/ckx5/ugt76c2. Jako
referen¢ni vzorek byl pouzit WT, kterého relativni genova exprese je vzdy 1. SD jsou
hodnoty +/- primérem 3 biologickych replikatd.
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5 DISKUSE

Inhibice rastu kotfenl pii exogenné podaném cytokininu je pfimo imérna fyziologické
schopnosti rostliny na takovyto nadbytek reagovat. Krom¢ degradace je hlavni cestou
inaktivace téchto rostlinnych hormont jejich konjugace s molekulou glukosy. Molekula
cytokininu mize podléhat nevratné N-glukosylaci, nebo reverzibilni O-glukosylaci. Po
exogenni aplikaci cytokininu byly srovnanim mutantnich linii s WT liniemi, které
koduji urcitou UDP-glukosyltransferasu, prokazany vyrazné fenotypové rozdily.
Nejsilngjsi inhibi¢ni ucinek exogenné podavaného 6-BAP byl pozorovan u ugt76cl a
ugt76c2 mutantd oproti ugt85al, kde byla inhibice slabsi. Vytazeni UGT85A1 genu by
nemé¢lo mit zasadni vliv na inaktivaci U¢inku exogenniho 6-BAP, protoze UGT85A1
katalyzuje navéazani glukosy pfes atom kysliku. Tento inaktivacni proces nemiize
probihat v piipadé aplikace 6-BAP, protoze tato latka neobsahuje hydroxylovou
skupinu. Oproti tomu vyfazeni UGT76C1 a UGT76C2 gentu vede k zesileni G¢inku
exogenné podavaného cytokininu, ktery se ve vysledku projevuje vyraznéj$imi
morfologickymi zménami téchto mutantti. Tyto transgenni rostliny byly charakteristické
krat$i délkou hlavniho kofene a mensim pocétem postrannich kofend. V odpovédi na
exogenni cytokinin mély vSechny single mutantni linie zvySenou genovou expresi
enzymu degradacni drahy cytokininli. Experimentalné ziskana data poukazuji na to, Ze
UGT76C1 a UGT76C2 budou hlavnimi enzymy, které se uplatiiuji pii inaktivaci
exogennich cytokinin.

Podle ocekavani bychom se mohli domnivat, ze vyfazeni tfi geni kodujicich
cytokininové degradacni a inaktivaéni enzymy vyvold v odpovédi na exogenni
cytokinin mnohem vétsi fenotypové zmény, nez ty, které byly pozorovany u single
mutantl. Opak byl pravdou, srovnanim morfologie WT s ckx2/ckx5/ugt76c2 a
ckx2/ckx5/ugt85al mutanty nebyly pozorovany vyznamné odliSnosti. Ob¢ tyto
transgenni linie vykazovaly v rozmezi koncentraci exogenniho 6-BAP 0,1-0,5 uM
prumé&rné vétsi délku hlavniho kofene a vys$si pocty postrannich kofent nez WT. Pro
pochopeni molekularnich mechanismu téchto transgennich linii Arabidopsis thaliana, se
pfistoupilo k analyze exprese genil souvisejicich s metabolismem cytokinini. V
odpoveédi na exogenné podavany 6-BAP se u ckx2/ckx5/ugt76¢c2 mutanta projevovala
tendence ke zvysené expresi CKX, UGT, AHK a také nékterych ARR gent typu A. Tyto
regulatory cytokininové odpovédi inhibuji U¢inek zvySenych hladin exogenniho

cytokininu. V pfiipadé, ze dochazi ke zvySené expresi CKX a UGT, pak by podle
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teoretickych poznatkd mélo dochazet ke snizeni exprese histidinkinas. Tento jev muze
byt vysvétlen tim, Ze k inhibici u€inku exogenniho cytokininu muize u téchto triple
mutantnich linii dochazet piednostné prostiednictvim ARR typu A. Ve druhém
experimentu s exogenné podavanym iP byly upregulovany pouze UGT a AHK geny,
exprese dalSich genti byla srovnatelnda s WT. Rozdily v expresi CKX genl
ckx2/ckx5/ugt76c2 mutanta mohou byt vysvétleny odliSnou strukturou exogenné
podavaného cytokininu. Aromatické cytokininy k nimz patii 6-BAP podléhaji Stépeni
prostiednictvim CKX enzymu velmi neochotné. Oproti tomu isoprenoidni cytokininy k
nimz patii iP podléhaji St€peni na adenin a pfislusny aldehyd postranniho fetézce velmi
snadno (Galuszka et al., 2001). K potlac¢eni ucinku nadmérnych hladin exogenné
podavaného aromatického cytokininu (6-BAP) byla nutna exprese vétsiho mnozstvi
téchto CKX gentl, neZ tomu bylo v pfipad¢ aplikace iP. Celkové mlZeme fict, Ze byl
ckx2/ckx5/ugt76c2 mutant charakteristicky tim, ze nadmérné koncentrace exogenniho
cytokininu se snazil kompenzovat zvySenim exprese cytokininovych degradacnich a
deaktivacnich enzymi.

