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SEZNAM ZKRATEK

A37 — adenin v pozici 37

ABC — ,,ATP-binding cassette*

ABCG —,,G subfamily ATP-binding cassette*
ADP — adenosindifosfat

AMP — adenosinmonofosfat

APRT — adenin-fosforibosyltranseraza
ATP — adenosintrifosfat

BAP — benzylaminopurin

CCCP — m-chlorofenylhydrazon

cDNA — komplementarni DNA

CK — cytokinin

CKX — cytokinin oxiddza/dehydrogenaza
CNT — koncentrativni nukleosidovy transportér
CYP — cytochrom P450

cZ — cis-zeatin

CZRMP — cis-zeatin ribosid 5’-monofosfat
DHZ — dihydrozeatin

DMAPP — dimethylallyldifosfat

DMSO - dimethylsulfoxid

DNP — dinitrofenol

DPU — difenylmocovina

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina
ei — ekvilibrativni nesenzitivni

ENT — ekvilibrativni nukleosidové transportéry
ER — endoplazmatické retikulum

es — ekvilibrativni senzitivni

FAD - flavinadenindinukleotid

FUN —,.function unknown now**

GA — Golgiho aparat

gDNA — genomickd DNA

GFP — zeleny fluorescencni protein

GUS — B-glukuronidaza



HMBDP — 1-hydroxy-2-methyl-2-butenyl-4-difosfat
IP — isopentenyladenin

iPR — isopentenyladenin ribosid

IPRDP — isopentenyladenin ribosid 5'-difosfat
IPRMP — isopentenyladenin ribosid 5'-monofosfat
IPRTP — isopentenyladenin ribosid 5'-trifosfat
IPT — isopentenyltransferaza

LOG —,,LONELY GUY

MEP — methylerythritol 4-fosfat

MVA — mevalonat

NBD — nukleotidova vazebna doména

NBMPR — nitrobenzylmerkaptopurinem

NRH - N-ribohydrolaza

NSH — nukleosidova hydrolaza

PCR — fetézova polymerazova reakce

PEG - polyethylenglykol

PUP — purinova permedza

RPM — otacky za minutu

SAME - S-adenosylmethionin

TAE — tris-acetat-EDTA

TMD — transmembranova doména

tRNA — transferova RNA

tRNA-IPT — AZ-isopentenylpyrofosféttransferéza
tZ — trans-zeatin

tZR — trans-zeatin ribosid

tZRMP — trans-zeatin ribosid 5'-monofosfat
UDP — uridindifosfat

UGT — UDP-glykosyltransferaza
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1 UvoD

Cytokininy (CK) patii mezi rostlinné hormony. Jedna se o malé mobilni signalni molekuly,
které jsou syntetizovany v ruznych pletivech kotfene i nadzemni ¢asti rostlin a které maji
vliv na mnoho aspektl ristu a vyvoje rostlin, mezi néz patii pfedevsim regulace bunééného
dé¢leni nebo senescence. Piestoze dnes jsme jiz schopni charakterizovat ptisobeni CK na
molekularni trovni a cela fada klicovych procest u rostlin jiz byla objevena, stale existuji
oblasti, které jest¢ nebyly detailné¢ prozkoumany. Zatimco tedy nékteré oblasti CK
pusobeni, jako napiiklad biosyntéza CK isoprenoidniho typu, degradace CK nebo nékteré
signdlni procesy, jsou jiz pomérn¢ dobfe popsdny, o jinych zatim existuje jen malo
informaci. Pomémé nezndmou oblasti CK hormondlni regulace je jejich pienos
Vv rostlinach. Na molekularni arovni bylo dosud charakterizovano né¢kolik skupin CK
pfenasecli, mezi néz patii i prenaseCe zrodiny ekvilibrativnich nukleosidovych
transportéric (ENT). Objasnéni transportni funkce vybranych c¢lent rodiny ENT
v modelovém organismu Arabidopsis thalinana, ve kterém bylo identifikovano a ¢asteéné
charakterizovano osm ¢lend této rodiny, by nam mohlo pomoci blize pochopit distribuci
CK a jejich mechanismus u¢inku a pfispét k poznatkiim v oblasti hormonalni regulace

rostlin.
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2 CILE PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma cytokininy, zejména kompartmentalizace a

transport cytokinind.

2. Klonovani ENT1, ENT3, ENT6 a ENT8 sekvenci z genomické DNA a pfiprava

expresnich konstrukt pod kontrolou konstitutivniho a nativniho promotoru ve fuzi s

proteinem GFP pro transformaci do Arabidopsis thaliana.
3. Transformace ENT-GFP konstrukti do protoplasti Arabidopsis thaliana (tranzientni
exprese) a ndslednd subcelularni lokalizace GFP-znacenych proteinii v tranzientnim

systému pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie.

4. Transformace rostlin Arabidopsis thaliana metodou floral dip pfipravenymi konstrukty

ENT-GFP pro odvozeni stabilnich expresnich linii.

5. Fenotypizace kotfenové casti mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana s umléenym

genem pro transportér ENT1.

12



3 TEORETICKA CAST

3.1 Cytokininy

Cytokininy (CK) jsou nizkomolekuldrni latky patiici do skupiny rostlinnych hormont
(fytohormontl), které se zasadné podileji na ristu a vyvoji rostlin v pribéhu jejich celého
zivota. Jsou diilezité zejména pro stimulaci bunééného déleni (cytokinezi), odkud byl také
odvozen jejich nazev (Skoog et al., 1965). Jejich vliv v rostlinach zavisi jak na jejich
celkové koncentraci, tak na poméru ke koncentracim ostatnich pfitomnych fytohormont.
Naptiklad je-li koncentrace CK vyssi nez koncentrace auxind, dochazi ke stimulaci rtstu
nadzemni Casti rostliny, v pfipadé opaéném dochazi ke stimulaci ristu kofend (Skoog et
Miller, 1957). Mezi dalsi funkce CK patii zpomaleni degradace proteinti, DNA a RNA ve
starnoucich pletivech a tim oddaleni senescence, regenerace organd nebo navozeni vzniku
adventivnich pupent a jejich proliferace (Mok et Mok, 1994).

Cytokininy (CK) jsou syntetizovany ptevazné V kofenové Cepiéee, ze které jsou
xylémem piivadény do vrcholovych ¢asti rostlin, dale jsou syntetizovany také v listech
rostlin, ze kterych jsou naopak floémem ptivadény ke kofentum (Liu et al., 2019).

Z chemického hlediska jsou CK N° substituované adeninové derivaty. Nejdast&jsi
jsou CK sisoprenoidnim postrannim fetézcem, nékteré rostlinné druhy ale obsahuji i
adeninové derivaty s aromatickymi substituenty.

Vedle ptirozené se vyskytujicich CK existuji také CK syntetické, které jsou
odvozeny od difenylmocoviny (DPU). Od CK adeninového typu se tedy lisi chemickou
strukturou, vykazuji vSak pomérné vysokou biologickou aktivitu.

Zatimco isoprenoidni CK jsou v pfirodé beézné hojné zastoupeny, aromatické CK
byly pomérmné dlouhou dobu pokladany za syntetické artefakty (Frébortova et al., 2004;
Frébort et al., 2011). Od isoprenoidnich CK se mohou liit oblasti aktivity, napiiklad 6-
benzylaminopurin (BAP) a jeho derivaty vykazuji vyznamnou antisenescencni aktivitu
(Dolezal et al., 2006).

Mezi nejvyznamn&j§i zastupce CK patii N°-(A%-isopentenyl)adenin (iP) s
isoprenoidnim postrannim fetézcem a zeatin, ve kterém je nachazejici se isoprenoidni
postranni fetézec hydroxylovany (Obrazek 1) (Haberer et Kieber, 2002). V souvislosti
s polohou hydroxylové skupiny isoprenoidniho postranniho fetézce zeatinu rozliSujeme
dvé konformace, cis a trans (Obrazek 2). Chemicka struktura a konformace bocniho

fetézce jsou pro aktivitu pfislusného CK kritickym faktorem. Naptiklad trans-zeatin (tZ),
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ktery je jednim z nejvice zastoupenych CK u vysSich rostlin, vykazuje ve srovnani s Cis-
zeatinem (cZ) vyrazné vys$i CK aktivitu u dvoudé€lozné rostliny Arabidopsis thaliana,
zatimco u rostlin jednodé€loznych je naopak CK aktivni formou cZ (Haberer et Kieber,
2002). Dvojitd vazba zeatinu muze byt redukovana v dihydrozeatinu (DHZ), ale

redukovany ekvivalent iP nebyl v rostlinach dodnes identifikovan (Frébort et al., 2011).

fL/OH /KJ\
HN HN

N7 N> N7 N\>

| ) L

LN” NH NZ —NH
trans-zeatin Ne-(A%-isopentenyl)-
(transZ) adenine (iP)

Obrazek 1: Chemicka struktura nejvyznamnéjsich ptirozené se vyskytujicich CK trans-zeatinu (tZ) a
N6-(A2-isopentenyl)adeninu (iP), ptevzato z Kaminek, 2015

OH
OH
- o
HN HN

NTX N N7 N\
P P
N NH N NH
trans-zeatin cis-zeatin
(transZ) (cisZ)

Obrazek 2: Chemicka struktura cis-zeatinu a trans-zeatinu, pievzato z Kaminek, 2015
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3.2 Metabolismus cytokinint

3.2.1 Biosyntéza cytokinint

Cytokininy (CK) mohou byt v rostlinach syntetizovany dvéma cestami. Prvni neboli pfima
cesta biosyntézy CK nesoucich isoprenoidni postranni fetézec zacina tak, ze k molekule
adenosinmono-, di- nebo trifosfaitu (AMP, ADP, ATP) je adici pfipojena prenylova
skupina dimethylallyldifosfatu (DMAPP) nebo 1-hydroxy-2-methyl-2-butenyl-4-difosfatu
(HMBDP) na N° pozici adeninu. Tato reakce je u rostlin katalyzovana enzymem
iIsopentenyltransferaza (IPT, nazyvana téz de novo isopentenyltransferaza nebo adenylat
isopentenyltransferaza, adenylat-1PT; EC 2.5.1.27) (Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001).
Druhd, nepiimd, cesta biosyntézy CK je zprostiedkovdna degradaci transferové RNA
(tRNA) a byla potvrzena jak u rostlin, tak u bakterii a hub (Golovko et al., 2002). Tato
alternativni cesta je katalyzovand enzymem AZ-isopentenylpyrofosfattransferaza (tRNA-

IPT; EC 2.5.1.8) (Miyawaki et al., 2004).
3.2.1.1 Pfima biosyntéza

U vyssich rostlin byly popsany dvé drahy biosyntézy isoprenoidnich CK (Obrazek 3).
Prvni draha vyuZiva jako donor postranniho fet€ézce DMAPP, druhd pak HMBDP, ktery
vznikd jako metabolicky meziprodukt methylerythritol 4-fosfatové (MEP) drahy
nachazejici se u bakterii a v plastidech (Hecht et al., 2001). K produkci DMAPP vyuzivaji
rostliny primarné mevalonatovou (MVA) drdhu bézné lokalizovanou v cytosolu
eukaryotnich bun¢k nebo MEP drahu, ve které je DMAPP syntetizovan z HMBDP reakci
katalyzovanou HMBDP reduktazou (EC 1.17.1.2 ) (Rohmer 1999; Lichtenthaler 1999).

StéZzejnim krokem biosyntézy je pienos isopentylové skupiny z DMAPP nebo
HMBDP na AMP, ADP nebo ATP (Obrazek 3). Tato enzymova reakce je katalyzovana
enzymy IPT a dochdzi k ni v plastidech, ve kterych se enzymy IPT nachéazeji a kde také
dochazi k syntéze DMAPP (Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001). U Arabidopsis thaliana
existuje celkem devét gent kodujicich enzymy z proteinové rodiny IPT, pficemz sedm z
nich je zapojeno do piimé biosyntézy CK, a sice IPT1 a pak IPT3 az IPT8 (Kakimoto,
2001; Takei et al., 2001).

Jako akceptory prenylové skupiny vyuzivaji vys$i rostliny v draze s DMAPP
zejména ADP nebo ATP, pticemz dochazi ke vzniku isopentenyladenin ribosid 5'-difosfatu
(iPRDP) nebo isopentenyladenin ribosid 5'-trifosfatu (iPRTP) (Obrazek 3). (Kakimoto,
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2001). V této draze dochézi k hydroxylaci isopentenylového postranniho fetézce pomoci
katalyzy cytochromem P450 monooxygenazou (CYP; EC 1.14.14.1). V Arabidopsis
thaliana pak muze dochazet ke konverzi iP nukleotidi na tZ nukleotidy za pomoci
CYP735A1 a CYP735A2 (Takei et al., 2004).

Existuje také IPT kodovana genem ,,Tumor morphology root* (Tmr) nalezena v
bunkach infikovanych bakterii Agrobacterium tumefaciens, ktera dokaze katalyzovat N-
prenylaci HMBDP s AMP, pii niz dochazi pfimo ke vzniku trans-zeatin ribosid 5'-
monofosfatu (tZRMP) misto isopentenyladenin ribosid 5'-monofosfatu (iPRMP). Tato
draha neni zavisla na CYP735A1/2 hydroxylaci (Sakakibara et al., 2005).

Biologickou aktivitu vykazuji CK ve formé volnych bazi. Dal§im nezbytnym krokem
syntézy je tedy pireména z ribosidovych neaktivnich forem na aktivni volné formy
(Obrazek 3). V souvislosti s tvorbou aktivnich forem CK bylo piedstaveno zapojeni dvou
cest, dvoustupniova aktivacni cesta a piima aktivaéni cesta (Chen, 1997; Kurakawa et al.,
2007). Dvoustupiiova aktivacni cesta vyuziva hydrolytické $tépeni fosfatu z ribotidu
pomoci fosfohydroldzy. Vznika tak ribosidova forma, ze které je poté pomoci
nukleosidazy odstépen samotny ribosid (Chen et Kristopeit, 1981a, 1981b). Ptima
aktivacni cesta je katalyzovana enzymy kodovanymi geny LONELY GUY (LOG). Enzymy
LOG maji fosforibohydrolazovou aktivitu a v jediném kroku specificky §tépi CK

nukleosidmonofosfaty rovnou na volné baze (Kurakawa et al., 2007; Kuroha et al., 2009).
3.2.1.2 Neprima biosyntéza

Neptima biosynteticka draha CK je spojena s degradaci tRNA. Charakteristickym znakem
tRNA je fada rozdilnych posttranslacnich modifikaci, které jsou dulezité pro jeji
biologickou aktivitu, pfi€emzZ je v sekvencich téchto nukleovych kyselin zndmo vice nez
50 rozdilnych modifikaci nukleotidi. Po objeveni CK se ptedpokladalo, Ze tRNA je jejich
hlavnim zdrojem, nebot’ pravé v hydrolyzatu tRNA byly identifikovany isoprenoidni CK
(Skoog et al., 1966).

NejcastéjSimi misty modifikace jsou pozice 34 kodonu, tzv. kolisava pozice
antikodonu, a pozice 37, kterd sousedi s 3’-koncem antikodonu, pficemz CK se vyskytuji
pouze v téch tRNA, které rozpoznavaji kodony zacinajici uridinem (Armstrong et al.,
1969). Jsou-li CK v tRNA ptitomny vyskytuji se v jeji molekule pouze jedenkrat, a to
vyhradn¢ modifikaci adeninu v pozici 37 (A37). Prvnim krokem modifikace A37 na CK
nukleosid je pfenos isopentylové skupiny (DMAPP) na A37 katalyzovany pomoci tRNA-
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IPT za vzniku cis-zeatin ribosid 5'-monofosfatu (cZRMP) (Obrazek 3) (Mok et Mok,
1994). V genomu rostliny Arabidopsis thaliana se nachazi dva geny kodujici tRNA-IPT, a
sice IPT2 a IPT9, jejichZ exprese nevykazuje pletivovou specifitu (Miyawaki et al., 2006).
Pravé malo aktivni c¢Z je pak hlavnim CK nepiimé biosyntetick¢ drahy, mize vSak byt
snadno preménén na vysoce aktivni tZ, a to bud’ pomoci enzymu cis-trans isomerazy
(Bassil et al., 1993), nebo v ramci neenzymatického procesu, nebot’ prestoze se existence a
zapojeni tohoto enzymu do metabolismu CK u rostlin predpoklada, jeho koédujici gen a
odpovidajici proteinovy produkt nebyly dodnes identifikovany (Hluska et al., 2017).
Zatimco biosyntéza isoprenoidnich CK je tedy nyni jiz pomérné dobfe znama a
popsana, u aromatickych CK nebyla draha popisujici jejich vznik do dnes$ni doby zcela

objasnéna u vyssich ani nizsich rostlin (Ziircher et Miiller, 2016).
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Obrazek 3: Model biosyntézy isoprenoidnich CK v rostlindch. Biosyntéza CK zacina pienosem isopentylové
skupiny zDMAPP na AMP/ADP/ATP za katalyzy IPT (rdzové pismo) Pocateni produkty
iPRMP/iPRDP/iPRTP jsou nasledné hydroxylovany na isoprenoidni postranni fetézec pomoci cytokinin
hydroxylaz CYP735A1/2 (Eervené pismo) a dochazi ke vzniku odpovidajicich tZ nukleotidi. Tyto
ribonukleotidy (tmavé modry rameéek) lze pfevést na volné baze dvéma cestami — dvoustupiiova aktivacni
cesta je katalyzovana 5’ribonukleotid fosfohydrolazou za vzniku ribonukleosidd (riZovy rameéek) a
adenosin nukleosidazou za vzniku aktivnich forem (svétle modry ramecek). Zatim byla identifikovana pouze
nukleosid N-ribohydrolaza (NRH), ktera katalyzuje hydrolyzu isopentenyladenin ribosidu (iPR) na iP (zelené
pismo). Pfima aktivaéni cesta je katalyzovana 5 'monofosfat fosforibohydrolazami (kddovanymi geny LOG)
(modré pismo). Vznik CK typu cZ za¢ina prenylaci adeninu na pozici 37 tRNA pomoci tRNA-IPT (oranzové
pismo) a naslednym uvolnénim a naslednym uvolnénim CK nukleotidi degradaci tRNA. Pfevzato z
Marquez-Lopez et al., 2019

3.2.2 Degradace a inaktivace cytokinint

Diilezitou roli v modulaci hladin koncentraci CK v rostlinach hraje spolu s biosyntézou CK
jejich degradace a inaktivace. Za degradaci molekul CK v rostlinach je zodpovédny enzym
cytokinin oxidaza/dehydrogenaza (CKX; EC 1.5.99.12). Proteiny CKX ireverzibilné
degraduji aktivni formy CK oxidaénim §tdpenim postranniho fetézce N°® za vzniku
adeninu, popfipadé jeho odpovidajiciho derivatu pro N°-substituované CK, a aldehydu

odvozeného z postranniho fetézce CK (Frébort et al., 2011).
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Dlouhou dobu se piedpokladalo, ze tento enzym funguje jako oxiddza, na zaklad¢
zkoumani reakéniho mechanismu se vSak pozd¢ji ukédzalo, ze CKX obsahuje kovalentné
vazany flavinadenindinukleotid (FAD) jako kofaktor a reakce probiha dehydrogenaci CK
na meziprodukt v podobé iminu, pii které akceptor elektronti pfijme dva elektrony od
kofaktoru. Ukazalo se taktéz, ze rizné typy akceptort elektronti, zejména chinonovych
struktur, mohou byt G¢innéj$i nez molekularni kyslik, ktery tak nemusi byt pro aktivitu
CKX nezbytny (Galuszka et al., 2001).

