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Abstrakt

Jednou z hlavnich zivotnich strategii mnohobunécnych organismt je udrZeni
rovnovahy mezi diferenciovanymi a kmenovymi buitkami. Rostliny si udrzuji
kmenové bunky v piesné definovanych zonach, které se oznacuji jako meristém. Osud
rostlinné buniky je fizeny pfesnym pomérem koncentraci fytohormonl auxini a
cytokininti. Dulezitym faktorem, ktery ovlivituje zivot bunky, je zména v genové
expresi. Pfi samotné regulaci exprese hraji dilezitou roli transkripéni faktory. Jakozto
viechny proteiny, také transkripéni faktory podléhaji degradaci. Uginnym prostfedkem
odbouravani proteinli je tzv. ubikvitinace. Jde o efektni zplsob regulace hladiny
transkripénich faktorti a proteinli, které se uCastni napf. signalizace fytohormont
vrostling, a nepfimo tim tedy ovliviyji jeji rast a vyvoj. Jednim z takto
degradovanych proteini jsou ERF proteiny. Jejich vliv se uplatiiuje v regeneraci
vyhont, ale jejich pfesna funkce v procesu neni dosud vyjasnénd. Piedmétem této
prace je studium bpm mutanti Arabidopsis thaliana. U nich je vyfazen gen pro BPM
protein, ktery je zapojen do ubikvitinace v tzv. SCF komplexu.

V teoretické Casti byla vypracovana reSerSe na téma organogeneze, transkripéni
represory a degradace protein.

Cilem experimentalni ¢asti byl zisk homozygotnich lini bpm mutantt PCR
genotypizaci, analyza delece bpm geni RT-PCR, pozorovani fenotypu vybranych linii
a studium interakce BPM a ERF proteini metodou dvouhybridni kvasinkovy systém.

V praci se nepodafilo prokazat fenotyp bpm mutantd. Niz$i regenerace byla
pozorovana pouze u mutanta cul3™, ktery byl do pozorovéni zafazen a ma taktéz
vytazen gen pro slozku degrada¢niho komplexu. Byly prokazany interakce proteinu
ERF4 s proteiny BPM1, BPM2, BPM3 a BPM4. Protein ERF8 interagoval s BPM1,
BPM2 a BPM3.
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CILE PRACE

Cilem teoretické casti prace je shrnout poznatky o organogenezi, jak z historického
hlediska, tak z nejnové&jsich vyzkumi. Popisuje metodologie de novo organogeneze a
jeji vyhody. Prace se dale dotyka tématu transkripcénich represort, zejména téch, které
obsajuji EAR motiv. V posledni ¢asti se vénuje degradacni cesté proteint, ubikvitinaci,
jejimu mechanismus a uplatnéni.

Cilem experimentalni Casti je pozorovani fenotypu bpm mutanta Arabidopsis
thaliana. Delece BPM genu se odrazi na funkci ubikvitina¢niho ligasového komplexu
SCF, do kterého je BPM protein zapojen. BPM v komplexu vaze protein urceny
k degradaci, v tomto konkrétnim ptipadé proteiny ERF, transkrip¢ni faktory. ERF jsou
zapojeny do regenerace prytu. Jako fenotypovy projev bude tedy sledovdna schopnost
regenerace nadzemni ¢asti rostliny. V experimentalni ¢asti také bude ovétena interakce

proteini BPM a ERF.
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1 UVOD

V regeneraci rostliny hraji kliCovou roli hormony auxiny a cytokininy, respektive pomér
jejich koncentraci. Péstovani explantatii na zivnych médiich s definovanym pomérem
téchto hormont Usti v generaci kalusu, vyhonti ¢i kotfene (Skoog a Miller, 1957). Tento
objev vedl kzavedeni explantatovych kultur. Metoda je vyuzivana pii studiu
organogeneze az dodnes. Zmény pomért hladin hormonii v médiich CIM a SIM iniciuji
zmény v genové expresi a v expresi transkripénich faktord ovliviwujicich regeneraci
(Cary et al., 2002). Jedny z transkripénich faktor Gc¢astnicich se regenerace vyhonu
jsou ERF proteiny. Jedna se o transkripéni faktory obsahujici represorovou doménu
EAR (Guo et al., 2005). V nedavnych studiich Chena et al. (2013) byla potvrzena
interakce ERF s proteiny BPM, které jsou soucasti E3 ligasy zprostfedkovavajici
ubikvitinaéni degradaci proteinli. Cesta ubikvitinace tak mulze byt ucinnym
mechanismem regulace hladiny represortt ERF. Nésledujici préace si proto klade si za cil
zjistit, zda ztrita komponentu zapojeného do degradace represort ERF povede ke

snizené schopnosti regenerace mutanta.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Organogeneze