Po exogenni aplikaci iP nebo 6-BAP nebyly srovnanim genové exprese WT s
ckx2/ckx5/ugt85al mutantem pozorovany vyznamné zmény. Tento mutant se
vyznacoval tim, ze mél vyrazné zvysSenou expresi ACO1 a ACO2 genu, kodujicich
enzymy biosyntézy ethylénu. Z druhé strany vSak genova exprese ostatnich enzymu
ucastnicich se syntézy ethylénu, zejména ACS (aminocyklopropankarboxylatsynthasa)
nebyla ucinkem exogenniho cytokininu vyznamné ovlivnéna. Teoreticky by zvySené
hladiny exogenné podavaného cytokininu mohly u ckx2/ckx5/ugt85al mutanta
vyvolavat indukci exprese enzyml biosyntézy ethylénu. Dusledkem téchto
metabolickych zmén by mohla byt zvysena biosyntéza ethylénu, ktery svym ucinkem
urychluje senescenci, zrani plodti a opadavani listti, ¢imz by byl vysvétlen nezménény

fenotyp triple mutantii z pohledu ptedpokladaného oddaleni senescence oproti WT.
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6 ZAVER

V teoretické casti této prace byly shrnuty informace o cytokininech a jejich
metabolismu se zaméfenim na enzymy jejich inaktivace a degradace. Dale byl popsan
vyznam cytokininovych glukosidli pfi udrzovani homeostaze a byla naznacena jejich
lokalizace. Zna¢na pozornost byla vénovana charakterizaci knock-down T-DNA
inser¢nich linii Arabidopsis thaliana vybranych isoforem CKX a UGT. V posledni ¢asti
byly stru¢né popsany metody analyzy genové exprese.

V experimentalni ¢asti byl sledovan ucinek exogenné podavaného cytokininu na
zménu fenotypu single a triple mutantd Arabidopsis thaliana. Dale byly u téchto
geneticky upravenych mutanti sledovany zmény expresi gen souvisejicich s
metabolismem cytokinind. Tato prace zjistila, Ze G¢inek exogenniho cytokininu na
zménu fenotypu je nejvyraznéj$i u single mutantnich transgennich linii. Nejveétsi
morfologické zmény byly zaznamenany u ugt76cl a ugt76c2 mutanti, coz poukazuje na
klicovou roli téchto enzymu pti udrzovani hormondalni homeostaze. Analyzou fenotypu
vicenasobnych mutantii Arabidopsis thaliana bylo v odpovédi na exogenni cytokinin
zjisténo jejich nestandardni chovani, které se projevovalo stejnou morfologii jako WT.
Dale bylo také prokazano, ze v odpovédi na exogenni cytokinin se u ckx2/ckx5/ugt76c2
a ckx2/ckx5/ugt85al vicenasobnych mutantd uplatiuji  odlisné molekularni
mechanismy. U ckx2/ckx5/ugt76c2 byl patrny trend potlacovani nadmérné hladiny
exogenniho cytokininu vétSi expresi inaktiva¢nich a degradacnich enzymil. Druhy
ckx2/ckx5/ugt85al mutant byl charakteristicky zvySenou expresi gend souvisejicich s
biosyntézou ethylénu.

Vysledky ziskané v této bakalaiské praci piispély k lepSimu pochopeni mechanismu
inaktivace a degradace cytokinini diky studiu triple mutantnich linii Arabidopsis
thaliana. Ackoliv pfesnéjsi informace o inaktivacnich a degrada¢nich drahach
cytokininli u téchto triple mutantnich linii budou ziskdny dalSi analyzou (analyzou
fotosyntetickych parametrt, stanovenim piesného obsahu cytokininl, proméfenim
aktivit sledovanych enzym,), lze fici, Ze data ziskand analyzou exprese souboru
testovanych genti poukazuji na =zapojeni dalSich metabolickych drah. Timto
experimentem se ukazuje komplexnost cytokininového metabolizmu, kterého lepsi

pochopeni bude predmétem dalsiho vyzkumu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

6-BAP
ABA
ACO1
ACS
AHK
AMP
ARR
ATP
ADP

bp

CAB a CAAT
cDNA
CKX
CYTP75A
cZ
DMAPP
DNA
dNTP
dz
FAD"
GFP
GUS
HMBDP
IAAL

iP

iPR
iPRDP
iPRMP
IPT
LOG
MRNA
MYB
NCED3
0-, p-
PCR
PUPs
RNA
RUBsc
SD
T-DNA
tRNA
tZ

UDP
UGT
WRKY53
WT

6-benzylaminopurin

kyselina abscisova (z angl. abscisic acid)
enzymy odpovédi na auxin
aminocyklopropankarboxylatsynthasa
histidinkinasa

adenosinmonofosfat

regulatory cytokininové odpovédi
adenosintrifosfat

adenosindifosfat

pary bazi (z angl. base pair)

proteiny vazici se na chlorofyl
komplementarni deoxyribonukleova kyselina
cytokinin dehydrogenasa

cytochrom P450 monooxygenasa
cis-Zeatin

dimethylallydifosfat

kyselina deoxyribonukleova
deoxyribonukleotidtrifosfat
dihydrozeatin

flavinadenindinukleotid

zeleny fluorescencni protein
B-glukuronidasa
(E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2enyldifosfat
indoloctova kyselina (auxin)
isopentenyladenin

isopentenyladenin ribosid
isopentenyladenin ribosid 5’ -difosfat
isopentenyladenin ribosid 5’-monofosfat
isopentenyltransferasy
fosforibohydrolasy

mediatorova ribonukleova kyselina
transkrip¢ni faktor vztahujici se k senescenci
enzym biosyntézy kyseliny abscisové
ortho, para (topoliny)

polymerasova fetézova reakce

purinova permeasa

kyselina ribonukleova
ribulosabisfostatkarboxylasa
smérodatna odchylka

transferova deoxyribonukleova kyselina
transferova ribonukleova kyselina
trans-Zeatin

uridindifosfat

uridindifosfat glukosyltransferasa
transkrip¢ni faktor vztahujici se k senescenci
wild-type (pfirozené se vyskytujici)
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