U Arabidopsis thaliana je znamo celkem sedm genu pro enzymy CKX, které jsou
oznacovany jako AtCKX1 az AtCKX7 a které mohou byt exprimovany uvnitt buiikky nebo
v apoplastickém prostoru (Werner et al., 2003). Z hlediska subcelularni lokalizace dochazi
k degradaci CK pievazné v apoplastu, kde je pfitomna vétsina CKX isoforem (AtCKX2,
AtCKX4, AtCKX5 a AtCKX6), u dvou forem se piedpoklada vakuolarni lokalizace
(AtCKX1 a AtCKX3) a AtCKX7 je piitomna v cytoplasmé (Werner et al., 2003; Kollmer
etal., 2014).
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Obrazek 4: Reakéni schéma degradace CK ve formé iP pomoci CKX za vzniku a adeninu a ptislusného
aldehydu, ptevzato z Frébortova et al., 2004

K inaktivaci molekul CK muze dochazet konjugaci s cukrem, zejména glukdzou, kde
donorem cukru je uridindifosfat (UDP) a reakce je katalyzovana pomoci UDP-
glykosyltransferazy (UGT; EC 2.4.1.X) (Bowles et al., 2006). Jedna se cytosolické
enzymy, které jsou rozdéleny do 69 multigenovych rodin, pficemZ Rodina 1 (Family 1)
obsahuje enzymy zodpovédné za glukosylaci malych molekul, jako jsou naptiklad pravé
rostlinné hormony (Hou et al., 2004). Ke konjugaci/glukosylaci mtze dochazet v pozici
N® N’ a N° na purinovém skeletu CK, nebo na hydroxylové skupiné postranniho fetézce

CK (tZ, cZ a DHZ), ¢imz dochazi ke vzniku riznych typu glukosidd, piiemz se
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pedpoklada, ze N'- a N°-glukosidy jsou koneénymi produkty ireverzibilni inaktivace
(Letham et Palni, 1983; Blagoeva et al., 2004). Nékteré O-glukosidy mohou byt naproti
tomu reverzibiln¢ deglykolyzovany pomoci B-glukosiddzy a tim zpétné aktivovany.
Piedpoklada se tedy, Ze v rostlinach zastavaji funkci neaktivnich zasobnich CK forem
(Brzobohaty et al., 1993).

Jednotlivé CK formy mohou vseobecné vykazovat rezistenci vici ucinkim CKX.
postrannim fetézcem jsou pomérné obtizné Stépitelné (Galuszka et al., 2007), ale n¢které
mohou byt Sté€peny v nékterych rostlinnych druzich, zejména v kukufici (Zalabak et al.,

2014).
3.3 Transport cytokinint

Dlouhou dobu se predpokladalo, ze CK jsou syntetizovany pievazné v kofenech a odtud
rozvadény do nadzemnich ¢asti rostlin (Letham et Palni, 1983). Pozd¢ji se ukazalo, ze k
syntéze CK dochazi v rlznych pletivech kofene 1 nadzemni ¢asti, kde mohou byt
transportovany jednak lokaln€ v misté jejich vzniku (parakrinni signal) nebo na dlouhou
vzdalenost prostfednictvim vaskularniho systému (endokrinni signal) (Liu et al., 2019). V
koteni jsou syntetizovany CK typu tZ, které jsou akropetalné transportovany xylémem do
vyhonktl rostlin. Naproti tomu CK typu 1P jsou syntetizovany hlavné v listech a jsou
transportovany pomoci symplastickych cest ve floému ke kofeni (Kudo et al., 2010;
Ziircher et Miiller, 2016). Zatimco napiiklad metabolismus CK je vsak u rostlin jiz do
zna¢né miry znam, informace o mechanismu transportu CK jsou stale netplné.

Jelikoz patiti CK mezi mobilni fytohormony, lze pfedpokladat, ze budou u vyssich
rostlin vyvinuty transportni syst¢émy CK pro jejich import nebo export skrz
cytoplasmatickou membranu zprostfedkovavajici tak ¢innou mobilizaci a cileny pfenos
téchto signalnich molekul (Biirkle et al., 2003). Rozdilna distribuce CK typu tZ v xylému a
naopak CK typu iP ve floému naznacuje existenci a zapojeni selektivniho transportniho
systému a také, ze CK mohou plsobit jak parakrinné, tedy lokélné v misté jejich vzniku,
tak na dlouhou vzdalenost pomoci akropetdlniho respektive bazipetdlniho transportu,
pfipadné mohou pisobit autokrinné a regulovat signalni procesy v ramci dané¢ CK
produkujici bunky (Hirose et al., 2008).

Na molekuldrni urovni bylo dosud charakterizovano nékolik cytokininovych

prenaSecl. Jedna se zejména o transportéry z rodiny purinovych permeaz (PUP), pfenasece
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patfici do rodiny ekvilibrativnich nukleosidovych transportérti (ENT) a rovnéz transportéry

na bazi ,,G subfamily ATP-binding cassette” (ABCG) proteint (Kudo et al., 2010).
3.3.1 Transportéry ABCG

Transportéry ABCG spadaji do podrodiny ,,ATP-binding cassette (ABC) transportért.
ABC transportéry se vyskytuji napfi¢ vSemi biologickymi fiSemi a zajiStuji transport
velkého mnozstvi substratli skrz membrany pomoci hydrolyzy ATP jakozto zdroje
potfebné energie (Theodoulou, 2000). Jsou zpravidla slozeny ze dvou nukleotidovych
vazebnych domén (NBD) a dvou transmembranovych domén (TMD), pficemz NBD nesou
informace potfebné pro hydrolyzu ATP, zatimco TMD jsou slozeny ze 4 — 10 o-
helixovych struktur, které zajist'uji zakotveni proteinu v membrang a ptenos substratu skrz
lipidovou dvouvrstvu (Schmitt et Tampé, 2002). Domény ABC transportéri mohou byt
kédovany jednim genem (,,full size), dvéma geny (,,half size*), kdy je na jednom genu
spojena jedna NBD a jedna TMD, nebo vice geny, kdy je kazdd doména kdédovana zvIast
oddélenymi geny (Schmitt et Tampé, 2002). V rostlinach je proteinova rodina ABC
transportéri hojné zastoupena. V genomu Arabidopsis thaliana je v AtABC proteinové
rodin¢ znamo piiblizné 130 ¢lend (Verrier et al., 2008). Tyto AtABC proteiny jsou dale
rozdéleny do osmi podrodin, a sice AtABCA aZz AtABCG a AtABCI. Nejvétsi podrodinu
pak ptedstavuji prave ,,G subfamily ATP-binding cassette* proteiny, tedy AtABCG (Kang
et al., 2011), pfiCemz se v této podrodiné se vyskytuje 28 ,half size* a 15 ,full size“
transportérti (Verrier et al., 2008). Clenové AtABCG podrodiny a piedevsim pak jejich
»full size® transportéry zastavaji dilezité postaveni v transportu rostlinnych hormont,
véetné CK (Ito et Gray, 2006; Kang et al., 2010; Ko et al., 2014; Zhang et al., 2014).

Ackoli je dalkovy transport CK do mista spotieby klicovym aspektem v regulaci
rustu a vyvoje rostlin, jeho mechanismus ztstaval dlouhou dobu neobjasnén. Donedavna se
predpokladalo, ze dalkovy transport CK je u vysSich rostli zprosttedkovan xylémem
(Beveridge et al., 1997). Dnesni model dalkového transportu CK uvazuje, ze CK typu tZ
jsou xylémem transportovany z kotfene do nadzemni ¢asti rostlin pomoci akropetalniho
transportu, CK typu iP jsou zase floémem transportovany z nadzemni ¢asti do kofene
pomoci bazipetalniho transportu (Borghi et al., 2015). Stanoveni hladin CK tuto domnénku
potvrzovalo, ukazovalo, Ze v xylému byly zastoupeny pievazné CK typu trans-zeatin
ribosidi (tZR) (Beveridge et al., 1997), zatimco ve floému se vyskytovaly CK typu iP jako
IPR a iP ribotidy (Corbesier et al., 2003).
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Rizny smér transportu CK typu tZ a IP byl také potvrzen pomoci pokusii zaloZzenych
na roubovani Arabidpsis thaliana divokého typu a ¢tyfnasobné mutantni linie atiptl, 3,5, 7
(Matsumoto-Kitano et al., 2008), u které jsou hladiny obou téchto typi CK vyrazné
snizeny (Miyawaki et al., 2006). Pfi roubovani nadzemni ¢asti mutantni linie na kofeny
rostlin divokého typu doslo v nadzemni Casti ke zvySeni hladiny CK typu tZ na
fyziologické hodnoty, hladina CK typu iP zlistala ov§em snizena. Opacny ucinek nastal pii
roubovani nadzemni ¢asti divokého typu na kofeny mutantni linie (Matsumoto-Kitano et
al., 2008). Ztohoto modelu by mohlo vyplyvat, Ze tZR plni v rostlinach funkci
akropetalniho posla, kdezto CK typu iP bazipetalnich posli (Kudo et al., 2010).

Jako zasadni transportér ABCG podrodiny pro nakladani CK do xylému v kofenech
rostlin a jejich transport byl u Arabidopsis thaliana identifikovan AtABCG14 (Ko et al.,
2014; Zhang et al., 2014). Bylo zjisténo, Ze u uml¢enych mutantnich linii abcgl4 byly ve
srovnani s divokym typem mensi listy a kvétni stopky. Mnozstvi a velikost bunék xylému
a floému byly u mutantni linie také podstatné nizsi. OSetfeni pomoci tZ pak zptisobilo
obnoveni fenotypu vice podobného divokému typu, coz potvrzovalo domnénku, ZzZe
AtABCG14 by mohl mit zdsadni roli v transportu CK typu tZ z kofene do nadzemni ¢4sti.
Stanoveni hladin CK v kofeni a nadzemni ¢asti ukéazalo, ze obsah CK typu tZ v mutantni
linii v nadzemni ¢asti byl snizen, kdezto v kotfeni naopak zvysen. Z pokust se zna¢enymi
CK typu tZ, které byly aplikovany do kofeni mutantnich linii abcgl4, také vyplynulo, Ze
ve srovnani S divokym typem, byly tyto CK do nadzemni ¢ésti rostlin transportovany
méng, coz potvrdilo transportni funkci AtABCG14 pii translokaci CK typu tZ z kotfent do
nadzemnich ¢asti rostlin (Ko et al., 2014; Zhang et al., 2014).

Obdobné transportni proteiny, které by naopak byly schopny specifického nakladani
CK typu iP do floému, nebyly dosud identifikovany. Mnoho aspektii ohledné dalkového
transportu CK tak zatim zlistdvd podrobnéji neobjasnéno. Jako hlavnim zastupcem
zprostiedkovavajicim dalkovy transport CK se prozatim jevi byt AtABCG14, predpoklada
se v8ak, Ze by v ném mohlo byt zapojenych i n¢kolik dalSich transportéra z rodiny PUP
(Borghi et al., 2015).
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Obrazek 5: Model dalkového transportu CK v cévnim systému rostlin. V xylému je hlavnim transportovanym
CK tZR (Cerveny sloupec), hlavnimi transportovanymi CK ve floému jsou CK iP typu (modry sloupec).
Dusicnany pfijaté kofeny indukuji expresi AtIPT3, coz vede ke zvyseni translokace tZR CK v xylému
(Cervena prerusovana Sipka). Cytokinin hydroxylazy CYP735A1/2 se podileji na syntéze tZR, tyto xylémové
CK jsou poté akropetdlné transportovany transpiracnim proudem (tyrkysova Sipka). Xylémem jsou
transportovany také dusi¢nany a nasledné v listech asimilovany na aminokyseliny (Cerné Sipka). Floémové
CK typu iP jsou transportovany systémové nebo bazipetalné (modra Sipka). K biosyntéze CK a pfislusné
odpovédi mize dochazet na riznych mistech rostlin (fialova Sipka). Pfevzato z Kudo et al., 2010.

3.3.2 Purinové permeazy (PUP)

Pomérné velkou rodinou gent kodujici malé membranové proteiny jsou PUP. Homologni
zastupci ¢lent této rodiny byli nalezeni jak u bakterii a zivoc¢ichu (Gillissen et al., 2000),
tak u nékolika riznych druht rostlin, naptiklad u bananu, kukufice, tabaku, rajéete nebo
ryze (Girke et al., 2014). Transportéry PUP obsahuji pravdépodobné 9 az 10
transmembranovych domén a-helixovych struktur a zprostfedkovavaji afinitni transport
nukleovych bazi a nukleosidi. Mechanismem transportu zprostiedkovaného PUP je
pravdépodobné substrat-protonovy symport (Gillissen et al., 2000).

V Arabidopsis thaliana bylo popsano 21 ¢lent téchto transportnich proteind, tento
pomérné vysoky pocet vSak predstavuje komplikaci pro studium transportu CK
zprostfedkovaného PUP in planta za pouziti ,,loss-of-function* mutantnich linii, protoze
ztrata funkce vyfazenych PUP muze byt diky piekryvu aktivit kompenzovana zbyvajicimi
¢leny (Cedzich et al., 2008).
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Jako prvni rostlinny PUP transportér byl v Arabidopsis thaliana identifikovan
AtPUP1, a to na zakladé¢ pokusi o komplementaci kvasinkové mutantni linie fcy2
vykazujici deficit v pfijmu adeninu, do které byly vnaSeny komplementarni DNA (cDNA)
expresni vektory Arabidopsis thaliana (Gillissen et al., 2000). Z provedenych
kompetitivnich testl vyplynulo, ze AtPUP1 byl schopen transportovat nejen adenin, ale
také kinetin a zeatin a v mensi mife také jejich ribosidové formy (Gillissen et al., 2000).
Schopnost AtPUP1 transportovat CK byla pak pozd¢ji potvrzena pravé pomoci tZ (Biirkle
et al. 2003).

Ackoli se pfi analyze transportnich funkci dalSich dvou ¢lent rodiny AtPUP, a sice
AtPUP2 a AtPUP3, nepodatilo zapojeni do transportu prokazat u AtPUP3, u AtPUP2 byla
naopak transportni funkce potvrzena pro rizné CK, napiiklad kinetin, tZ, cZ, BAP, iP a
také tZR (Biirkle et al., 2003).

Krom¢ CK byly PUP schopny transportovat i dal§i molekuly, naptiklad kofein,
nikotin (Gillissen et al., 2000) nebo pyridoxin (vitamin B6) (Szydlowski et al., 2013).

K expresi AtPUP1, AtPUP2 a AtPUP3 dochazi v riznych ¢éstech rostlin, pfi¢emz
AtPUPI je exprimovana ve stonku, listu kvétu nebo vodnich skulinach hydatodéch, coz
muze mit souvislost se ziskavanim CK z xylému, které by v prubéhu gutace zamezovalo
jejich ztratdam. K expresi AtPUP2 dochdzi v cévach kotene, listu a kvétu a je naopak
spojovana s floémem, coZz muiZe znalit zapojeni v transportu CK na dalku. Exprese
AtPUP3 pak byla detekovana v pylu (Biirkle et al., 2003).

Nejvyznamnéj$im zastupcem této rodiny transportérti se zda byt AtPUP14, k jehoz
silné expresi dochdzi napfi¢ vSemi rostlinnymi organy 1 vyvojovymi stadii, vcetné
embryonalniho (Ziircher et al., 2016). Umlcenim exprese AtPUP14 za pouziti uméle
nadprodukované microRNA (amirPUP14) v embryich Arabidopsis thaliana doslo pozdé&ji
K vyraznym fenotypovym zménam. Ty byly zptsobeny aktivaci CK signalizace i v téch
bunikach embryi, které jsou za normdlnich podminek vic¢i exogenné dodanym CK
necitlivé. Je zde tedy predpokladano, ze AtPUP14 Cerpa CK z apoplastu do cytosolu,
v disledku ¢ehoz jim zabraiiuje v ptistupu k CK receptoriim umisténym v plazmatické
membran¢ a nasledné aktivaci a pfenosu signalu (Ziircher et al., 2016).

Tento piedpokladany model ptisobeni AtPUP14 uvazuje extracelularni CK, které se
vazi na vazebné domény receptorti lokalizovanych v plazmatické membrang dilezitych pro
spusténi signalni odpovédi, zatimco v cytoplazmé dochézi k zachytu bioaktivnich ligandd.
Na ovéfteni této hypotézy byly pouzity rizné€ cilené enzymy CKX a byly porovnany jejich

ucinky na CK signalni odpovéd’. Degradace CK prostifednictvim CKX2 s cilenou sekreci
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do apoplastu vykazovala podobny ucéinek CK signdlni odpovéd jako transport CK
z apoplastu do cytosolu buné€k, zatimco varianta CKX2 s chybégjicim N-terminalnim
signalnim peptidem stejn¢ jako CKX 7, kterd je taktéz lokalizovana v cytoplazmé, CK
signalni odpovéd’ neovlivnily. To naznacuje, Ze za spusténi CK signalni odpovédi by
mohly odpovidat apoplastické CK, nikoliv cytoplazmatické (Ziircher et al., 2016; Duran-
Medina et al., 2017).

Nedostatkem tohoto modelu je vSak zatim neznama afinita AtPUP14 k CK, ktera je
podstatna pro porozuméni jeji fyziologické a transportni funkce. Predpoklada se, ze je
AtPUP14 soucasti transportniho systému s vysokou afinitou, ktery byl v Arabidopsis
thaliana pozorovan, nebyl ale jednoznacné objasnén (Cedzich et al. 2008). Piesto by vSak
transport CK do cytosolu pomoci AtPUP14 nemusel byt natolik efektivni, aby zabranil
spusténi signalni odpovédi CK receptory v cytoplazmatické membrané (Romanov et al.,

2018).

(o] cytokinins
apoplasm © o
i 9 00 %0
receptors© O
0 O o (AHK2/3/4) (o)

receptors
PUP14 (AHK2/3/4)

‘»

cytoplasm
aa®

PM nucleus

Obrazek 6: Model zapojeni AtPUP14 v signalizaci CK. PUP14 (Cervena barva) zpusobuje translokaci
apoplastickych CK do cytosolu, kde dochazi k jejich pfeméné na neaktivni formy (te¢kované kruhy). To vede
ke snizeni vazby na CK receptory lokalizované v plazmatické membrané a tim nasledné ke snizeni aktivace
signalni odpovédi (zelend barva oznacuje signalni aktivitu CK). PM — plazmatickd membrana, pfevzato ze
Ziurcher et al., 2016.

3.3.3 Ekvilibrativni nukleosidové transportéry (ENT)

Nukleosidové transportéry zajiSt'uji transport purinovych a pyrimidinovych nukleosid a
jejich analogt skrz plazmatické membrany (Li et al., 2003; King et al., 2006). Jsou také
nezbytné pro syntézu nukleotidl, a to ptedevsim v bunikach, ve kterych neprobihd syntéza
de novo (syntéza nového purinového kruhu), ale uzitim takzvané ,,Setfici* reakce (syntéza

z bazi a nukleosidi) (Hyde et al., 2001).
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V zavislosti na mechanismu transportu, ktery zprostiedkovavaji, muizeme
nukleosidové transportéry rozdelit do dvou skupin. Prvni skupinu piedstavuji ENT, které
obvykle transportuji nukleosidy difuzi ve sméru jejich koncentra¢niho gradientu (Baldwin
et al., 1999), vyzaduji tedy transmembranovy protonovy gradient a byly popsany u
riznych prokaryotnich i eukaryotnich organismti (Mdéhlmann et al., 2001; King et al.,
2006). Druhou skupinou jsou koncentrativni nukleosidové transportéry (CNT). Jsou to
membranové proteiny, které katalyzuji transport nukleosidii proti jejich koncentraénimu
gradientu. Radi se mezi aktivni transportéry zprostiedkovéavajici proton-nukleosidovy
symport (Griffith et Jarvis, 1996). Vyskytuji se u eukaryot a bakterii, jejich vyskyt
Vv rostlinach vsak nebyl dosud potvrzen (King et al., 2006).

Ekvilibrativni nukleosidové transportéry (ENT) patii mezi integralni membranové
proteiny zajist'ujici transport nukleosidu a jejich analogl skrz plazmatickou membranu ve
sméru koncentraéniho gradientu, vyjma prvokid, u kterych zprostfedkovavaji proton-
nukleosidovy symport (Hyde et al., 2001; King et al., 2006).

Na zékladé mozné inhibice jejich transportnich funkci vyvolané nukleosidovym
analogem nitrobenzylmerkaptopurinem (NBMPR) mohou byt ENT rozdéleny na
ekvilibrativni nesenzitivni (ei), které nejsou timto ribonukleosidem vyrazné inhibovany, a
ekvilibrativni senzitivni (eS), u kterych k vyrazné inhibici dochazi (Griffith et Jarvis,
1996).

Zastupci ENT se vyskytuji u riznych taxonomicky odlisnych organismi (Obrazek
7), mezi které patii 1 ¢lovek, mys, plasténci, rostliny nebo bakterie, u kterych byly ENT
objeveny teprve pomérné nedavno (Acimovic et Coe, 2002). Obecné vykazuji ENT
Sirokou substratovou specifitu (Hyde et al., 2001; Cabrita et al., 2002).
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Obrazek 7: Fylogeneticka ptibuznost ENT savci, rostlin, parazitii a kvasinek na zaklad¢ jejich srovnani jejich
transportnich funkci. AtENT — Arabidopsis thaliana ENT, FUN — funkéné necharakterizovany transportér
(,,function unknown now®), rENT — krysi ENT, mENT — my$i ENT, hENT - lidsky ENT, LdNT —
Leishmania donovani nukleosidovy transportér, PfENT — Plasmodium falciparum ENT, TbAT -
Trypanosoma brucei brucei adenosinovy transportér, TONT — Trypanosoma brucei brucei nukleosidovy
transportér, TgAT — Toxoplasma gondii adenosinovy transportér. Pfevzato z Li et al., 2003.

U rostlin byly ENT poprvé identifikovany jako domnélé nukleosidové transportéry
vykazujici podobnost s hENT1 a hENT2, které se nachézeji v lidském organismu a jsou
lokalizovany na cytoplazmatické membrané. Prvnim identifikovanym c¢lenem této rodiny
transportéri u rostlin byl ENT1 v Arabidopsis thaliana (Li et Wang, 2000).

V genomu Arabidopsis thaliana existuje 8 znamych isoforem ENT, a sice AtENT1
az AtENTS. Z fylogenetického hlediska mohou byt rozdéleny do dvou podskupin, kdy do
prvni mohou byt zatfazeny AtENT1 a 8 a do druhé pak AtENT2, 3, 4, 6 a 7 (Obrazek 7),
z ¢ehoz vyplyva, ze i mezi ENT jednoho rostlinného druhu mohou existovat genetické a
nebo funkéni rozdily (Li et al., 2003). Transportéry patfici do této rodiny maji 11
predpokladanych transmembranovych domén a zevolu¢niho hlediska jsou ptibuzni
S prokaryotnimi nukleosidovymi transportéry (Acimovic et Coe, 2002).

Jelikoz ENT zajiStuji transport nukleosidovych derivatt, vznikl pfedpoklad, Ze by
mohly byt zapojeny také do transportu neaktivnich forem CK v rostlinach. Mutace genu

AtENT8 majici za nasledek potlaceni fenotypu CK nadprodukujicich rostlin a
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charakterizace AtENT6 a OSENT2 v kvasinkovém expresnim systému pak zapojeni ENT
do transportu CK potvrdily (Sun et al., 2005).

3.3.3.1 AtENT1

Prvnim u rostlin identifikovanym ¢lenem z rodiny ENT byl ENT1 v Arabidopsis thaliana
lokalizovany na plazmatické membrané¢ (Li et Wang, 2000). Byl identifikovan pomoci
funkéni komplementace kvasinkové mutantni linie W303, kterd vykazuje deficit
Vv biosyntéze adeninu. Byla tak potvrzena jeho schopnost transportovat adenosin, k némuz
vykazuje vysokou afinitu, a byl také schopen transportovat guanosin a cytidin, i kdyz
s mens$i afinitou nez adenosin. Na transportu uridinu, ktery je bézn¢ transportovan riiznymi
ENT nalezenymi u savct, se vSak AtENT1 vyznamné nepodilel. Podrobeni biochemickym
analyzam ukdazalo, ze AtENT1 se podilel na katalyze nukleosid-protonového symportu .
Lze tedy predpokladat, ze AtENT1funguje jako transportni protein se Sirokou substratovou
specifitou (Mohlmann et al., 2001).

Gen koédujici AtENTI1 je exprimovan konstitutivné s lokalizaci na plazmatické
membrané v kofeni, stonku, listu, kvétu a Sesuli s pfiblizn€ stejnou intenzitou (Li et Wang,
2000), vyznamné zvySena exprese byla identifikovana také v pylu rostlin (Bernard et al.,
2011). Prestoze exprese ostatnich ¢lentt AtENT vykazuje rozdilnou organovou specifitu, u
vSech byla exprese zaznamenana v listech a kvétech, coz by mohlo naznacovat, ze zaklad
syntézy nukleotidi se odehrava pravé v téchto dvou organech (Li et al., 2003)

Na zdklad¢ porovnani aminokyselinovych sekvenci bylo zjiSténo, Zze AtENT1
vykazovala vyznamnou podobnost 20 — 30 % s nékolika dal§imi ENT nalezenymi u
prvoki a savcd (Li et Wang., 2000).

Co se tyce transportnich funkci, jakoZto protonovy symportér by AtENT1 mohl byt
zapojen i do exportu nukleosidi z vakuoly do cytosolu. Nabizi se domnénka, ze by se
AtENT1 mohl podilet na exportu adenosinu a dalSich nukleosidii pochézejicich
z degradace RNA ve vakuolach, kter¢é pak mohou byt recyklovany plisobenim
nukleosidovych kinaz nebo spoleénym pulsobenim nukleosidové hydrolazy (NSH) a
adenin-fosforibosyltranserazy (APRT). Tyto recyklacni reakce maji vliv na intra- a
extracelularni hladiny ATP. Extracelularni ATP spolu s adeninem obsazenym v cytosolu
negativné ovliviiuji methylaci zprostfedkovanou S-adenosylmethioninem (SAME), coz ma
za nasledek zmény ve fenotypu mutantnich linii ENT1 jako napftiklad redukci rastu nebo

kli¢eni pylu (Bernard et al., 2011).
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3.3.3.2 AtENT3

Mezi ¢leny rodiny AtENT byla nejvyssi exprese zaznamenana u AtENT1 a AtENT3, a to
zejména v kofenech rostlin. Zatimco AtENTI1 je exprimovan pfedevsim v prodluzovaci
zOn¢ kofene, kofenové kuie, kofenovych vlascich a v hydatodach lista (Li et al., 2003),
AtENT3 v kotenové Spicce, v cévach kotene i listll, piipadné v kvétech ¢i Sesulich (Li et
al., 2003; Traub et al.,, 2007; Cornelius et al., 2012). Mezi transportnimi procesy
zprostiedkovanymi témito dvéma transportéry jsou vsak jisté rozdilnosti.

K témét Uplné inhibici adenosinového transportu u AtENTI1 dochazelo vlivem
karbonyl kyanid m-chlorofenylhydrazonu (CCCP) a dinitrofenolu (DNP) (Méhlmann et
al., 2001), které slouzi jako translokatory protond pies membrany, zatimco u AtENT3 byl
adenosinovy nebo uridinovy transport inhibovan pouze asi o 10 % pfti pouziti CCCP a o 35
% pti pouziti DNP (Li et al., 2003). K ¢aste¢né inhibici adenosinového transportu u
AtENT3 pak dochézelo pfi pouziti nanomolarnich koncentraci dilazepu a dipyridamolu,
kdezto u AtENT1 nebyl transport adenosinu vyznamné ovlivnén ani jednou z téchto latek
(Li et al., 2003).

Z hlediska funkce by AtENT3 mohl byt popsan jako substrat-protonovy symportér
lokalizovany na plazmatické membran¢ (Traub et al., 2007). Je hlavnim transportérem pro
pfijem uridinu kofeny rostlin a rovnéz je jim zprostfedkovan piijem nukleosidii semenacky
(Chen et al., 2006).

K objasnéni transportnich funkci AtENT byly pouZity rizné T-DNA inzer¢ni linie
kli¢ici za pritomnosti toxického analogu uridinu, 5-fluoruridinu, pficemz v jeho
ptitomnosti byla rtistu schopna pouze T-DNA inzercni line ent3-1. U této mutantni linie
byl pfijem 5-fluoruridinu blokovén, z ¢ehoz vyplyva, Ze ent3-1 vykazuje deficit funk&niho
genového produktu AtENT3 a také, Ze zadny z dalSich AtENT neni schopen ztratu
funk¢éniho AtENT3 proteinu kompenzovat (Traub et al., 2007). Snizena citlivost mutantni
linie ent3 vic¢i nukleosidovym formam CK, tZR a iPR, naznacuje, Ze by AtENT3 mohl byt
zapojen do transportu nukleosidovych forem CK do bunék (Sun et al., 2005).

3.3.3.3 AtENTG6

Transportér AtENT6 byl prvnim z ¢lenlt AtENT, u kterého byla potvrzena schopnost
transportu CK nukleosidd. Ma az 91% sekvencni podobnost s AtENT3 (Li et al., 2003) a

je rovnéz lokalizovan na plazmatické membrané bunék (Wormit et al., 2004), pii¢emz
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mize byt exprimovan v cévach kotene, listu a kvétu nebo v prudusich rostlin (Obrazek 8)
(Hirose et al., 2008).

V experimentech s kvasinkovymi expresnimi systémy byl adenosinovy import
pomoci iPR vyrazn¢ inhibovan, z ¢ehoz vyplyva, ze AtENT6 by podobné jako homologni
AtENT3 mohl byt zapojen do transportu iPR. Vyssi afinita AtENT6 k iPR nez k tZR by
mohla vysvétlovat rozdilnou distribuci iP nebo tZ typu CK (Hirose et al., 2008).
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Obrazek 8: Pletivové specificka exprese AtENT6 zobrazena za pouziti B-glukuronidazového (GUS)
reportérového systému. Koten (1), kotyledon (d€lozni listek, 2), list riZzice (3), list rizice po pfiblizeni (4) a
kvét (5), prevzato z Hirose et al., 2008Cabrita.

3.3.3.4 AtENT7

Mechanismus transportu zprostfedkovaného AtENT7 je oproti ostatnim dosud
charakterizovanym AtENT protonové nezdvisly a mulze byt chapan jako klasicky
ekvilibrativni typ transportu, coZ naznacuje funkéni podobnost s ENT nalezenymi u savct.
Biochemické analyzy ukazaly vysokou miry afinity AtENT7 k adenosinu a také jeho
schopnost transportu volnych bazi, coz naznacuje, ze by AtENT7 mohla byt zapojena do

CK transportu, piestoze dosud nebyla podrobnéji popsana (Girke et al., 2015).
3.3.3.5 AtENTS

Podle aminokyselinové sekvence vykazuje AtENT8 47,6% podobnost s AtENT1, zatimco

AtENT?2, 4, 6 a 7 maji vétsi podobnost mezi sebou navzajem nez mezi kterymkoli z nich a
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AtENTI a EtENTS. Proto jsou AtENT1 a 8 tfazeny do jedné spole¢né podskupiny, kdezto
AtENT2, 4, 6 a 7 do druhé (Li et al., 2003).

Silnou expresi ma AtENTS8 ve stonku a v SeSuli (Wormit et al., 2004). Na zakladé
experimentll s AtENTS to nejprve vypadalo, ze transportni funkce u AtENTS chybi, jelikoz
nedochazelo k transportu zadného z péti testovanych nukleosidti — adenosinu, guanosinu,
cytidinu, uridinu (Wormit et al., 2004) ani thymidinu (Chen et al., 2006). Teprve
V pozd¢jSich experimentech bylo potvrzeno zapojeni AtENTS do transportnich procest.
Analyza T-DNA inzer¢ni linie SOI33/AtENT8 ukazala sniZzenou citlivost této mutantni
linie na nukleosidové typy CK, tZR a iPR.

Nadprodukce AtENTS, stejné jako pribuzného AtENT3, ma za disledek zvySenou
citlivost vic¢i iPR, ne v8ak vic¢i iP. Mutace v genech kédujicich tyto dva zminéné
transportéry zpusobuji sniZzeny piijem iPR, coZ znaci jejich CK specifickou transportni
funkci. Rozdilné vzory exprese AtENT3 a AtENT8 mohou znacit rozdilné ptsobeni téchto

dvou transportéra v prub&hu vyvoje rostlin (Sun et al., 2005).

3.3.3.6 AtENT2,4 a5

Sekvenéni analyzy AtENT2 a AtENTS5 naznacuji, Ze by se mohly nachazet v plastidech a
mitochondriich. Ani jeden z téchto ¢lent se vSak nezdafilo klonovat a blize popsat, coz
mohlo byt pravdépodobné zplisobeno nizkou trovni exprese odpovidajicich gent
Vv pouzitych rostlinach. U AtENT4 byla zaznamenana nejvyssi afinita ke guanosinu, afinita

cvwr

(Wormit et al., 2004).
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4 EXPERIMENTALNi CAST
4.1 Biologicky material

Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia (Col-0)

Arabidopsis thaliana, ekotyp Landsberg erecta (Ler)

Arabidopsis thaliana, T-DNA inzer¢ni linie entl (SALK_025174)
Nicotiana benthamiana

Chemokompetentni bakterie Escherichia coli TOP 10

Elektrokompetentni bakterie Agrobacterium tumefaciens GV3101
4.2 Chemikalie

2-(N-morfolin)ethansulfonova kyselina (MES) — Duchefa Biochemie (Holandsko)
2-amino-2-hydroxymetylpropan-1,3-diol (Tris) — Duchefa Biochemie (Holandsko)
3', 5'-dimetoxy-4'-hydroxyacetofenon (acetosyringon) — Sigma-Aldrich (USA)
Agar6za — Merck Life Science (Némecko)

Alfa Aesar Gellan Gum — Thermo Fisher Scientific (USA)

DMSO — Thermo Fisher Scientific (USA)

dNTPs — Thermo Fisher Scientific (USA)

Dusiénan vépenaty — Lachner (Ceské republika)

Ethanol — Lachner (Ceska republika)

Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) — Penta (Ceska republika)
GelRed — Sigma-Aldrich (USA)

Glukoza — Sigma-Aldrich (USA)

Glycerol — Sigma-Aldrich (USA)

Hydroxid draselny — Lachner (Ceska republika)

Chlorid draselny — Lachner (Ceska republika)

Chlorid hofeénaty — Penta (Ceska republika)

Chlorid sodny — Lachner (Ceska republika)

Isopropanol — Lachner (Ceska republika)

Kyselina octova — Lachner (Ceské republika)

LB Broth — Sigma-Aldrich (USA)

Manitol — Lachner (Cesk4 republika)

32



Milli-Q voda (z pristroje Milli-Q Reference Water Purification System
Science (Némecko)

Murashige & Skoog including vitamins — Duchefa Biochemie (Holandsko)
Nuclease-free voda — Sigma-Aldrich (USA)

Polyethylenglykol (PEG) 6000 — Sigma-Aldrich (USA)

Sachar6za — Lachner (Ceska republika)

Silwet L-77 — Sigma-Aldrich (USA)

TriTrack DNA Loading Dye (6x) —Thermo Fisher Scientific (USA)

4.2.1 Antibiotika

Gentamycin — Duchefa Biochemie (Holandsko)
Kanamycin — Duchefa Biochemie (Holandsko)
Karbenicilin — Duchefa Biochemie (Holandsko)

Rifampicin — Duchefa Biochemie (Holandsko)
4.2.2 Enzymy a pufry

Cellulase Onozuka R-10 — Duchefa Biochemie (Holandsko)

DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) — Thermo Fisher Scientific (USA)
FastDigest Buffer (10x) — Thermo Fisher Scientific (USA)

FastDigest EcoRI — Thermo Fisher Scientific (USA)

FastDigest Green Buffer (10x) — Thermo Fisher Scientific (USA)
FastDigest Hind 111 — Thermo Fisher Scientific (USA)

FastDigest Notl — Thermo Fisher Scientific (USA)

FastDigest Sall — Thermo Fisher Scientific (USA)

FastDigest Xbal — Thermo Fisher Scientific (USA)

FastDigest Xhol — Thermo Fisher Scientific (USA)

Gateway LR Clonase Il Enzyme Mix — Thermo Fisher Scientific (USA)
Macerozyme R-10 — Duchefa Biochemie (Holandsko)

Phusion HF Reaction Buffer (5x) — Thermo Fisher Scientific (USA)
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase — Thermo Fisher Scientific (USA)
Proteinase K Solution — Thermo Fisher Scientific (USA)

T4 DNA Ligase — Thermo Fisher Scientific (USA)

T4 DNA Ligase Buffer (10x) — Thermo Fisher Scientific (USA)
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4.2.3 Standard molekulové hmotnosti

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

4.3.1 Roztok pro agarézovou elektroforézu

50x TAE pufr: 50 mol-I* EDTA, 2 mol-1™* Tris, 1 mol-1™* kyselina octova
1x TAE pufr: 20 ml 50x TAE pufru doplnéno Milli-Q vodou do 1000 ml
1% (w/v) agardézovy gel: 4 g agardzy do 400 ml 1x TAE pufru, rozpusténo a povaieno

v mikrovinné troubé
4.3.2 Roztoky a média pro vysev semen Arabidopsis thaliana

Murashige & Skoog (MS) médium: 4,3 g MS s vitaminy, 0,5 g MES, 10 g sachar6za,
uprava pH na 5,7 pomoci KOH, 8 g Gellan Gum, Milli-Q voda do 1000 ml, sterilizace

autoklavovanim
4.3.3 Roztoky a média pro praci s bakteriemi

Tekuté Luria Bertani (LB) médium: 10 g trypton, 5 g kvasnicovy extrakt, 10 g NaCl,
Milli-Q voda do 1000 ml, sterilizace autoklavovanim

Agarové Luria Bertani (LB) médium: 10 g trypton, 5g kvasnicovy extrakt, 10 NaCl,
15 g agar, Milli-Q voda do 1000 ml, sterilizace autoklavovanim

SOC médium (super optimal broth with catabolite repression): 20 g trypton, 5 g
kvasnicovy extrakt, 0,5 g NaCl, 10 ml 250 mmol-1" KCI (uprava pH na 7,0), Milli-Q voda
do 1000 ml, sterilizace autoklavovanim, 20 ml sterilni 1 molI" D-glukéza a 5 ml sterilni

2 mol-1™* MgCl,
4.3.4 Roztoky pro izolaci a tranzientni transformaci protoplastt

GM médium: 2,2 g MS s vitaminy, 15,25 g glukéza, 15,25 g manitol, Giprava pH na 5,5
pomoci KOH, Milli-Q voda do 500 ml

PEG roztok: 2,36 g 0,1 mol-1* Ca(NOs),, 8,19 g 0,45 mol-1"* manitol, 25 g 25% PEG
6000, tiprava pH 9 pomoci KOH, Milli-Q voda do 100 ml

Enzymovy roztok: 60 mg celulaza, 100 mg macerozym, GM médium do 50 ml, sterilizace
pfes filtr
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S roztok: 0,44 g MS s vitaminy, 9,6 g sacharoza, Milli-Q voda do 100 ml
4.3.5 Roztoky pro tranzientni transformaci rostlin Nicotiana bethamiana

Infiltraéni médium: 2,13 g MES, 2,03 g MgCl,, 0,29 g acetosyringon, Milli-Q voda do
1000 mi

4.3.6 Roztoky pro stabilni transformaci rostlin Arabidopsis thaliana

Inokula¢ni médium: 2 g MgCl,, 50 g sacharéza, 50 ul Silwet L-77, Milli-Q voda do
1000 mi

4.4 Komeréné dostupné kity

NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kit — Machenery Nagel (Némecko)
QIAprep Spin Miniprep Kit — Qiagen (Némecko)
RNA, DNA, and protein purification - Machenery Nagel (Némecko)

4.5 Primery

Primery dodané firmou Sigma Aldrich (USA) v lyofilizované form¢ byly dle navodu
rozpustény v uvedeném mnozstvi nuclease-free vody pro ziskani zasobni koncentrace
100 pmol-1™. Poté byly do nové 1,5 ml mikrozkumavky 20 x ziedény pro ziskani pracovni
koncentrace 5 pmol-1*. Vechny pouzité primery jsou uvedeny v Tabulce 1 a byly

navrzeny na zakladé sekvenci geni ENT rodiny v Arabidopsis thaliana.

Tabulka 1: Seznam pouZitych primert

Nazev primeru Sekvence Ucel
ENTL Sall FW GTGTGTGTCGACATGACTCCC Piiprava amplikond se
_sall_ ATTAGTCAACGAATTTC Sall a Notl restrikénimi

GTGTGTGCGGCCGCCCGTCAA misty

ENT1_Notl_RE TGACCCAGAACCAAGCAATG
GTGTGTGTCGACATGGCGGAT

ENT3_Sall_FW AGATATGAGAACCAAC
CACACAGCGGCCGCCCGTCAA

ENT3_Notl RE AGGCATTCTTCTTACCAATAA
GC
GTGTGTGTCGACATGGCGGAT

ENT6_Sall_FW ATATACGAGCACC

ENTS Notl RE CACACAGCGGCCGCCCGTCAA

AGGCATTCTTCTTACCAATAA
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GC

GTGTGTGTCGACATGGTTGAT

ENT8_Sall_FW GAGAAAGTGATTGTTGATG
CACACAGCGGCCGCCCGTCGA
ENT8_Notl_RE TGAGCCAGAGCCAACCAATA
A
GTGTGTGTCGACATGAACATA Ptiprava amplikont se
ENTI_prom_Sall_ FWO04 oA ACTCCATAAGTGC Salla Notl nebo Kpnl
CACACAGGTACCCCATGCTCC  a Notl restrikénimi
ENT3_prom_Kpnl_FWO01 TGAAAACCTTCAG misty (pro pHipravu
GTGTGTGGTACCGTTAAGGTG konstruktd pod
ENT6_prom_Kpnl_FW03 | ~ A ATCTTCAAGTCG kontrolou nativniho

ENTS8_prom_Kpnl_FW03

CACACAGGTACCCTGCTTCGA
GAGCTAGTCC

promotoru)

ENT1_promseq_FWO01
ENT21promseq_REO1
ENT21promseq_FW02
ENT1promseq_FWO03
ENT1promseq_FWO04
ENT1promseq_FWO05
ENT1seq_FWO01
ENT1seq_FWO02
ENT1seq_FWO05
ENT1seq REO1
ENT1seq RE02
ENT3promseq_FWO01
ENT3promseq_REO1
ENT3promseq_FW02
ENT3promseq_FWO03
ENT3promseq_FWO04

ENT3promseq_FWO05

ACCGAAAGATAGTATCATCTA
AGC
GGCTTAGATGATACTATCTTT
CG

TGGCCTTTTCAAAAAGGCAGC

CCAAAGACAAACAGTTGATTA
AGG
GGTGAGTTTGGATTATTGTTT
GG
CGTGCTAAAGTTCCAAATTAC
GG
GACTAAAGCTGTGTATCCTCA
AG

CTTGGTTGTTGGTTTGGCCTC

CGTAATCGCCTTGCTTGTGG

CATAACAACAATCCCCACAGC

GTGGTGGTCATTTGAATTTGT
TTAG

TCCAGGTACATCAAGTTTAGC

TACCAGAGACCTTGAATATGC

CTAACGATTGCGGTCTTGAC

TGGCTTATTGGCAAGAAATAT
GC

CAAGTGCTTTCGTCATGTTGG

GCTTCACTTATCCAACTTCAC
C
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ENT3_FWO03
ENT3seq_FWO01
ENT3seq_FWO02
ENT3seq_FWO03
ENT3seq_REO1
ENT3seq RE02
ENT6promseq_FWO01
ENT6promseq_REO1
ENT6promseq_FW02
ENT6promseq_FWO03
ENT6promseq_FWO04
ENT6promseq_FWO05
ENT6_FWO03
ENT6seq REO1
ENT6seq_RE02
ENT6seq_FW02
ENT6seq_FWO03
ENT6seq_FWO04
ENT8promseq_FWO01
ENT8promseq_REO1
ENT8promseq_FW02
ENT8promseq_FWO03
ENT8promseq_FWO04

ENT8promseq_FWO05

ATGGCGGATAGATATGAGAA
CCA
TCTGTGTGTTTCTATATGCTTA
TGTG
GGATATTTGCAGGAGTTGCTT
TG
CAGTTCAAGGAGGAATGATC
G

GATTTTGGATACCAGCAGCAG

CAAGAATACAGCAAACAACC
ATTG
CCGCAATGTATATTTGTCAAA
CG

ACACTCATGATTTGGCCAAC

TTGTGACGTCAATAGACATAA
GG
TGCTTAAGAAAAGCTCATCCA
G

ACATTTGGTGGTTTTTGTTCG

TCTAACCACACCTTATAGAGT
i'CIEGGCG GATATATACGAGCAC
gTGATTGATTTTGGATACCCG
gCAAGAATACAGTAGACAAT
CATTG

AGGGATATTTGCAGGAGTTGC

GCAACAAAAGGACGTGGTG

GTCACGTTATCTCCTCATTCC

CAGCACATGTAGGAACACC

GTTGCGAGCATTATGTGTTCG

CAAAATCAGAACATGAGAAG
TGTCG

TGAGTAGAGCTCTCTTCGTG

ATGGATGTGGAACAAATTTTG
C
GTCACGAAGAAGAAGGCAAC
G

37



ENT8_FWO03
ENT8seq_FWO01
ENT8seq_FWO02
ENT8seq_FWO03
ENT8seq_REO1
ENT8seq RE02
GFPseq_REO1
PENTR_FW
PENTR_RE
p2GW7.0_REO1
MASprom_FWO01
UBQ10prom_REO1

UBQ10prom_FWO01

ATGGTTGATGAGAAAGTGATT
GTTGATG
TTCCTAGACAGTACATGCAAG
C
CATGGTTGTTTTTCTAGGACT
AGG
GTTTTGTATAGGCTAGTGTTG
G

AAGCTGGCCACTTGATTTTCC

AAGAAATGGATCACGTACGC
AAC

CTTGCCGTAGGTGGCATCG

GCGAGAGTAGGGAACTGC

AACATCAGAGATTTTGAGACA
C
GAGATAGATTTGTAGAGAGA
GACTGG

GATACTTACGTCACGTCTTGC

CGGTGGAGCTGAAAATTGG

CTCTCTACCGTGATCAAGG

4.6 Vektory

Klonovaci vektor s C-termindlni GFP sekvenci pENTR2B:GFP, Gateway kompatibilni

(poskytl Mgr. David Zalabak, Ph.D.)

Expresni binarni vektor pUBQ:pMCS_GW s konstitutivnim promotorem genu UBQI10

z Arabidopsis thaliana, Gateway kompatibilni

Expresni binarni vektor pMCS_GW (bez promotorové oblasti), Gateway kompatibilni

Expresni binarni vektor pGWB17 se sekvenci volného GFP pod kontrolou konstitutivniho

35S promotoru, Gateway kompatibilni

Expresni vektor p2GW7.0 pro tranzientni expresi v rostlinnych protoplastech, Gateway

kompatibilni

Expresni vektor p2GW7.0 se sekvenci volného GFP pod kontrolou konstitutivniho 35S

promotoru, Gateway kompatibilni
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4.7 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy XSR — Mettler Toledo (USA)

Autoklav SANOclav Laboratory autoclave La-MCS — SANOclav (Némecko)

Digestof 1800/900M — Merci (Ceska republika)

Elektroporator ECM 399 — BTX (USA)

Fytotron — Weiss Technik (Némecko)

Horizontalni elektroforéza Horizontal electrophoresis system Mini Gel II — VWR
International, Avantor (USA)

Chlazena centrifuga Mega Star 600R — VWR International, Avantor (USA)

Inkubétor ICT — P-Lab (Ceska Republika)

Inkubator Memmert - VWR International, Avantor (USA)

Inkubator fady INCU-Line — VWR International, Avantor (USA)

Inkubovana tiepacka Innova S44i — Eppendorf AG (Némecko)

Konfokalni mikroskop LSM 710 — Zeiss (Némecko)

Laminarni box Airstream Gen 3 Horizontal Laminar Flow Cabinet — Esco Micro Pte. Ltd.
(Singapur)

Michacka magneticka IKA IKAMAG — IKA (Némecko)

Mikrocentrifuga/vortex Combi-spin PCV-2400 — Keison products (Velka Britanie)
Mikrovinna trouba — Sencor (Japonsko)

Milli-Q Reference Water Purification System — Merck Life Science (Némecko)
NanoDrop One® — Thermo Fisher Scientific (USA)

pH metr Ultra-Basic Bench-top Meter — Biotech (Francie)

Predvazky — vahy piesné — Mettler Toledo (USA)

Skener Epson Perfection V700 Photo — Epson (Japonsko)

Spektrofotometr UV-1600PC Spectrophotometer — VWR International, Avantor (USA)
Svételny mikroskop B-383PL — OPTIKA Italy (Italie)

Termoblok ThermoMixer Temperature Control Device — Eppendorf AG (Hamburg,
Némecko)

Termocykler Doppio — VWR International, Avantor (USA)

Transilluminator Gel Doc EZ System — Bio-Rad Laboratories (USA)

Ttepacka POS-300 Orbital Shaking Platform — Keison products (Velka Britanie)
Ttepacka rota¢ni, inkubovana — VWR International, Avantor (USA)
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4.8 Software

ImageJ — National Institutes of Health (USA)
ImageLab — Bio-Rad (USA)

Microsoft Office Excel — Microsoft (USA)
NEBioCalculator — New England BioLabs (USA)
SnapGene — GSL Biotech LLC (USA)

ZEN blue/black — Zeiss (Némecko)

4.9 Metody
4.9.1 Sterilizace a vysev semen Arabidopsis thaliana

Pro vysev semen Arabidopsis thaliana bylo ptipraveno Murashige & Skoog (MS) médium,
které bylo ve flowboxu za sterilnich podminek nalito na Petriho misky.

Semena Arabidopsis thaliana byla pted vysevem vysterilizovana. Sterilizace i vysev
semen probihaly taktéz ve flowboxu. Semena byla nasypana do sterilni 1,5 ml
mikrozkumavky a nasledné byla promyvana roztoky uvedenymi v Tabulce 2. K semeniim
ve sterilni 1,5 ml mikrozkumavce byl pfidan 1 ml 70% ethanolu a semena v ném byla
promyvana po dobu 3 minut. Nasledné byl ethanol odpipetovan, do 1,5 ml mikrozkumavky
byl pfidan 1 ml steriliza¢niho roztoku 16% chlornanu sodného + sterilni destilované vody
+ 96% ethanolu v poméru 5:4:1 a semena v ném byla promyvana po dobu 10 minut. Poté
byl steriliza¢ni roztok opét odpipetovan a semena byla tfikrat promyta sterilni destilovanou

vodou. Nasledné¢ byla semena rovnomérné vyseta na piipravené Petriho misky s MS

médiem.

Tabulka 2: Postup sterilizace semen Arabidopsis thaliana
Pouzity roztok Cas [min|
Ethanol (70%) 3
NaClO (16%) + H,O + Etanol (96%) (5:4:1) 10
H20 (3x promyti) -
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4.9.2 Fenotypizace korenové ¢asti rostlin Arabidopsis thaliana

Pro fenotypizaci kofenové ¢asti T-DNA inzercni linie entl byly pouzity vyseté rostliny
Arabidopsis thaliana, T-DNA inzer¢ni linie entl (SALK 025174), jako kontrola byly
pouzity rostliny Arabidopsis thaliana, divoky typ Columbia (Col-0). Vysterilizovana
semena byla rovnomérné vyseta na Petriho misky s MS médiem a poté byly 3 dny
ponechany ve tmé pii teplot¢ 4 °C. Po tfech dnech byly misky s vysetymi semeny
preneseny do fytotronu (16h svétlo/8h tma). Po tydnu od umisténi do fytotronu byly
semenacky pfeneseny na Ctvercové misky s Cistym MS médiem, kde byly na misku vzdy
usporddany do jedné tady v poctu 3 semenacktt Col-0 a 3 semendckd entl. Timto
zpusobem bylo pfipraveno 17 misek. Misky byly poté v kofenové ¢asti semenackti obaleny
¢ernou folii, aby doslo k omezeni vlivu svétla na rist kofend. Kofeny byly poté po dvou
dnech sniméany pouzitim skeneru Epson Perfection V700 Photo, snimani bylo v rozmezi
dvou az tfi dnl opakovano, a to do devatého dne. Délka kofenti byla poté ze snimku
analyzovana za pouziti programu ImagelJ. Ziskana data byla vyhodnocena v programu MS

Excel.

r vz

4.9.3 Fenotypizace nadzemni ¢asti rostlin Arabidopsis thaliana

Pro fenotypizaci nadzemni ¢asti T-DNA inzeréni linie entl byly pouzity vyseté rostliny
Arabidopsis thaliana, T-DNA inzer¢ni linie entl, jako kontrola byly pouzity rostliny
Arabidopsis thaliana, divoky typ Columbia (Col-0). Pifed vysetim byla semena rostlin
1 den macena v destilované vodé v lednici. Poté byla vyseta do substrati do malych
sazebnickd a byly umistény do fytotronu (16h svétlo/8h tma). Bylo ptipraveno 15 vzorkt.
Asi jeden tyden byla navic pfes sezebniCky pretazena folie, aby byla udrzena vlhkost a
semena vykli¢ila. Po 2 — 3 tydnech byly rostliny pfesazeny do vétSich kvétinaci a
umistény opét do fytotronu (16h svétlo/8h tma). U 40 dni starych rostlin byl poté spocitan
pocet listl (vyjma déloznich listl), a to tak, Ze nejprve bylo potieba urcit, zda rostou ve
sméru ¢i proti sméru hodinovych ruci¢ek a nasledné¢ se odspodu pocitaji. Dale byla
stanovena hmotnost nadzemni ¢asti, a to tak, ze razice listti byla odstfizena a zvaZzena.
Fenotypizace nadzemni ¢asti T-DNA inzer¢ni linie entl byla provadéna na katedie

biofyziky Mgr. Terezou Vanskou.
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4.9.4 Priprava PCR amplikon

Pomoci fetézové polymerazové reakce (PCR) s vyuzitim Phusion HF DNA polymerazy
byla provedena amplifikace gent ENT1, ENT3, ENT6 a ENT8 obsahujici Sall a Notl
restrikéni mista, v pfipadé ENT3, ENT6 a ENT8 pak také restrik¢éni mista Kpnl a Notl. Jako
templat byla pouzita genomicka DNA (gDNA) Arabidopsis thaliana (poskytl Mgr. David
Zalabak, Ph.D.). Reakce byly piipraveny podle Tabulky 3, program na termocykleru byl
nastaven podle Tabulky 4. Po skonceni PCR reakce byla amplifikace ovéfena pomoci

agardzove elektroforézy.

Tabulka 3: Slozeni reakéni smési pro PCR amplifikaci genu

Slozka Objem na jednu reakci (ul)
gDNA Arabidopsis thaliana 1,0
DMSO (100 %) 0,6
5x Phusion HF buffer 4,0
Phusion DNA polymerase 0,2
dNTPs (10 mmol-I™) 0,4
Forward primer (5 umol-I™) 2,0
Reverse primer (Sumol-1™) 2,0
Nuclease-free voda 9,8
Celkovy objem 20,0

Tabulka 4: Podminky PCR reakce pro PCR amplifikaci genu

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cykli
1) Pocate¢ni denaturace 98 30s 1

2) Denaturace 98 10s

3) Nasednuti primert 55 20s 30

4) Elongace 72 variabilné

3) Konec¢na elongace 72 5min 1

4.9.5 Agarézova elektroforéza

Ze zasobniho 50x TAE pufru byl doplnénim 20 ml 50x TAE destilovanou vodou do 1 |
pfipraven pracovni 1x TAE pufr. Nasledn¢ byla rozpuSténim a povafenim 4 g agarozy
v 400 ml 1 x TAE pufru pfipravena 1 % agardza. Ta byla poté nalita do elektroforetické
vanicky s hiebinkem, k agaréze byly pfidany 3 pl barvicky GelRed. Po vychladnuti a
ztuhnuti agardézy byl hiebinek vytazen a vaniCka s gelem byla pfenesena do

elektroforetické komory naplnéné 1x TAE pufrem tak, aby byl gel kompletné ponoien. Do
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jamek na gelu byly poté napipetovany vzorky a standard molekulové hmotnosti. Poté byla
spusténa elektroforéza, kdy byly nanesené vzorky separovany pii napéti 100 V po dobu
30 minut. Po provedeni elektroforézy byl pro vizualizaci vzorkli na gelu pouzit UV

transiluminator. Snimky gel byly upravovany v programu ImageLab.
4.9.6 Precisténi PCR produktt

Po probéhnuti PCR a ovéfeni produkti pomoci gelové elektroforézy byly ziskané
amplikony piecistény za pouziti NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kitu. Vybrané reak¢ni
smési byly spojeny do jedné 1,5 ml mikrozkumavky, nasledné¢ byl piidan NTI pufr v
poméru dvou dild pufru na jeden dil vzorku. Pipravena smés byla nanesena na NucleoSpin
Gel and PCR Clean-Up kolonku (maximalni objem 700 pl) a centrifugovana (11000xg,
21 °C, 30 sekund). Tekutina prosla kolonkou byla ze sbérné zkumavky vylita, v ptipadé, ze
objem vzorku byl vétsi nez 700 pl, byl tento krok jesté¢ jednou zopakovan a na kolonku
bylo naneseno zbyvajici mnozstvi vzorku (opét maximalni objem 700 pl). Po naneseni
objemu celého vzorku byla kolonka promyta 700 pl NT3 pufru a byla provedena
centrifugace (11000xg, 21 °C, 30 sekund). Tekutina prosla kolonkou byla ze sbérné
zkumavky vylita a tento krok jest€ jednou zopakovan. Po nasledném vyliti tekutiny proslé
kolonkou byla zkumavka s kolonkou centrifugovana naprazdno (1000xg, 21 °C, 1 minuta),
aby doslo k efektivnimu odstranéni zbytkového ethanolu z NT3 pufru. Kolonka byla poté
pfenesena do Cisté 1,5 ml mikrozkumavky a DNA byla eluovana do 20 pl elu¢éniho NE
pufru. Kolonky byly 1 minutu nechany inkubovat pii teplot¢ 21 °C, poté byly
centrifugovany (11000xg, 21 °C, 1 minuta). Koncentrace ziskanych piecisténych produktd

byla poté stanovena pomoci spektrofotometru NanoDrop.
4.9.7 Restrikce

Metoda restrikce byla vyuZzita pro PCR produkty a pro vektory vyuZité ke klonovani
konstrukt. Také byla vyuzivana kontrolni restrikce pro ovéfeni spravnosti ptipravenych
konstrukti. Reakce probihaly za piitomnosti FastDigest pufru a FastDigest restrik¢nich
enzymil a byly napipetovany podle Tabulky 5 nebo Tabulky 6. Po napipetovani vsech
slozek byla reakéni smés promichdna po dobu pfiblizn€ 2 sekund pomoci vortexu
s naslednou kratkou mikrocentrifugaci. Poté byla inkubovana pfi teploté 37 °C po dobu

15 — 20 minut.
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Tabulka 5: Klonovaci restrikéni reakce PCR produkti a vektort

Slozka Objem jednotlivych sloZek [ul]
FastDigest Buffer 10,0
Restrikéni enzym 1 5,0
Restrikéni enzym 2 5,0
PCR produkt / vektor variabilné
Nuclease-free voda variabilné
Celkovy objem 100,0
Tabulka 6: Kontrolni restrikéni reakce PCR produktti a vektort
Slozka Objem jednotlivych sloZek [ul]
FastDigest Green Buffer (10x) 1,0
Restrikéni enzym 1 0,5
Restrikéni enzym 2 0,5
PCR produkt / vektor variabilné
Nuclease-free voda variabilné
Celkovy objem 10,0
4.9.8 Ligace

Metoda ligace byla vyuZita pro vloZeni nastépenych PCR produktd do klonovaciho vektoru
PENTR2B:GFP. Ligace byla nastavena v molarnim poméru inzert:vektor — 3:1, Kk jehoz
vypoctu byl pouzit NEBioCalculator. Reakce probihala za pfitomnosti ligaéniho pufru a
enzymu T4 DNA ligazy, byla napipetovana dle Tabulky 7. Po napipetovani vSech slozek
byla reakéni smés promichdna po dobu piiblizn€ 2 sekund pomoci vortexu s naslednou

kratkou mikrocentrifugaci. Reakce poté probihala pies noc pii teploté 21°C.

Tabulka 7: Liga¢ni reakce PCR produktt a vektori

SloZka Objem jednotlivych sloZek [pl]
T4 DNA Ligase buffer 2,0

Vektor piiblizné 200 ng

PCR produkt variabiln¢

T4 DNA Ligase 1,0

Nuclease-free voda variabilné

Celkovy objem 20,0

Pro ukonceni liga¢ni reakce byla reakéni smes inkubovana pfi teploté 65 °C po dobu

10 minut. Cést liga¢ni reakéni smési byla poté pouZita k transformaci bakterii.
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4.9.9 Transformace bakterii

4.9.9.1 Transformace bakterii Escherichia coli TOP10 metodou teplotniho

Soku

Pro transformaci bakterii metodou teplotniho Soku byly pouzity chemokompetentni
bakterie Escherichia coli TOP10. Nejprve byly vytazeny z mrazaku (- 80 °C) a pozvolna
po dobu ptiblizné 20 minut nechany rozpustit na ledu. Nasledn¢ bylo k bakteriim v 1,5 ml
mikrozkumavce pfidano 5 pl smési (po ligacni nebo pozdéji LR reakci) a bakterie spolu
s liga¢ni nebo rekombina¢ni smési byly inkubovany na ledu po dobu pfiblizné 30 minut.
Po uplynuti inkubacni doby byly mikrozkumavky s bakteriemi umistény na 50 sekund do
termobloku pfedehfatého na 42 °C. Po vystaveni bakterii tomuto teplotnimu Soku byly
mikrozkumavky opét na 2 minuty umistény na led. Poté bylo bakteriim s liga¢ni nebo
rekombinaéni smési ptidano 250 ul tekutého SOC média. Takto pfipravena smés byla
umisténa na tfepacku, kde byla inkubovana pii 400 otackach za minutu (RPM) a teploté 37
°C po dobu 1 hodiny. Po uplynuti inkubacni doby byly bakterie centrifugovany (3000
RMP, 21 °C, 3 minuty). Pot¢ byla ve flowboxu pfiblizn¢ polovina supernatantu
z mikrozkumavky odpipetovana a transformované bakterie byly resuspendovany ve
zbyvajicim objemu supernatantu. Nasledn¢ byly bakterie napipetovany na piedem
ptipravené Petriho misky s LB médiem s pfidanym antibiotikem kanamycinem a pomoci
sterilni sklenéné hokejky byly rozetfeny. Pfipravené misky s transformovanymi bakteriemi

byly pfes noc inkubovany pii teploté 37 °C.

4.9.9.2 Transformace bakterii Agrobacterium tumefaciens metodou

elektroporace

Pro transformaci bakterii metodou elektroporace byly pouzity elektrokompetentni bakterie
Agrobacterium tumefaciens. Nejprve byly vytazeny z mrazéku (- 80 °C) a pozvolna po
dobu pfiblizné 10 minut nechany rozpustit na ledu. Nasledn¢ bylo k bakteriim v 1,5 pl
mikrozkumavce pridano 5 pl rekombinac¢ni smési (po LR reakci). Napéti elektroporatoru
bylo nastaveno na 1800 V. Vzorky bakterii spolu s rekombinac¢ni smési byly napipetovany
do predem vychlazenych kyvet, kyvety pak byly umistény do elektroporac¢ni komory, kde
bylo na vzorky aplikovano napéti 1800 V po dobu 5 ms. Po aplikaci napéti bylo do kyvet
piidano 200 pl predehiatého SOC média. Takto ptipravené vzorky byly poté umistény na
ttepacku, kde byly inkubovany pii 400 RPM a teploté 28 °C po dobu 1 hodiny. Po uplynuti
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inkuba¢ni doby bylo ve flowboxu 25 pl transformovanych bakterii napipetovano na
pfedem piipravené Petriho misky s LB médiem s ptidanymi antibiotiky gentamycin,
kanamycin a rifampicin a pomoci sterilni sklenéné hokejky rozetfeny. Pfipravené misky

s transformovanymi bakteriemi byly poté inkubovany pii teploté 28 °C po dobu dvou dnt.
4.9.10 Colony PCR

K ovéfeni pritomnosti pozadovanych klonovanych genti ve vektorech byla vyuzita metoda
colony PCR provadéna z narostlych bakterialnich kolonii. Pro colony PCR byl vyuzit
komeréni DreamTaq Green PCR Master Mix, primery a jako templat slouZzily bakterialni
kolonie narostlé na Petriho misce s LB médiem s obsahem antibiotik odebrané¢ pomoci
Spicky. Reakce byly napipetovany podle Tabulky 8, nejprve byla do mikrozkumavky
napipetovana reakéni smés obsahujici vS§echny slozky, pouzité primery (uvedeny v Tabulce
1) byly vzdy kombinovény tak, aby jeden, genové specificky primer, nasedal na klonovany
PCR produkt, zatimco co druhy pak na vektor. Nasledné byla reak¢éni smés napipetovana
po 20 ul do PCR zkumavek (tzv. stripti) a do jednotlivych reakénich smési byly pomoci
Spicky pfidany vzorky bakteridlnich kolonii. VSechny pouzité vzorky bakterialnich kolonii
byly zaroven naneseny na novou Petriho misku s LB médiem s obsahem antibiotik, tzv.
,replica plate®, kterd slouzila k uchovani testovanych bakteridlnich klont a pozdéjsSimu
vybéru téch klonid bakterii, u kterych byla potvrzena ptitomnost pozadovaného produktu,
kter¢ byly po probéhnuti PCR rekce ovéfovany pomoci agarézové elektroforézy.

Podminky reakce byly nastaveny podle Tabulky 9.

Tabulka 8: Reakéni smés pro colony PCR

Slozka Objem jednotlivych sloZek [ul]
DreamTag green PCR master mix 10,0
Forward primer (5 umol-I™) 2,0
Reverse primer (5 pmol-I™) 2,0
Templat - vzorek kolonie -
Nuclease-free voda 6,0
Celkovy objem 20,0
Tabulka 9: Podminky PCR reakce pro colony PCR
Krok Teplota [°C] Cas Pocet cykli
1) Pocate¢ni denaturace 95 3 min 1
2) Denaturace 95 30s
3) Nasednuti primera 55 30s 27
4) Elongace 72 1 min
5) Kone¢na elongace 72 15 min 1
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4.9.11 Priprava glycerolovych bakterialnich zasobnich kultur a izolace

plazmidt

Bakterialni kolonie narostlé na Petriho miskach s LB médiem s obsahem antibiotik byly
pomoci sterilnich $picek naockovany do 50 ml centrifugacnich zkumavek obsahujicich
10 ml tekut¢ho LB média a pfidand antibiotika. Poté byly bakterie v tekutém médiu
nechany pies noc kultivovat pii 180 RPM a teploté 37 °C v piipadé bakterii Escherichia
coli nebo 28 °C v ptipad¢ bakterii Agrobacterium tumefaciens. Druhy den bylo ve
flowboxu z kazdé bakterialni kultury odebrano 500 ul do sterilni 1,5 ml mikrozkumavky,
ktémto 500 pl bakterialni kultury bylo pfidano 500 pl 60% glycerolu a obsah
mikrozkumavky byl fadn¢ promichan. Takto ptipravené bakterialni kultury s glycerolem
byly poté zamraZeny v tekutém dusiku a umistény do mrazéku na (- 80 °C).

Zbyvajici objem bakterialni kultury byl centrifugovan (8000 RPM, 21 °C, 3 minuty).
Po centrifugaci byl supernatant z centrifugac¢nich zkumavek odlit a vznikly pelet byl
resuspendovan ve 250 upl P1 pufru, ktery obsahoval RN4azu A a cinidlo Lyse Blue.
Resuspendované bakterie byly poté pfeneseny do novych 2 ml mikrozkumavek, kde k nim
bylo ptfidéno 250 pl lyza¢niho P2 pufru, obsah mikrozkumavky byl nékolika otocenimi
promichan, dokud nedo$lo ke zbarveni domodra. Nasledné bylo pfidano 350 pl
neutralizacniho N3 pufru a obsah mikrozkuvek byl opét promichén otaCenim, dokud
nedoslo k uplnému odbarveni. Vzorky byly centrifugovany (13000RPM, 21 °C, 10 minut).
Po centrifugaci bylo 800 pul vzniklého supernatantu odpipetovano a naneseno na QIAprep
2.0 spin kolonku, pfes kterou byl centrifugovan (13000 RPM, 21 °C, 50 sekund). Tekutina
prosla pii centrifugaci kolonkou byla poté vylita a na kolonku bylo naneseno 750 pl
promyvaciho PE pufru, vzorek byl opét centrifugovan (13000 RPM, 21 °C, 50 sekund)
byly dale na prazdno centrifugovany (13000 RPM, 21 °C, 60 sekund), aby byl odstranén
zbyly PE pufr obsahujici ethanol. Poté byly kolonky pteneseny do novych 1,5 ml
mikrozkumavek a doprostied kolonek bylo napipetovano 20 ul eluéniho EB pufru. Po jeho
ptidani byly vzorky centrifugovany (13000 RPM, 21 °C, 60 sekund). Koncentrace vzorku

byly poté zméfeny pomoci NanoDropu.
4.9.12 Sekvenace DNA

Pro ovéfeni spravnosti pfipravenych vzorkt byla firmou SEQme (Dobiis, Ceska republika)

provedena sekvenace DNA. Vzorky na sekvenaci byly pfipraveny podle Tabulky 10, z

47



izolované DNA Dbyl odebran objem odpovidajici 500 ng, bylo pfidano 5 ul primeru a
reakce byla doplnéna nuclease-free vodou do celkového objemu 10 pl, takto nachystané
vzorky byly poté odeslany na sekvenaci. Obdrzena vysledna sekvence byla poté srovnana

s o¢ekavanou sekvenci. Pouzité sekvenacni primery jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 10: Sekvenaéni reakce izolované DNA

Templat Mnozstvi Primer Celkovy objem

Plazmid 500 ng 5 ul 5 uM roztoku primeru 10 pl

4.9.13 Priprava expresnich vektortl (LR reakce)

Po izolaci plazmidi byla nasezena LR reakce, kterd probiha mezi vstupnimi vektory
PENTRZ2B:GFP nesoucimi klonované ENT geny ohrani¢ené attL rekombina¢nimi misty
(tzv. entry klony v systému klonovani Gateway) a cilovymi vektory p2GW?7.0 nebo
pUBQI10:pMCS_GW obsahujicimi rekombina¢ni attR mista. Vyslednym produktem
reakce je poté expresni vektor. Reakce byla napipetovana podle Tabulky 11, byl pouzit
linearizovany entry klon a cilovy vektor. Tyto objemy byly doplnény nuclease-free vodou
a nasledné byl ptfidan LR Clonase Il enzyme mix. Po napipetovani vSech slozek byla
reakéni smés promichana po dobu pfiblizné€ 2 sekund pomoci vortexu s naslednou kratkou

mikrocentrifugaci a reakce byla nechana probihat ptes noc pfi tepoté 21 °C.

Tabulka 11: Reak¢ni smés pro LR reakci

Slozka Objem [pl]
Entry klon (50 — 150 ng) 1,0-7,0
Cilovy vektor (150 ng) 1,0
Nuclease-free voda do 8,0

LR Clonase Il enzyme mix 2,0
Celkovy objem 10,0

Pro ukonc¢eni rekombinaéni reakce byl druhého dne ptidan 1 pl proteinazy K, reakéni
smés pak byla kratce inkubovana pii teploté 37 °C po dobu 10 minut. Cast LR reakéni

smési byla poté pouzita k transformaci bakterii.

4.9.14 Precisténi konstrukta pro pripravu tranzientné nadprodukujicich

protoplastu bunééné kultury Ler

K pfecisténi pfipravenych konstruktd pro pfipravu tranzientné nadprodukujicich
protoplasti bunécné kultury Arabidopsis Ler byl pouzit RNA, DNA, and protein
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purification Kit. Nejprve byly pfipraveny takzvané startovaci kultury, a to tak, ze do 10 ml
tekutého LB média obsahujiciho antibiotikum karbenicilin byly ve flowboxu pomoci
sterilni Spicky zjiz predem piipravenych a zamrazenych (- 80 °C) glycerolovych
bakterialnich zasobnich kultur nao¢kovany transformované bakterie Escherichia coli, které
nesly pfipravené konstrukty p2GW7.0:ENT1:GFP, p2GW7.0:ENT3:GFP,
p2GW7.0:ENT6:GFP a p2GW7.0:ENT:GFP. Ze startovaci kultury bylo na druhy den 500
ul napipetovano do 500 ml LB média obsahujiciho antibiotikum karbenicilin a ponechano
pies noc kultivaci pii 37 °C a 160 RPM.

Dalsi den byly pripravené kultury centrifugovany (6000xg, 4 °C, 15 minut). Vznikly
supernatant byl poté ze zkumavek odlit a k peletu bylo pfidano 12 ml resuspendac¢niho
RES pufru, v némz byl resuspendovan. Poté bylo pfidano 12 ml lyza¢niho LYS pufru a
vzorek byl pii 21 °C po dobu maximalné¢ 5 minut inkubovan. Mezitim byl na kolonu
umistén filtr, ktery byl zvlh¢en ekvilibraénim EQU pufrem a kolona byla ekvilibrovana. Po
uplynuti doby maximalné¢ 5 minut inkubace byla lyzovand bakteridlni kultura
neutralizovana pfidanim 12 ml neutraliza¢niho NEU pufru. Lyzovana bakterialni kultura
byla poté nanesena na filtr umistény v koloné a bylo k ni pfidano 15 ml ekvilibra¢niho
EQU pufru, po jehoz proteceni pies filtr byl fitr vytdhnut a kolona byla promyta pomoci
25 ml promyvaciho WASH pufru. Lyzat byl poté pomoci 15 ml eluéniho ELU pufru
eluovan do 50 ml zkumavky. Sesbirany eluat byl poté precipitovan 10,5 ml isopropanolu
pfi teplot¢ 21 °C, vzorek byl poté fadné¢ promichdn pomoci vortexu a nasledné
centrifugovan (15000xg, 4 °C, 30 minut). Po centrifugaci byl odpipetovan supernatant a
usazeny pelet DNA byl promyt 4 ml 70% ethanolu. Poté byla opét provedena centrifugace
(15000%g, 21 °C, 15 minut). Supernatant byl odpipetovan a pelet byl pomoci $picky
sesbirdn a prenesen do Cist¢ 2 ml mikrozkumavky. Mikrozkumavka se vzorkem byla
umisténa do digestote, aby mohl byt ze vzorku vysusen zbyly ethanol. Po vysuseni bylo ke
vzorku ptidano 20 ul nuclease-free vody, zkumavky byly poté uschovany v mrazaku
(- 20 °C) k dalsimu pouziti.

Takto pfipravené expresni konstrukty byly poté pouzZity k pfipravé tranzientné

nadprodukujicich protoplasta.
4.9.15 Izolace a tranzientni transformace protoplasti pomoci PEG
Dodana tfidenni kultura Arabidopsis Ler byla pienesena do 50 ml zkumavky a

centrifugovéana (1200 RPM, 21 °C, 5 minut). Poté byl odpipetovan piebyte¢ny supernatant
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tak, aby ve zkumavce zlstalo 5 ml buné¢éné kultury, ke kterym bylo pfidano 25 ml
enzymového roztoku ES, tento objem byl doplnén do 50 ml GM médiem. Obsah
zkumavky byl jemné homogenizovan a nasledné pienesen na vétsi Cistou Petriho misku,
zabaleny do hlinikové folie, aby se zabranilo pfistupu svétla, a umistény na tfepacku, kde
byly pii pokojové teploté inkubovany pti 60 RPM po dobu 4 hodin.

Po 4 hodinach byla kultura s uvolnénymi bunkami protoplastli rozdélena do dvou
50 ml zkumavek a centrifugovany (1200 RPM, 21 °C, 5 minut). Supernatant byl z obou
zkumavek odpipetovan a pelet byl promyt 25 ml GM média s naslednou centrifugaci
(1000 RPM, 21 °C, 5 minut) Supernatant byl poté z obou zkumavek opét opatrné
odpipetovan, k peletu bylo pfidano 5 ml roztoku S, obsahy obou zkumavek byly poté
spojeny do jedné 15 ml zkumavky, ve které byly centrifugovany (800 RPM, 21 °C,
7 minut). Po provedeni centrifugace plovaly zivé protoplasty na hlading, ptiblizné 2 ml
bun¢k protoplastd byly z hladiny opatrné odpipetovany a pieneseny do nové 15 ml
zkumavky, nasledné bylo 20 ul odpipetovano do 2 ml zkumavky a smichano s 980 ul GM
média, ¢imz doslo k zfedéni vzorku pro snadnégj$i stanoveni poctu protoplasti.

Ktomu byla pouzita Biirkerova komurka, na kterou bylo ustfizenou Spickou
napipetovano 15 pl zfedéného vzorku protoplastii a napipetovany vzorek byl pftikryt
krycim sklickem. Protoplasty byly pozorovany pod svételnym mikroskopem a pocitany
v deviti velkych ¢tvercich Biirkerovy komtrky o plose 1 mm? ohranicenych pomoci tii ¢ar

(Obrazek 9).
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Obrazek 9: Schéma Biirkerovy komurky

Byly pocitany protoplasty, které se nachazely uvnitt velkého ¢tverce komtirky nebo
se dotykaly jeho dvou pfedem urcenych stran. Pocet protoplastii v 1 pl byl poté spocitan

podle vzorce:
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kde B je pocet bun¢k v 1 ul,

n je napocitané mnozstvi bunék
¢ je pocet zapocitanych ¢tvercl
V je plocha ¢tverce

h je hloubka komirky

Z je zfedéni.

Vypocitana koncentrace protoplastll byla poté nafedéna na pozadovanou koncentraci
200 000 protoplasti - 50 pl™.

Do c¢istych 2 ml mikrozkumavek byly napipetovany dfive izolované a pieciSténé
konstrukty p2GW7.0:ENT1:GFP, p2GW7.0:ENT3:GFP, p2GW7.0:ENT6:GFP a
p2GW7.0:ENT8:GFP v mnozstvi 5 pg. K nim bylo ptfidano 50 pl izolovanych protoplasti
a 150 pl PEG, obsah zkumavek byl jemné promichdn a inkubovdn ve tmé po dobu
30 minut. Po uplynuti doby inkubace byl ke vzorkiim ptidan 1 ml dusi¢nanu vapenatého,
vzorky byly centrifugovany (800 RPM, 21 °C, 5 minut). Po centrifugaci byl odpipetovan
supernatant, pelet byl resuspendovan v 500 ul GM média a vzorky byly napipetovany na
6ti jamkovou desticku, ktera byla umisténa do tmy.

Takto ptipravené vzorky byly poté po dobu 16 hodin inkubovany ve tmé. Po uplynuti
doby inkubace bylo 10 ul vzorku pomoci ustfizené Spicky napipetovano na podlozni
sklicko. Poté byly vzorky prekryty krycim sklickem a byly pozorovany pomoci

konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu.
4.9.16 Tranzientni transformace rostlin Nicotiana benthamiana

Nejprve byly pfipraveny takzvané startovaci kultury, a to tak, Ze do 10 ml tekutého LB
média obsahujiciho antibiotika gentamycin, kanamycin a rifampicin byly ve flowboxu
pomoci sterilni $picky z jiz pfedem pfipravenych a zamraZenych (- 80 °C) glycerolovych
bakterialnich zasobnich kultur naockovany transformované bakterie Agrobacterium
tumefaciens, které nesly piipravené konstrukty pUBQ10::ENT1:GFP,
pUBQ10::ENT3:GFP, pUBQ10::ENT6 GFP, pUBQ10::ENT8:GFP, pENT1:ENT1:GFP,
PENT3:GFP, pENT6::ENT6:GFP a pENT8::ENT8:GFP. Takto pfipravené¢ naockované
kultury byly pies noc inkubovany pfi teploté 28 °C a 180 RPM.
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Pro vSechny bakterialni kultury byly pomoci spektrofotometru nejprve zméteny
hodnoty optické hustoty pii vinové délce 600 nm (ODggo ), jako blank bylo pouzito Cisté
LB médium. Na zakladé namétenych hodnot ODggp byl do 2 ml mikrozkumavek pro kazdy
konstrukt vypocitan a napipetovan urcity objem bakteridlni kultury tak, aby suspenze
vznikla po nasledné centrifugaci a resuspendaci v infiltraénim médiu méla hodnotu ODggo
0,5. Nasledn¢ byla provedena centrifugace (2000xg, 4 °C, 10 minut). Resuspendované
bakterialni kultury byly inkubovany ve tmé pfi laboratorni teploté po dobu 1 hodiny.

Dalsi den byly asi 6 tydnu staré rostliny Nicotiana benthamiana pieneseny
z fytotronu (16h svétlo/8h tma) do laboratofe. Pfed samotnou transformaci byly zality
vodou a zakryty plastovym obalem, aby tak doslo k otevieni priduchti na spodni strané
listd. Po uplynuti doby inkubace byly do spodni strany listu pomoci 1 ml stfikacek
aplikovany 2 ml bakteridlni suspenze. Stfikacka obsahujici bakteridlni suspenzi byla
prilozena ke spodni strané listu, ktery byl z druhé strany podepfen prstem, a pomalym
stlaCenim pistu byla suspenze do listu vpravena.

Po 72 hodinach byly za pouziti nlizek a pinzety z okoli mista opatrné odebrany
vzorky, které byly pieneseny na podlozni sklicko do kapky vody. Poté byly vzorky
piekryty krycim sklickem a byly pozorovany pomoci konfokalniho laserového

skenovaciho mikroskopu.
4.9.17 Stabilni transformace Arabidopsis thaliana pomoci metody floral dip

Nejprve byly pfipraveny takzvané startovaci kultury, a to tak, ze do 10 ml tekuté¢ho LB
média obsahujiciho antibiotika gentamycin, kanamycin a rifampicin byly ve flowboxu
pomoci sterilni $picky z jiz pfedem ptipravenych a zamraZenych (- 80 °C) glycerolovych
bakterialnich zasobnich kultur naockovéany transformované bakterie Agrobacterium
tumefaciens GV3101, které nesly pripravené konstrukty pUBQ10::ENT1:GFP,
pUBQ10::ENT3:GFP, pUBQ10::ENT6 GFP, pUBQ10::ENT8:GFP, pENT1::ENT1:GFP,
PENT3::GFP, pENT6::ENT6:GFP a pENT8::ENT8:GFP. Takto piipravené naockované
kultury byly pfes noc inkubovany pfi teploté 28 °C a 180 RPM.

Dalsi den byly pfichystany sterilni 2 1 Erlenmeyerovy banky s 500 ml tekutého LB
média, do kterych byly ve flowboxu za sterilnich podminek pfelity startovaci kultury
z ptedchoziho dne a poté byly pies noc opét ponechdny inkubaci pii teploté 28 °C a
180 RPM.
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U rostlin vybranych pro transformaci byly tfettho dne nejprve ostfihdny vSechny
opylené¢ kvéty a vytvorené SeSule. Pro vSechny bakteridlni kultury byly pomoci
spektrofotometru nejprve zméfeny hodnoty optické hustoty pii vlnové délce 600 nm
(ODggo ), jako blank bylo pouzito ¢isté LB médium. Po dosazeni potiebnych hodnot ODggo
vrozmezi 1 — 1,5 byly bakterialni kultury centrifugovany (12 000xg, 4 °C, 10 minut),
vznikly supernatant byl poté odlit a pelet byl resuspendovan ve 400 ml inokula¢niho
média.

Ptipravené vybrané rostliny byly cel¢ na piiblizn¢ 10 sekund ponoieny do
bakterialnich kultur. Poté byly pomoci papirovych utérek osuseny a zabaleny do
potravinatské folie a umistény do tmy do nasledujiciho dne.

Ctvrtého dne pak byly transformované rostliny opét rozbaleny, zality vodou a
umistény do fytotronu (16h svétlo/8h tma).
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava expresnich ENT konstrukti s GFP znackou

V této kapitole jsou popsany postupy klonovani vyuzité pro piipravu expresnich
konstruktlh s GFP znackou. Bylo ptipraveno nékolik typt fuznich proteinovych konstrukti,
35S::ENT1:GFP, 35S::ENT3:GFP, 35S::ENT6:GFP a 35S::ENT8:GFP, které byly dale
pouzity Kk tranzientni transformaci protoplastd bunétné kultury Arabidopsis  Ler;
pUBQ10::ENT1:GFP, pUBQ10::ENT3:GFP, pUBQ10::ENT6:GFP a
pUBQL0::ENT8:GFP, které¢ byly dale pouzity k tranzientni transformaci rostlin Nicotiana
benthamiana a k transformaci rostlin Arabidopsis thaliana pro tvorbu stabilnich expresnich
linii; a nakonec série konstrukti pod kontrolou nativnich promotort pPENT1::ENT1:GFP,
PENT3::pENT3:GFP, pENT6::ENT6:GFP a pENT8::ENT8:GFP, které byly rovnéz

pouzity k stabilni transformaci rostlin Arabidopsis thaliana.

5.1.1 Priprava expresnich ENT konstruktti s GFP znackou pro tranzientni

transformaci do protoplastii Arabidopsis thaliana

Pro rychlé testovani navrZzenych konstruktl byly nejprve pfipraveny jednotlivé ENT
varianty ve fuzi s GFP znackou pro tranzientni expresi v protoplastech Arabidopsis
thaliana. Za timto Uc¢elem byly ENT klonovany s C-terminalni GFP znackou pod
konstitutivnim 35S promotorem ve vektoru p2GW7.0, konkrétné byly pfipraveny
35S::ENT1:GFP, 35S::ENT3:GFP, 35S::ENT6:GFP a 35S::ENT8:GFP konstrukty.
Nejprve byla z genomické DNA Arabidopsis thaliana provedena PCR amplifikace
gent ENT1, ENT3, ENT6 a ENTS8; byly pouZity primery obsahujici restrikéni mista Sall a
Notl. Pouzité dvojice primerti pro PCR amplifikaci a pfedpokladana velikost vzniklych

produktt jsou uvedeny v Tabulce 12, teplota tani vS§ech DNA sekvenci (Tm) byla 55 °C.
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Tabulka 12: Dvojice primerd pro PCR amplifikaci kompletnich ENT sekvenci a pfedpokladana velikost
produktti

Gen Nizev primeru Velikost PCR produktu [bp] T, [°C]

ENTE TNt RE 490

o SRS )
ENT6_Sall_FW

ENTO ENTG:NitI__RE 2198

ENT3 oo R 4

Vzniklé¢ produkty byly po prob&éhnuti PCR amplifikace analyzovany pomoci

agardzové elektroforézy (Obrazek 10).

M12 34 567 8 MO910111213141516M
sl o o il LR L L 2 L
1500 < w
500 = = <

M17 18 19 20 21222324 M 252627282930 3132 M
5000 & v v
1500 @ o
500 = = =

Obrazek 10: Elektroforetogram pro kontrolu amplifikace PCR produktu se Sall a Notl restrikénimi misty. M
— standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp), 1-8 — amplikon
ENT3, 9-16 — amplikon ENT6, 17-24 — amplikon ENT1, 25-32 — amplikon ENT8. Separace byla provedena v
1% agar6zovém gelu.

Nasledovalo precisténi PCR produkti pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up
Kitu a restrikce, jak PCR produktu, tak vektoru pENTR2B:GFP, pro piipravu tvorby entry
klonti jednotlivych ENT genti. Restrikce PCR produktt i vektoru pENTR2B:GFP probihala
za ucasti FastDigest pufru a FastDigest restrikénich enzymt Sall a Notl po dobu 15 —
20 minut. Po provedeni restrikce a nastépeni PCR produktu a vektoru nasledovala ligace,
ktera slouzila pro vlozeni PCR produkti do klonovaciho vektoru pENTR2B:GFP. Ligac¢ni
smés byla poté teplotnim Sokem transformovana do kompetentnich bakterii Escherichia

coli TOP 10 a bakterialni suspenze byla natfena na Petriho misku s LB médiem obsahujici
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antibiotikum kanamycin. Bakterialni kolonie byly nasledné metodou colony PCR
testovany na pritomnost inzerti ENT1, ENT3, ENT6 a ENT8 ve vektoru pENTR2B:GFP.

Pouzité dvojice primert a predpokladané velikosti produktii jsou uvedeny v Tabulce 13.

Tabulka 13: Dvojice primerti pro colony PCR a piedpokladana velikost ENT produkti

Gen Nazev primeru Velikost PCR produktu [bp] T, [°C]
ENT1seq_FWO02

ENT1 — 970
PENTR_RE
ENT3seq_FWO02

ENT3 — 977
PENTR_RE 55
ENT6seq_FWO02

ENT — 7

0 PENTR_RE 979

ENTS ENT8seq_FWO02 982

PENTR_RE

Colony PCR reakce byly analyzovany pomoci agardzové elektroforézy — na Obrazku
11 je uveden piiklad agar6zové elektroforézy pro hledani inzertu ENT3. Na obrazku je

patrny specificky produkt PCR reakce v o¢ekavané velikosti (977 bp, Tabulka 13).
Musla2ansimdamdmbamiamdamM

5000 bp

1500 bp s -
- W W W W Y e

500 bp

Obrazek 11: Elektroforetogram colony PCR ENT3 inzertu v pENTR2B:GFP. M — standard molekulové
hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp), Cisly jsou oznaceny individudlni bakterialni
klony ziskané po natfeni na selekéni misku po provedeni LR reakce. Separace byla provedena v 1%
agarozovém gelu.

Na zakladé této colony PCR byly vybrany domnéle pozitivni klony 2, 6 a 8, které
byly naockovany do tekutého LB média obsahujiciho antibiotika pro naslednou izolaci
plazmidi. Obdobné byly pfipraveny i colony PCR pro ENT1, ENT6 a ENT8 s naslednym
vybérem domnéle pozitivnich klonl pro izolaci plazmidd. Izolované plazmidy byly poté
oveétovany pomoci kontrolni restrikce. Pouzité restrikéni enzymy a predpokladané velikosti

vzniklych nastépenych produktd jsou uvedeny v Tabulce 14.
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Tabulka 14: Pouzité restrikéni enzymy pro ovéfeni pfitomnosti inzertd ENT sekvenci a predpokladané
velikosti vzniklych nastépenych produkti

Gen Restrikéni enzym Velikost nastépenych produkti [bp]
ENT1 Notl + Sall 3014 + 1450
ENT3 Notl + Sall 3014 + 1948
ENT6 Notl + Sall 3014 + 2179
ENT8 Notl + Sall 3014 + 1385

Provedené restrikce byly poté analyzovany pomoci agar6zové elektroforézy
(Obrazek 12).

M 1 2 3 4 M
5000 S \eum—
- L N
- - =
1500 v e —
500 S—

Obrazek 12: Elektroforetogram kontrolni restrikce vybranych klontt pENTR2B:GFP nesouci geny ENT1,
ENT3, ENT6 a ENT8. M — standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi —
bp). 1 — pENTR2B:ENT1:GFP po §tépeni Notl + Sall, 2 — pENTR2B:ENT3:GFP po $tépeni Notl + Sall, 3 —
PENTR2B:ENT6:GFP po stépeni Notl + Sall, 4 — pENTR2B:ENT8:GFP po stépeni Notl + Sall. Separace
byla provedena v 1% agarozovém gelu.

Po ovéfeni pritomnosti inzerth ENT v pPENTR2B:GFP pomoci kontrolni restrikce
byla u vSech pfipravenych konstrukti provedena série sekvenacnich reakci, které ovétily
spravnost sekvenci. PO tomto ovétfeni byla nasledné nasezena LR reakce, kterd probiha
mezi vstupnimi vektory pENTR2B:GFP:ENT (entry klony) nesoucimi klonované geny
ohrani¢ené tzv. attL rekombina¢nimi misty a cilovym vektorem p2GW?7.0 obsahujicimi
rekombinacni attR mista — tento vektor je specificky navrzeny pro tranzientni transformaci
do rostlinnych protoplastii. Reakéni LR smés byla poté teplotnim Sokem transformovana
do kompetentnich bakterii Escherichia coli TOP 10 a bakterialni suspenze byla natfena na
Petrihno misku s LB médiem obsahujicim antibiotikum karbenicilin. Bakterialni kolonie
byly nasledné metodou colony PCR znovu testovany na piitomnost inzerti ENT1, ENT3,
ENT6 a ENT8 ve vektoru p2GW7.0. Pouzité dvojice primert a predpokladané velikosti

produktl jsou uvedeny v Tabulce 15.
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Tabulka 15: Dvojice primerti pro colony PCR a pfedpokladana velikost ENT produkti

Gen Nazev primeru Velikost PCR produktu [bp] Tn, [°C]

ENT1seq_FWO01

ENTI p2GW7.0_REO1 1563
ENT3seq_FWO01
ENT3 = 1722
p2GW7.0_REO1 55
ENT6seq_FWO02
ENT6 = 921
p2GW7.0_REO1
ENTS ENT8seq_FWO01 1800

p2GW7.0_REO1

Colony PCR reakce byly analyzovany pomoci agarézové elektroforézy — na Obrazku

13 je uveden priklad pro klonovani genu ENT1.

M1 2 3 456 78 91011121314 151617181920212223242526 M
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Obrazek 13: Elektroforetogram colony PCR ENT1 ve vektoru p2GW?7.0. M — standard molekulové hmotnosti
1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp), Cisly jsou oznaceny individualni bakterialni klony
ziskané po natfeni na selekéni misku po provedeni LR reakce. Separace byla provedena v 1% agarozovém
gelu.

Na zéklad¢ colony PCR byly v pfipadé¢ klonovani p2GW7.0:ENT1:GFP vybrany
domnéle pozitivni klony 11, 14 a 15, které byly naockovany do tekutého LB média
obsahujiciho antibiotikum karbenicilin pro naslednou izolaci plazmidi. Obdobnym
zpusobem byly piipraveny i colony PCR pro konstrukty ENT3, ENT6 a ENT8 a nasledné
byly vybrany domnéle pozitivni klony pro izolaci plazmidi. Izolované plazmidy byly poté
oveéfovany pomoci kontrolni restrikce za pouziti vybranych restrikénich endonukleaz, jak

je uvedeno v Tabulce 16.

Tabulka 16: Pouzité restrikéni enzymy pro ovéfeni pfitomnosti inzerti ENT sekvenci a pfedpokladané
velikosti vzniklych nastépenych produkti

Gen Restrikéni enzym Velikost nastépenych produkti [bp]
ENT1 Notl 5017 + 1512
ENT3 Notl 5017 + 2010
ENT6 Notl 5017 + 2241
ENT8 Notl 5017 + 1447
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Kontrolni restrikce byly poté analyzovany pomoci agar6zové elektroforézy (Obrazek
14).

Obrazek 14: Elektroforetogram kontrolni restrikce vybranych klonti p2GW?7.0 nesouci geny ENT1, ENT3,
ENT6 a ENT8. M — standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp). 1 —
p2GW7.0:ENTL1:GFP po stépeni Notl, 2 — p2GW7.0:EN3:GFP po $tépeni Notl, 3 — p2GW7.0:EN6:GFP po
stépeni Notl, 4 — p2GW7.0:EN8:GFP po stépeni Notl. Separace byla provedena v 1% agarozovém gelu.

Po provedeni kontrolni restrikce byly plazmidy znovu odeslany na kontrolni
sekvenaci za pouziti sekvenacnich primerti uvedenych v Tabulce 1. Po ovéfeni spravnosti
ENT sekvenci byly ¢étyfi ziskané ENT klony pouZity pro preparativni izolaci plazmidové
DNA, kterazto byla dale pouzita pro transformaci a piipravu tranzientné nadprodukujicich

protoplastti bunééné kultury Arabidopsis Ler.

5.1.2 Priprava expresnich ENT konstruktti s GFP znac¢kou pro tranzientni
transformaci rostlin Nicotiana benthamiana a stabilni transformaci

rostlin Arabidopsis thaliana

Pro ptipravu stabiln¢ nadprodukujicich rostlin Arabidopsis thaliana a zaroven i pro rychlé
testovani ENT konstrukt v rostlinach tabadku byly pfipraveny ENT konstrukty s GFP
znackou pod UBQ10 promotorem ve vektoru pUBQ10:pMCS-GW, coz je binarni vektor
urceny pro transformaci dvoud€loznych rostlin se selekei na herbicid BASTA. Konkrétné
byly vytvoreny konstrukty pUBQ10::ENT1:GFP, pUBQ10::ENT3:GFP,
pUBQI10::ENT6:GFP a pUBQ10::ENT8:GFP a pro stabiln¢ nadprodukujici rostliny
Arabidopsis thaliana rovnéz konstrukty pod kontrolou nativniho promotoru jednotlivych
ENT gend (asi 4 kb upstream oblast v genomické DNA): pENT1::ENT1:GFP,
PENT3::GFP, pENT6::ENT6:GFP a pENT8::ENT8:GFP.

5.1.2.1 Priprava expresnich ENT konstrukti s GFP znackou pod UBQ10

promotorem

Pomoci metod klonovani byly pfipraveny konstrukty pUBQ10::ENT1:GFP,
pUBQ10::ENT3:GFP, pUBQ10::ENT6:GFP a pUBQ10::ENT8:GFP, které¢ byly pouzity
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K tranzientni transformaci rostlin Nicotiana benthamiana a ke stabilni transformaci rostlin
Arabidopsis thaliana.

Zacatek postupu piipravy téchto konstruktii byl stejny jako v piipad¢ konstrukt pro
tranzientn¢ nadprodukujici protoplasty buné¢né kultury Arabidopsis Ler (kapitola 5.1.1) —
pfipravené¢ a ovefené entry klony PENTR2B:ENT1:GFP, pENTR2B:ENT3:GFP,
PENTR2B:ENT6:GFP a pENTR2B:ENT8:GFP byly pouzity pro LR reakci do cilového
vektoru pUBQ:pMCS_GW, ktery jiz obsahuje silny konstitutivni promotor genu pro
ubiquitin z Arabidopsis thalina (UBQ10) a je Gateway kompatibilni.

Byla tedy nasezena LR reakce, ktera probiha mezi vstupnimi vektory
PENTR2B:GFP nesoucimi klonované ENT geny ohrani¢ené attL rekombinacnimi misty
(entry klony) a cilovymi vektory pUBQ10:pMCS_GW obsahujicimi rekombina¢ni attR
mista. Reakéni LR smés byla poté teplotnim Sokem transformovana do kompetentnich
bakterii Escherichia coli TOP 10 a bakterialni suspenze byla natfena na Petriho misku s
LB médiem obsahujicim antibiotikum kanamycin. Bakterialni kolonie byly nasledné
testovany metodou colony PCR na ptitomnost inzertt ENT1, ENT3, ENT6 a ENT8 ve
vektoru pUBQ10:pMCS_GW. Pouzité dvojice primert a piedpokladané velikosti produktt
jsou uvedeny v Tabulce 17.

Tabulka 17: Dvojice primeri pro colony PCR a ptedpokladana velikost ENT produktii

Gen Nazev primeru Velikost PCR produktu [bp] Tm [°C]

UBQ10prom_FWO01

ENT1 11
ENT1seq_REO1 69
UBQ10prom_FWO01
ENT3 ENT3seq_REO1 1552 55
UBQ10prom_FWO01
ENT6 iy 1564
ENT6seq_REO1
UBQ10prom_FWO01 1979
ENT8 ENT8seq REO1

Colony PCR reakce byly analyzovany pomoci agar6zové elektroforézy — na Obrazku
15 je uveden piiklad agar6zové elektroforézy pro hledani inzertu ENT8. Na obrazku je
patrny specificky produkt PCR reakce v ocCekavané velikosti u nékolika bakteridlnich

klont (1279 bp, Tabulka 17).
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Obrazek 15: : Elektroforetogram colony PCR ENT8 ve vektoru pUBQ10:pMCS_GW. M - standard
molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp), Cisly jsou oznaceny individuélni
bakterialni klony ziskané po natfeni na selekéni misku po provedeni LR reakce. Separace byla provedena v
1% agarozovém gelu.

Na zéklad¢ colony PCR byly vybrany domnéle pozitivni klony 12, 13 a 15, které
byly nao¢kovany do tekutého LB média obsahujiciho selek¢ni antibiotika pro naslednou
izolaci plazmidi. Obdobné byly pfipraveny i colony PCR pro ENT1, ENT3 a ENT6
s naslednym vybérem pozitivnich klonti pro izolaci plazmida. Izolované plazmidy byly

poté ovétovany pomoci kontrolni restrikce za pouziti vybrané restrikéni endonukleazy

(Tabulka 18).

Tabulka 18: Pouzité restrikéni enzymy a piedpokladané velikosti vzniklych nastépenych ENT produkti

Gen Restrikéni enzym Velikost nastépenych produktii [bp]
ENT1 Xhol 8677 + 2255 + 1589
ENT3 Xhol 8677 + 2753 + 1589
ENT6 Xhol 8677 + 2984 + 1589
ENTS8 Xhol 8677 + 2190 + 1589

Kontrolni restrikce byly poté analyzovany pomoci agar6zové elektroforézy (Obrazek
16).

Obrazek 16: Elektroforetogram kontrolni restrikce vybranych klond pUBQI10:pMCS_GW nesouci geny
ENT1, ENT3, ENT6 a ENT8. M — standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech
bazi — bp). 1 — pUBQ10:ENTL1:GFP po stépeni Xhol, 2 — pUBQL0:ENT3:GFP po §tépeni Xhol, 3 —
pUBQ10:ENT6:GFP po stépeni Xhol, 4 — pUBQ10:ENT8:GFP po $tépeni Xhol. Separace byla provedena v
1% agarozovém gelu.
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Po provedeni kontrolni restrikce byly plazmidy odeslany na kontrolni sekvenaci za
pouziti sekvenacnich primeri uvedenych v Tabulce 1. Po ovéfeni spravnosti sekvenaci
byly nasledné tyto konstrukty elektroporaci transformovany do bakterie Agrobacterium
tumefaciens, které byly poté vyuzity Kk tranzietni transformaci rostlin Nicotiana

benthamiana a ke stabilni transformaci rostlin Arabidopsis thaliana metodou floral dip.

5.1.2.2 Priprava expresnich ENT konstruktu s GFP znackou pod nativhim

promotorem

Pro stabilni transformaci rostlin Arabidopsis thaliana byly dale pifipraveny konstrukty pod
kontrolou nativniho promotoru studovanych gent (asi 4 kb upstream oblast v genomické
DNA), PENT1::ENT1:GFP, PENT3::ENT3:GFP, PENT6::ENT6:GFP a
PENTS8::ENT8:GFP.

Nejprve byla z genomické DNA Arabidopsis thaliana opét provedena PCR
amplifikace genit ENT1, ENT3, ENT6 a ENTS, tentokrat vcetn¢ promotorovych oblasti
gend. V pfipadé genu ENT1 byly pouzity primery s restrik¢nimi misty Sall a Notl a
v ptipadé genit ENT3, ENT6 a ENT8 byla zvolena restrikéni mista Kpnl a Notl. Pouzité
dvojice primerit pro PCR amplifikaci a pfedpokladana velikost vzniklych produktii jsou

uvedeny v Tabulce 19, teplota tani DNA (Tp,) byla 55 °C.

Tabulka 19: Dvojice primerd pro PCR amplifikaci kompletnich ENT sekvenci véetné promotorové oblasti a
predpokladana velikost PCR produkti

Gen Nazev primeru Velikost PCR produktu [bp] Tm [°C]
ENT1 ENT1 prom_Sall FW04 5520
ENT1 Notl RE
ENT3 ENT3_prom_Kpnl_FWO01 6088
ENT3_Notl_RE 55
ENT6_prom_Kpnl_FW03
ENT6 ENT6_Notl RE 6255
ENTS ENT8 prom_Kpnl_FWO03 5469
ENT8 Notl RE

Vzniklé PCR produkty byly po probéhnuti PCR amplifikace analyzovany pomoci
agarozové elektroforézy (Obrazek 17, uvedeny PCR produkty pro ENT3 a ENT6).
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Obrazek 17: Elektroforetogram pro kontrolu amplifikace ENT3 a ENT6 PCR produkti s Kpnl a Notl
restrikénimi misty. M — standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp),
1-8 — amplikon ENT3, 9-16 — amplikon ENT6. Separace byla provedena v 1% agarézovém gelu.

Obdobné¢ byly provedeny i amplifikace pro ENT1 a ENT8 amplikony, ENT1
amplikon obsahoval restrikéni mista Sall a Notl, ENT8 amplikon pak opét Kpnl a Notl
mista. Nasledovalo piecisténi PCR produktu pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up
kitu a restrikce, jak PCR produktu, tak vektoru pENTR2B:GFP. Restrikce PCR produktt i
vektoru pENTR2B:GFP probihala za tcasti FastDigest pufru a FastDigest restrik¢nich
enzymu Sall a Notl v pfipadé ENT1 Kpnl a Notl v piipadé¢ ENT3, ENT6 a ENT8 po dobu
15 — 20 minut. Po provedeni restrikce a nastépeni PCR produktu a vektoru nésledovala
ligace, ktera slouzila pro vlozeni PCR produktti do klonovaciho vektoru pENTR2B:GFP.
Ligacni smés byla poté teplotnim Sokem transformovana do kompetentnich bakterii
Escherichia coli TOP 10 a bakteridlni suspenze byla natfena na Petriho misku s LB
médiem obsahujici selekéni antibiotikum. Bakterialni kolonie byly nasledné metodou
colony PCR testovany na ptitomnost inzerti ENT1, ENT3, ENT6 a ENT8 ve vektoru
PENTR2B:GFP. Pouzité dvojice primert a piedpokladané velikosti produktl jsou uvedeny
v Tabulce 20.

Tabulka 20: Dvojice primert pro colony PCR a pfedpokladana velikost ENT produkti

Gen Nazev primeru Velikost PCR produktu [bp] Tm [°C]
ENT1 gﬂ#lﬁﬁﬁiiq_RE01 1057

ENT3 Eiﬁggkﬁx;q_RE01 1159 -
ENT6 Eiﬁgiﬁﬁx;q_R501 1080

ENTS PENTR_FW 1015

ENT8promseq_REO1
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Colony PCR reakce byly analyzovany pomoci agar6zové elektroforézy (Obrazek 18,
ptiklad pro ENT8 amplikon).
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Obrazek 18: Elektroforetogram colony PCR ENT8 inzertu s 4 kb promotorovou oblasti v pPENTR2B:GFP. M
— standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp), ¢isly jsou oznaceny
individualni bakterialni klony ziskané po natfeni na selekéni misku po provedeni LR reakce. Separace byla
provedena v 1% agarozovém gelu.

Na zéklad¢é colony PCR byly pro pENTR2B:pENT8:ENT8:GFP vybrany pozitivni
klony 2, 3 a 8, které byly nao¢kovany do tekutého LB média obsahujiciho antibiotika pro
naslednou izolaci plazmidi. Obdobné byly pfipraveny i colony PCR pro ENT1, ENT3 a
ENT6 s naslednym vybérem pozitivnich klond pro izolaci plazmidd. Izolované plazmidy
byly poté ovéfovany pomoci kontrolni restrikce. Pouzité restrikéni enzymy a

piedpokladané velikosti vzniklych nastépenych produktt jsou uvedeny v Tabulce 21.

Tabulka 21: Restrikéni enzymy a ptedpokladané velikosti vzniklych nastépenych produkti

Gen Restrikéni enzym Velikost nastépenych produkti [bp]
ENT1 HindlIl1l 5709 + 2497 + 309

ENT3 EcoRl 5854 + 1570 + 1047

ENT6 HindlIl1l 6490 + 2743

ENT8 Xbal 6139 + 2338

Provedené restrikce byly poté analyzovany pomoci agarozové elektroforézy
(Obrazek 19).
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Obrazek 19: Elektroforetogram kontrolni restrikce vybranych klont pENTR2B:GFP nesouci geny ENT1,
ENT3, ENT6 a ENT8 s 4 kb promotorem. M — standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder
(velikost v parech bazi — bp). 1 — pENTR2B:pENT1:ENT1:GFP restrikce Hindlll, 2 -
PENTR2B:pENT3:ENT3:GFP restrikce EcoRI, 3 — pENTR2B:pENT6:ENT6:GFP restrikce Hindlll, 4 —
PENTR2B:pENT8:ENT8:GFP restrikce Xbal. Separace byla provedena v 1% agarozovém gelu.

Po ovéfeni izolovanych plazmidi byla nasezena LR reakce, ktera probihd mezi
vstupnimi vektory pENTR2B:GFP s ENT promotorovymi inzerty (entry klony) a cilovym
vektorem pMCS _GW. Reakéni LR smés byla poté teplotnim Sokem transformovana do
kompetentnich bakterii Escherichia coli TOP 10 a bakterialni suspenze byla natfena na
Petriho misku s LB médiem obsahujicim antibiotika. Bakterialni kolonie byly nasledné
testovany metodou colony PCR a opét testovany na piitomnost inzertit ENT1, ENT3, ENT6
a ENT8 s4 kb promotorem ve vektoru pMCS GW. Pouzité dvojice primert a

piedpokladané velikosti produkti jsou uvedeny v Tabulce 22.

Tabulka 22: Dvojice primeri pro colony PCR a ptedpokladana velikost ENT produktii

Gen Nazev primeru Velikost PCR produktu [bp] Tm [°C]

MASprom_FWO01

ENT1 794
ENT21promseq_REO1
MASprom_FWO01
ENT3 - 896
ENT3promseq_REO1 55
MASprom_FW01
ENT6 - 713
ENT6promseq_REO1
ENTS MASprom_FWO01 759

ENT8promseq_RE01

Colony PCR reakce byly analyzovany pomoci agar6zové elektroforézy (Obrazek 20,

ptiklad pro ENT3 konstrukt).

65



M 1 2 3 4 5 6 7 8§ M
S000tp —
TI . N =

- e S S e e
T - -
- e - - - - —

Obrazek 20: Elektroforetogram colony PCR ENT3 s 4 kb promotorem ve vektoru pMCS_GW. M — standard
molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v parech bazi — bp), Cisly jsou oznaceny individuélni
bakterialni klony ziskané po natfeni na selekéni misku po provedeni LR reakce. Separace byla provedena v
1% agarozovém gelu.

Na zékladé colony PCR byly vybrany domnéle pozitivni klony 4, 5 a 6, které byly
naockovany do tekutého LB média obsahujiciho selek¢ni antibiotika pro naslednou izolaci
plazmidi. Obdobné byly piipraveny i colony PCR pro ENT1, ENT6 a ENT8 s4 kb
promotorem s naslednym vybérem pozitivnich klonti pro izolaci plazmidd. Izolované
plazmidy byly poté ovéfovany pomoci kontrolni restrikce za pouziti restrikce. Pouzité

restrikéni enzymy a predpokladané velikosti vzniklych nastépenych produkti jsou uvedeny

v Tabulce 23.

Tabulka 23: Restrikéni enzymy a predpokladané velikosti vzniklych nastépenych produktt

Gen Restrikéni enzym Velikost nastépenych produktii [bp]
ENT1 Hindlll 10 016 + 2497 + 2161 + 309

ENT3 Sall 12 050 + 2760 + 754

ENT6 Sall 12 695 + 2252 + 754

ENT8 Hindll11 12 428 + 2226 + 227 + 64

Kontrolni restrikce byla poté analyzovana pomoci agardzové elektroforézy (Obrazek
21).

Obrazek 21: : Elektroforetogram kontrolni restrikce vybranych klond pMCS GW nesouci geny ENT1, ENT3,
ENT6 a ENT8 s 4 kb promotorem. M — standard molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA Ladder (velikost v
parech bazi — bp). 1 — pMCS_GW:pENT1:ENT1:GFP po stépeni Hindlll, 2 — pMCS_GW:pENT3:ENT3:GFP
po $tépeni Sall, 3 — pMCS_GW:pENT6:ENT6:GFP po Stépeni Sall, 4 — pMCS_GW:pENT8:ENT8:GFP po
stépeni HindlIIl. Separace byla provedena v 1% agarozovém gelu.
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Po provedeni kontrolni restrikce byly plazmidy odeslany na kontrolni sekvenaci za
pouziti sekvenacnich primeri uvedenych v Tabulce 1. Po ovéfeni spravnosti sekvenaci
byly tyto konstrukty elektroporaci transformovany do Agrobacterium tumefaciens.
Vysledné konstrukty pMCS_GW:pENT:ENT:GFP obsahujici ENT sekvence pod kontrolou
jejich pfirozenych promotorovych oblasti byly nasledn¢ transformovany do rostlin

Arabidopsis thaliana pro odvozeni stabilnich expresnich linii.

5.2 Priprava tranzientné nadprodukujicich protoplastti bunécné

kultury Ler

Pro rychlé testovani navrzenych konstrukt byla provedena PEG transformace izolovanych
protoplasti  buné¢né kultury Arabidopsis Ler bakteriemi Escherichia coli TOP10
obsahujici ~ konstrukty =~ 35S::ENT1:GFP, 35S::ENT3:GFP, 35S::ENT6:GFP,
35::ENT8:GFP, které byly ptipraveny C-termindlni GFP fuzi, a konstrukt 35S::GFP, ktery
slouzil jako kontrola.

Za pouziti konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu byl poté po 16
hodinach od transfekce protoplastii pomoci PEG pozorovan zeleny fluorescen¢ni signal

kontrolniho GFP (Obrazek 22) a fuznich ENT proteinti (Obrazek 23).

Obrazek 22: Pozitivni GFP kontrola pro srovnani tranzientni exprese fiznich ENT proteinti v protoplastech
buné¢né kultury Arabidopsis Ler. Pozorovano po 16 hodinach od transfekce. Hvézdic¢ka (*) oznacuje jadro.
Meéftitko 10 um.

Fluorescencni signal volného GFP, ktery slouzil jako pozitivni kontrola, byl

pozorovan v jadfe a v okoli cytoplazmatické membrany (Obrazek 22).
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10 um

Obrazek 23: srovnani tranzientni exprese fuznich ENT proteinli v protoplastech bunééné kultury Arabidopsis
Ler. 1 — ENT1-GFP, 2 — ENT3-GFP, 3 — ENT6-GFP, 4 — ENT8-GFP. Pozorovano po 16 hodinach od
transfekce. Hvézdicka (*) oznaduje jadro, Sipka (1) oznacuje bodovité struktury. Métitko 10 um.

Fluorescen¢ni signal fiznich ENT proteint ukazal, ze obecné byly tyto proteiny na
subcelularni trovni lokalizovany v okoli jadra a cytoplazmatické membrany (Obrazek 23).
U vétsiny pozorovanych protoplasti mohl byt také pozorovan vzor exprese podobny
endoplazmatickému retikulu (ER) a také bodovité struktury (Obrazek 23 — 1, Obrazek 23 —
2) ptipominajici Golgiho aparat (GA). V piipadé ENT1-GFP (Obrazek 23 — 1) a ENT8-
GFP (Obrazek 23 — 4) nebyla jadra zcela patrna, v bunkach se vyskytovaly dalsi
vakuolarni membranové utvary pfipominajici pre-vakuoldrni kompartmenty, V jejichz
blizkosti byl fluorescen¢ni signal pozorovan. Nejsilngjsi fluorescenéni signal a nejlepsi
expresi poskytoval ENT3-GFP (Obrazek 23 — 2), nejslabsi naopak ENT6-GFP (Obrazek
23 — 3). U Zadného z fuznich ENT proteint nebyl fluorescencni signél lokalizovan v jadie,
jako v ptipadé¢ volného GFP (Obrazek 22), coz svéd¢i o funkcnosti pfipravenych

konstruktu.
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5.3 Priprava tranzientné nadprodukujicich rostlin Nicotiana

benthamiana

Listy rostlin Nicotiana benthamiana byly pomoci metody infiltrace transformovany
bakteriemi  Agrobacterium tumefaciens GV3101, které obsahovaly konstrukty
pUBQ10::ENT1:GFP, pUBQ10::ENT3:GFP, pUBQ10::ENT6:GFP,
pUBQ10::ENT8:GFP, pfipravené C-terminalni GFP fuzi, a konstrukt 35S::GFP ve
vektoru pGWBL17, ktery slouzil jako kontrola.

Za pouziti konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu byl poté po 72
hodinach od infiltrace pozorovan zeleny fluorescencni signal kontrolniho GFP (Obrazek

24) a faznich ENT proteint (Obrazek 25).

Obrazek 24: Pozitivni GFP kontrola pro srovnani tranzientni exprese fuznich ENT proteind v listech mésic
starych rostlin Nicotiana benthamiana. Pozorovano 72 hodin od infiltrace. Hvézdi¢ka (*) oznacuje jadro,
ctverecek (*) oznacuje cytoplazmatické vlakno. Méfitko 20 um.

Fluorescencni signal volného GFP, ktery slouzil jako pozitivni kontrola, byl
pozorovan piedevSim v jadfe, v okoli cytoplazmatické membrany a v cytoplazmé

(pozorovana cytoplazmaticka vlakna) (Obrazek 24).
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Obrazek 25: srovnani tranzientni exprese fiznich ENT proteint v listech mésic starych rostlin Nicotiana
benthamiana. 1 — ENT1-GFP, 2 — ENT3-GFP, 3 — ENT6-GFP, 4 — ENT8-GFP. Pozorovano 72 hodin od
infiltrace. Hvézdicka (*) oznacuje jadro, ctverecek (=) oznacuje cytoplazmatické vlakno, Sipka (1) oznacuje
vackovité struktury. Meétitko 20 pm.

Fluorescenc¢ni signal fizniho proteinu ENT1-GFP byl pozorovan v okoli jadra, méné
pak Vvokoli cytoplazmatické membrany nebo v cytoplazmé (méné viditelna
cytoplazmatickd vldkna), bylo vSak pozorovano pomérné velké mnozstvi vackovitych
struktur (Obrazek 25 — 1) ptipominajicich GA. Podobnou lokalizaci v okoli jadra, v okoli
cytoplazmatické membrany a v cytoplazmé vykazoval také fuzni protein ENT3-GFP
(Obrazek 25 — 2). U ENT6-GFP byl fluorescencni signal lokalizovan v blizkosti jadra a
témet spojit€¢ v blizkosti cytoplazmatické membrany a v cytoplazmé (dobfe viditelna
cytoplazmatickd vlakna), vackovité struktury byly v tomto piipad¢€ ojediné€lé (Obrazek 25 —
3). Fluorescenc¢ni signal fuzniho proteinu ENT8-GFP byl oproti predchozim konstruktim
Vv okoli jadra a cytoplazmatické membrany a v cytoplazmé slabsi (cytoplazmaticka vlakna
nebyla témét viditelnd), bylo ale opét pozorovano velké mnozstvi blize nespecifikovanych
vackovitych struktur (Obrazek 25 — 4) piipominajici GA. Ve vétSiné piipada byl

pozorovan také vzor exprese podobny ER a jim vytvarené sité.
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U zédného z faznich ENT proteinti nebyl fluorescencni signal lokalizovan v jadte,
jako v ptipad¢ volného GFP (Obrazek 24), coz svéd¢i o funkénosti pfipravenych

konstruktu.
5.4 Priprava stabilné transformovanych linii Arabidopsis thaliana

Vzhledem Kk pribéhu pandemie COVID-19 se podafilo provést pouze transformaci do
rostlin Arabidopsis thaliana, byla tedy ziskana generace To; odvozeni stabilnich linii bude
pfedmétem dal$iho studia. Pro pfipravu stabilné¢ nadprodukujicich rostlin Arabidopsis
thaliana byly pfiblizné 1 mésic staré rostliny za pouziti metody floral dip transformovany
bakteriemi  Agrobacterium tumefaciens GV3101, Kkteré obsahovaly konstrukty
pUBQ10::ENT1:GFP, pUBQ10::ENT3:GFP, pUBQ10::ENT6 GFP,
pUBQI10::ENT8:GFP, pENT1::ENT1:GFP, PpENT3::GFP, pENT6::ENT6:GFP a
PENT8::ENT8:GFP, ptipravené C-termindlni GFP fuzi.

Po pfiiblizn€ po 14 dnech od transformace byla zrala semena z transformovanych
rostlin posbirana do papirovych sacki a mohou byt dale pouzita na selekci a pfipravu

homozygotnich nadprodukujicich ENT linii.

5.5 Fenotypizace korenové €asti T-DNA inzeréni linie Arabidopsis

thaliana entl

Fenotypizace kofenové €asti rostlin byla rozdélena na tfi ¢asti, analyzu délky primarniho
kotene (Obrazek 26), analyzu poctu laterdlnich kofent (Obrazek 27) a analyzu velikosti
uhlt mezi hlavnim kofenem a kofeny lateralnimi (Obrazek 28).

Nejprve byly tyden staré semenacky pieneseny na ctvercové misky s MS médiem,
misky byly v kofenové ¢asti semenackl obaleny ¢ernou folii, aby doslo k omezeni vlivu
svétla na rust kofenil. Poté byly misky po 2, 4, 7 a 9 dnech nasnimany za pouziti skeneru
Epson Perfection V700 Photo, néasledné byly dané parametry (délka primarniho kotene,
pocet laterdlnich kofenti, velikost Uhli mezi hlavnim kofenem a laterdlnimi kotfeny)
analyzovany v programu ImageJ. Ziskanad data byla déale zpracovana v programu MS

Excel, ve kterém bylo provedeno takeé statistické vyhodnoceni pomoci t-testu.
5.5.1 Analyza délky primarniho kofene

Analyza délky primarniho kofene byla ze skenerem nasnimanych obrazkd provedena

pomoci programu Imagel, ve kterém byla zméfena. V programu MS Excel byly poté
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z naméfenych hodnot délek priméarnich kofeni vypocitany aritmeticky prumér a
smérodatnd odchylka (SD). Pomoci t-testu byla ur¢ena také p-hodnota urcujici ptfipadny

statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).

Délka primarniho korene

délka korene [cm]

2 dny 4 dny 7 dni 9 dni

ECol-0 MENT1

Obrazek 26: Graf znazoriyjici primérnou délku kotene rostlin T-DNA inzeréni line entl (SALK_025174)
(ENT1) a divokého typu Columbia (Col-0) za standardnich podminek v ptitomnosti MS média po 2,4, 7 a 9
dnech od preneseni tyden starych semenackti na étvercové misky. Hodnoty v grafu pfedstavuji aritmeticky
primér + SD z 50 biologickych vzork.

Bylo zjisténo, Ze primérné délka kofene byla po 2 dnech od pfeneseni tyden starych
semendckil na ¢tvercové misky 2,80 + 0,38 cm pro Col-0 a 2,84 + 0,30 cm pro ENT1, po
4 dnech 4,38 £+ 0,44 cm pro Col-0 a 4,35 £ 0,42 cm pro ENT1, po 7 dnech 6,70 £ 0,61 cm
pro Col-0 a 6,66 £ 0,70 cm pro ENT1 a po 9 dnech 6,70 = 0,65 cm pro Col-0 a
6,69 = 0,65 cm pro ENT1. Provedenim t-testu bylo zjiSténo, ze mezi primérnymi délkami
primarniho kofene T-DNA inzeréni line entl (SALK 025174) a divokého typu (Col-0),
ktery slouzil jako kontrola, nebyly za danych podminek pozorovany zadné statisticky

vyznamné rozdily.
5.5.2 Analyza poctu lateralnich korent

Analyza poctu lateralnich kofenii byla ze skenerem nasnimanych obrdzkidi provedena
pomoci programu Imagel, ve kterém byly lateralni kofeny spocitany. V programu MS
Excel byly poté ze spocitaného mnozstvi laterdlnich kofenli vypocitany aritmeticky pramér
a smérodatna odchylka (SD). Pomoci t-testu byla urcena také p-hodnota urcujici pfipadny

statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).
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Pocet lateralnich kofenu
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Obrazek 27: Graf znazoriiujici primérny pocet lateralnich kofenti rostlin T-DNA inzeréni line entl
(SALK_025174) (ENT1) a divokého typu Columbia (Col-0) za standardnich podminek v ptitomnosti MS
média po 2, 4, 7 a 9 dnech od pteneseni tyden starych semenackl na ¢tvercové misky. Hodnoty v grafu
predstavuji aritmeticky praimér + SD z 50 biologickych vzorku.

Bylo zjisténo, ze prumérny pocet lateralnich kofenti byl po 2 dnech od pteneseni
tyden starych semenackt na ¢tvercové misky 1,52 + 1,00 pro Col-0 a 1,80 + 0,92 pro
ENTI, po 4 dnech 5,02 + 2,19 pro Col-0 a 4,83 + 1,99 pro ENT1, po 7 dnech 10,72 + 2,71
pro Col-0 a 10,22 + 3,11 pro ENT1 a po 9 dnech 11,36 + 2,92 pro Col-0 a 10,56 + 3,10 pro
ENT1. Provedenim t-testu bylo zji$téno, Ze mezi praimérnymi pocty lateralnich kotfent T-
DNA inzer¢ni line entl (SALK 025174) a divokého typu (Col-0), ktery slouzil jako

kontrola, nebyly za danych podminek pozorovany zadné statisticky vyznamné rozdily.
5.5.3 Analyza velikosti iUhlu mezi primarnim kofenem a lateralnimi koreny

Analyza velikosti Ghli mezi primarnim kofenem a laterdlnimi kofeny byla ze skenerem
nasnimanych obrazki provedena pomoci programu Imagel, ve kterém byly piislusné thly
zméteny. V programu MS Excel byly poté z namétenych hodnot délek primarnich kotent
vypocitany aritmeticky pramér a smérodatna odchylka. Pomoci t-testu byla urcena také p-

hodnota urcujici pripadny statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).

73



Velikost uhli mezi primarnim kofenem a
lateralnimi koreny

100

80

60

uhel [ °]

40

20

2 dny 4 dny 7 dni 9 dni

H Col-0 EMENT1

Obrazek 28: Graf znazornujici primérnou velikost thlti mezi primarnim kofenem a lateralnimi kofeny rostlin
T-DNA inzeréni line entl (SALK_025174) (ENT1) a divokého typu Columbia (Col-0) za standardnich
podminek v pfitomnosti MS média po 2, 4, 7 a 9 dnech od pfeneseni tyden starych semenackl na ctvercové
misky. Hodnoty v grafu pfedstavuji aritmeticky pramér + SD z 50 biologickych vzorku.

Bylo zjisténo, Ze primérna velikost thli mezi primarnim kofenem a laterdlnimi
koteny byla po 2 dnech od pfeneseni tyden starych semenackii na ctvercové misky
51,03 + 23,64° pro Col-0 a 56,38 + 19,34° pro ENT1, po 4 dnech 57,60 + 18,10° pro Col-0
a 57,02 £ 15,29° pro ENTI1, po 7 dnech 56,71 + 16,01° pro Col-0 a 58,08 = 16,40° pro
ENT1 a po 9 dnech 62,79 + 17,53° pro Col-0 a 60,43 + 17,32° pro ENT1. Provedenim t-
testu bylo zjiSténo, Ze mezi primeémymi velikostmi Uhll mezi primarnim kofenem a
lateralnimi kotfeny T-DNA inzeréni line entl (SALK 025174) a divokého typu (Col-0),
ktery slouzil jako kontrola, nebyly za danych podminek pozorovany zadné statisticky

vyznamné rozdily.

5.5.4 Fenotypizace nadzemni ¢asti T-DNA inzer¢ni linie Arabidopsis

thaliana entl

Fenotypizace nadzemni Casti rostlin byla provedena u 15 vzorkli 40 dni starych rostlin

pomoci analyzy poctu listd a analyzy hmotnosti rtizice listii (Obrazek 29).
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col-0

Obrazek 29: Srovnani nadzemni ¢asti rostlin T-DNA inzeréni line entl a divokého typu Columbia (Col-0) ve
40ti dennich rostlinach Arabidopsis thaliana L. (obrazky z ptipravované publikace poskytla Mgr. Tereza
Vanska)

Nejprve byl spocitan pocet listli (vyjma d€loznich listl), a to tak, ze bylo potieba
urcit, zda listy rostou ve sméru ¢i proti sméru hodinovych rucic¢ek a nasledné byly odspodu
spocitany. Poté byla rizice listll odstfizena a hmotnost nadzemni ¢asti rostlin zvazena. V
programu MS Excel byly poté ze ziskanych hodnot vypoclitdny aritmeticky primeér a
smérodatnd odchylka (SD). Pomoci t-testu byla ur¢ena také p-hodnota urcujici pfipadny

statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) (Tabulka 24).

Tabulka 24: Pocet listi a hmotnost nadzemni ¢asti rostlin T-DNA inzeréni line entl a divokého typu
Columbia (Col-0).

Col-0 ENT1
Pocet lista 19+1,3 21+1,5*%*
Hmotnost [mg] 475,2 + 88,45 491,2 +116,9

Bylo zjisténo, ze primérny pocet listd byl 19 £ 1,3 pro Col-0 a 21 = 1,5 (*) pro
ENTI, coz predstavovalo statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05). Primérna hmotnost
ruzice listd byla 475,2 £ 88,45 mg pro Col-0 a 491,2 £ 116,9 mg pro ENT1. Mezi
prumérnymi hmotnostmi rizice listd T-DNA inzeréni line entl a divokého typu (Col-0),

ktery slouzil jako kontrola, nebyl tedy pozorovan statisticky vyznamny rozdil.
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6 DISKUZE

Nepostradatelnou roli v fadé fyziologickych procest béhem ristu a vyvoje rostlin hraji
rostlinné hormony, mezi néz patii i CK a jejichz koncentrace musi byt pro zajiSténi
spravnych fyziologickych funkei efektivné regulovana. Kromé biosyntézy a degradace ¢i
inaktivace se na modulaci hladin a distribuci CK v rostlinach podili také jejich transport.
Jednu ze skupin CK transportérti predstavuji ENT, pfiCemz v modelovém organismu
Arabidopsis thaliana bylo objeveno 8 ¢lent této rodiny (Li et al., 2003).

O mozném zapojeni AtENT proteinti do transportu riznych forem CK vsSak bylo
dosud publikovano pouze omezené mnozstvi praci (napiiklad Sun et al., 2005; Hirose et
al., 2008), diplomova prace méla tedy piispét k rozsiteni téchto poznatkd.

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace byla ptiprava konstruktti slouzicich pro
ptipravu nadprodukujicich linii vybranych ENT v Arabidopsis thaliana, u kterych se na
zaklad¢ dostupné literatury ptedpokladda vztah k CK bunééné kompartmentalizaci.
Konkrétné se jednalo o ENTI1, ENT3, ENT6 a ENTS. Ovéfené konstrukty byly
transformovany do protoplasti Arabidopsis thaliana a do listd rostlin Nicotiana
benthamiana a za pouziti konfokalni laserové skenovaci mikroskopie a technologie
znaceni GFP byla sledovana subcelularni lokalizace ENT1-GFP, ENT3-GFP, ENT6-GFP a
ENT8-GFP v tranzientnich systémech Arabidopsis thaliana i Nicotiana benthamiana. Dale
se pak prace také blize zabyvala charakterizaci transportni funkce proteinu AtENT1, a to
pomoci fenotypizace kotfenové a nadzemni €asti rostlin jeho dostupné T-DNA inzeréni
linie.

Za ucelem rychlého testovani a ovétreni funk¢énosti ENT-GFP proteinovych fuzi byly
tedy pfipraveny dvé fady konstruktii pro uvedené rostlinné modely a ovéfené konstrukty
byly nasledné pouzity pro stabilni transformaci rostlin Arabidopsis thaliana. Prvnim
krokem k urceni lokalizace ENT1, ENT3, ENT6 a ENTS proteinii bylo tedy jejich klasické
a Gateway klonovani k piipravé expresnich konstruktd. V rdmci prace bylo C-termindlni
GFP fuzi Gspésné ptipraveno hned ne€kolik typit ENT proteinovych konstrukti, které poté
slouzily k riznym ucelim. Jednalo se o ENT konstrukty s GFP znackou pod
konstitutivnim 35S promotorem ve vektoru p2GW?7.0, konkrétné¢ 35S::ENT1:GFP,
35S::ENT3:GFP, 35S::ENT6:GFP, 35::ENT8:GFP, které byly pouzity k tranzientni
transformaci protoplasti bunééné kultury Arabidopsis thaliana (ekotyp Ler), ENT
konstrukty s GFP znackou pod UBQ10 promotorem ve vektoru pUBQ10:pMCS_GW,
konkrétn¢ pUBQL0::ENT1:GFP, pUBQ10::ENT3:GFP, pUBQ10::ENT6:GFP a
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pUBQ10::ENT8:GFP, které byly pouzity pro ptipravu tranzientné nadprodukujicich rostlin
Nicotiana benthamiana a stabilné nadprodukujicich rostlin Arabidopsis thaliana a nakonec
ENT konstrukty s GFP znackou pod kontrolou nativniho promotoru ve vektoru
pMCS _GW, konkrétn¢ pENTL1::ENT1:GFP, pENT3::GFP, pENT6::ENT6:GFP a
PENT8::ENT8:GFP, které byly urCeny pro odvozeni stabilnich rostlinnych linii v
Arabidopsis thaliana.

Piipravenymi konstrukty byly nejprve transformovany bakterie Escherichia coli TOP
10, pomoci kterych byla poté provedena tranzientni transformace protoplasti bunécné
kultury Arabidopsis Ler, nebo Agrobacterium tumefaciens GV3103, pomoci kterych byla
poté provedena tranzientni transformace rostlin Nicotiana benthamiana a stabilni
transformace rostlin Arabidopsis thaliana metodou floral dip.

Pozorovani pomoci konfokélniho laserového skenovaciho mikroskopu ukazalo, ze
dochazelo k expresi vSech pfipravenych konstrukti, a to jak v protoplastech, tak u
Nicotiana benthamiana, pficemz Kk nejsilnéjsi expresi dochazelo u proteinu ENT3.
Fluorescencni signadl fhznich ENT proteinti ukazal, Ze obecné byly tyto proteiny na
subcelularni urovni lokalizovany v okoli jadra a cytoplazmatické membrany, coz pievdzné
odpovida dosavadnim predpokladim o0 lokalizaci ENT proteini. U ENT1 dosavadni
poznatky naznacuji navic i lokalizaci v tonoplastech, membranach obklopujicich obsah
vakuol (Jaquinod et al., 2007; Bernard et al., 2011). U proteini ENT3 a ENT6 uvadéji
dosavadni publikace lokalizaci v cytoplazmatické membrané (Li et al., 2003; Wormit et
al., 2004), coz bylo pozorovano i v naSem piipadé. V piipadé ENT8 nebyla dosud
lokalizace v publikacich potvrzena, na zaklad¢ jeji sekvencni podobnosti s ENT1 je vSak
predpokladana jeji lokalizace v cytoplazmatické membrang, ¢emuz by odpovidala i nase
pozorovani.

Ve vétsin¢ piipadli pozorovanych protoplasti byl také pozorovan vzor exprese
podobny ER a také bodovité struktury pfipominajici GA, které byly patrné zejména u
ENT1 a ENT3. Mohlo by se jednat o nadprodukované proteiny, které mohly byt
pozorovany v jednotlivych kompartmentech drahy transportu a t¥idéni proteinti z ER do
GA a nasledné do vakuol, kde mohou byt proteiny uchovavany (zasobni vakuoly) nebo
naopak muze dochazet k jejich degradaci (lytické vakuoly), pfipadné do cytoplazmatické
membrany (Xiang et al., 2013). Z tohoto divodu byly proto piipraveny i konstrukty pod
kontrolou ptedpoklddanych pfirozenych promotorovych oblasti, kde by se tyto mozné

artefakty nemély vyskytovat.
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U listd Nicotiana benthamiana bylo pozorovano také mnozstvi blize neurCenych
vackovitych struktur, které by mohly pfedstavovat proteinové agregaty nebo transportni
formy téchto proteini, z toho divodu se proto dale piipravuji konstrukty s N-terminalni
GFP fazi. Opét byl pozorovan také vzor exprese piipominajici ER v okoli jadra a jim
vytvafend sit. Signal pozorovany v cytoplazmé by pfipravené konstrukty poskytovat
nemély, protoze se jedna o transmembranové proteiny, nicméné u rostlin Nicotiana
benthamiana dochazi k heterologni expresi, takze proteiny z Arabidopsis thaliana nemusi
Vv tomto rostlinném druhu vykazovat presnou lokalizaci. Na zaklad¢ téchto poznatkl se
nam heterologni systém Nicotiana benthamiana obecné jevi jako nejméné vhodny pro
studium proteinii AtENT.

Tyto experimenty vSak slouzily pfedev§im pro ovéfeni funkénosti ptipravenych
proteinovych konstrukti, tedy toho, Ze nedochazi k §tépeni konstruktdi a pozorovani
volného GFP v jadre. Konkrétngjsi lokalizaci jednotlivych ENT tak poskytnou az
konstrukty pUBQ10::ENT:GFP pouzité pro tvorbu stabilné¢ nadprodukujicich rostlinnych
linii Arabidopsis.

U zadného z pfipravenych fuznich ENT proteini nebyl u transformovanych
protoplasti ani rostlin Nicotiana benthamiana fluorescen¢ni signal lokalizovan v jadre,
jako je tomu v piipadé volného GFP, ktery slouzil jako pozitivni kontrola, coz svéd¢i o
usp&Sném naklonovani a funkénosti fuznich ENT-GFP pfipravenych konstruktd. Tuto
domnénku by bylo vhodné potvrdit i dalSimi experimenty, naptiklad imunodetekci fiznich
ENT proteini metodou Western blottingu nebo pomoci kvantitativni PCR (qPCR), coz
bude pfedmétem dalSiho studia.

Dalsi ¢ast prace byla zaméfena na konkrétnéjSi charakterizaci transportni funkce
proteinu AtENT1, a to pomoci charakterizace fenotypového projevu dostupné T-DNA
inzer¢ni linie entl. V ramci této fenotypizace byla analyzovana kofenova a nadzemni ¢ast
rostlin. Fenotypizace kofenové ¢asti byla provadéna v prosttedi MS média a byly
sledovany tfi parametry, a sice délka primarniho kotene, pocet lateralnich kotfenti a ihly
svirané primarnim kofenem a uhly lateralnimi. V ani jednom z analyzovanych parametra
vSak uz na prvni pohled nebyl ve fenotypu T-DNA inzer¢ni linie entl a divokého typu
patrny rozdil, coZ bylo zmétfenim a vyhodnocenim danych parametrii potvrzeno.

Je mozné, ze v standardnim prosttedi MS média nemuselo k fenotypovému projevu
dochazet, protoze jednotlivé ENT formy by se v transportu CK mohly dopliovat. Patrny
rozdil ve fenotypu T-DNA inzer¢ni linie entl a divokého typu by v§ak mohl byt pozorovan

za podminek snizen¢ho obsahu dusiku v MS médiu, nebot’ pii snizeném obsahu dusiku
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vykazovaly AtENT1 a AtENT3 vyssi expresi a byl zvySen také nukleosidovy import.
(Cornelius et al., 2012).

Vysledky fenotypizace nadzemni Casti rostlin z ptfipravované publikace poskytla
Mgr. Tereza Vanska. Byla provedena analyza poctu listi a analyza hmotnosti razice listl.
Bylo zjisténo, ze prumérny pocet listh rostlin T-DNA inzer¢ni linie entl byl ve srovnani
s divokym typem signifikantné vyssi. Primérnd hmotnost listd rizice byla u mutantnich
rostlin entl také vysSi nez u divokého typu, ackoliv tento rozdil nebyl statisticky
signifikantni.

Prestoze analyzou kofenové casti T-DNA inzer¢ni linie entl se tedy za danych
podminek transportni funkci AtENTI sledovanim fenotypového projevu potvrdit
nepodaftilo, vysledky analyzy nadzemni ¢ésti fenotypovy projev této mutantni linie
naznaCuji a bude zapotfebi provedeni dalSich experimentli, naptiklad v podminkach

snizeného obsahu dusiku, pfipadné v podminkéch exogenni aplikace riznych forem CK.
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7 ZAVER

Diplomova prace byla zaméiena na studium vybranych ¢lentt ENT s predpokladanou
transportni funkci. Teoreticka ¢ast shrnuje dosavadni poznatky o biosyntéze, degradaci a
transportu CK v rostlinach.

V experimentalni ¢asti prace byly metodou klasického a Gateway klonovani uspésné
ptipraveny expresni konstrukty 35S::ENT1:GFP, 35S::ENT3:GFP, 35S::ENT6:GFP a
35::ENT8:GFP pro testovani v tranzientné¢ nadprodukujicich protoplastech bunécné
kultury Arabidopsis thaliana (ekotyp Ler) a pUBQ10::ENT1:GFP, pUBQ10::ENT3:GFP,
pUBQL0::ENT6:GFP a pUBQ10::ENT8:GFP, které byly nejprve testovany v listech
rostlin Nicotiana benthamiana metodou tranzientni exprese.

Za pouziti konfokalni laserové skenovaci mikroskopie a technologie fluorescen¢niho
znaceni pomoci GFP byla poté uréena subcelularni lokalizace fiznich proteint ENTI-
GFP, ENT3-GFP, ENT6-GFP a ENT8-GFP v blizkosti jadra a cytoplazmatické membrany,
a to jak u tranzientné nadprodukujicich protoplastii bunééné kultury Arabidopsis Ler, tak u
listl tranzientné nadprodukujich rostlin Nicotiana benthamiana.

Uspésné  otestované  konstrukty v uvedenych  tranzientnich  systémech,
pUBQ10::ENT1:GFP, pUBQ10::ENT3:GFP, pUBQ10::ENT6:GFP a
pUBQL0::ENT8:GFP, byly spolu s dal§imi pfipravenymi konstrukty pENT1::ENT1:GFP,
PENT3::GFP, pENT6::ENT6:GFP a pENT8::ENT8:GFP pouzity také pro piipravu
stabilnich homozygotnich nadprodukujicich linii ENT v Arabidopsis thaliana, které budou
predmétem dalsiho studia.

Dale byla provedena bliz8i charakterizace dostupné T-DNA inzer¢ni linie entl,
v ramci které byla provedena fenotypizace homozygotnich mutantnich rostlin entl. Ackoli
analyzou kotfenové Casti T-DNA inzer¢ni linie entl nebyl fenotyp prokazan, analyza
nadzemni ¢asti prokdzala vyznamné vysSsi pocet listh linie entl ve srovnani s divokym
typem. Vysledky analyzy nadzemni €asti tedy naznacuji fenotypovy projev této linie a
bude zapotiebi dalSich experimentll pro potvrzeni mozného cytokinin-hyposensitivniho
efektu u entl mutantnich rostlin.

Vysledky dosaZzené vramci prace mohou byt v budoucnu vyuzity k dalSimu
zkoumani a pfispét k objasnéni transportnich funkei CK ptenaseci, které by mohly pomoci
blize porozumét distribuci CK a jejich mechanismu ucinku a rozsifit tak dosavadni

poznatky v oblasti hormonalni regulace rostlin.
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