Kazdy organismus mé do jisté miry zachovanou schopnost regenerace. Tento proces
zahrnuje zaceleni, zhojeni a obnoveni poSkozené, zranéné tkané, respektive pletiva.
Rostliny jsou na rozdil od zivoCichli v uméni tohoto procesu jest¢ dale a ovladaji
mechanismy, diky kterym muize byt z odstranéné Casti rostliny regenerovano nové
rostlinné télo s diferenciovanymi organy. Tomuto typu regenerace se fika de novo
organogeneze. Velké uplatnéni nachazi in vitro regenerace rostlin v rostlinnych a

Slechtitelskych biotechnologiich (Xu a Huang, 2014).

2.1.1 Explantatové kultury

De novo organogeneze spociva v utvafeni kofenil a vyhonl u rostlinnych explantati
kultivovanych v definovanych zivnych médiich. Média pro kultivaci explantatovych
kultur obsahuji kromé zakladnich zivnych komponent (makro- a mikroprvky, organické
slouceniny jako vitaminy, sacharidy) také fytohormony auxiny a cytokininy. Zménou
pomeéru jejich koncentraci v médiu se méni podminky rlstu explantatd, a to bud’ ve
prospéch kofenli nebo nadzemni ¢asti nebo shluku bunék, kalusu. K tomuto objevu
dosli jiz v 50.letech 20.stoleti Skoog a Miller (Skoog a Miller, 1957). Explantatové
kultury jsou tak vhodnym, Casem provéfenym a efektivnim systémem pro studium

organogeneze.

2.1.2 Metodologie

Diky zavedeni explantatovych kultur je regenerace kofentt a vyhond snadno
manipulovatelnd zménami pomért auxind a cytokinini v kultiva¢nich médiich.

CIM (callus inducting medium; kalus indukujici médium) je médium bohaté¢ na
auxiny. Jejich pfevladajici koncentrace nad cytokininy podporuje tvorbu
dediferenciovaného pletiva, kalusu. SIM (shoot inducting medium; pryt indukujici

médium) je bohaté na cytokininy. Pomér koncentraci fytohormonti hovoftici v prospéch



cytokininli ovliviiuje pozitivné tvorbu vyhont. RIM (root inducting medium; kofeny
indukujici médium) obsahuje jen auxiny a indukuje tvorbu kotfent (Xu a Huang, 2014).

V praxi se pro de novo organogenezi vyuziva kombinace médii CIM, RIM a SIM.
Bézné zavedenym protokolem je dvoukrokova regenerace (Obr.1l). Podle n&j se
kofenovy explantat inkubuje po dobu 2 - 4 dni na CIM a poté je pfenesen na SIM nebo
RIM. Inkubaci epxlantati na SIM jsou po n¢kolika dnech (v zavislosti na fenotypu)
pozorovatelné nové vyhony (Cary et al., 2002; Motte et al., 2014).

semenacek
Arabidopsis

2iP 1 mg/l -
zeleny kalus vjhony
kofenovy g 0smgn kinetin

IAA 0,15 mg/l
|
=
explantat 0 pM 2P

RIM
0,9 uM 1AA kofeny

0,5 mgll 24D

Obr. 1 Schéma de novo organogeneze kofenového explantatu na indukénich médiich, upraveno
podle Cary et al. (2002).



2.1.3 Transdiferenciace bunék kalusu

Regenerace rostliny prochazi pies stadium tzv. kalusu. AvSak tvrzeni, ze kalus je
souborem neorganizovanych, dediferenciovanych bunék, jiz bylo vyvraceno. Nejnovejsi
poznatky (viz napt. Che et al., 2002; Sugimoto et al., 2010) dokladaji, ze bunky kalusu
jsou odvozeny od bun¢k kofenového pericyklu. Pro pericyklovy plvod kalusovych
bun¢k sveédéi i fakt, Ze geny zapojené ve tvorbé postrannich kofentu se uplatiuji i ve
tvorbé kalusu. Namisto dediferenciace ve spojeni se zménou bunécné identity se proto
zacina hovofit spiSe o bunééné transdiferenciaci (Sugimoto et al., 2011).

Pteména kalusu ve vyhony po pienosu z CIM na SIM je umoznéna zménou v expresi
genll — zvySenou expresi genll zapojenych ve vyvoji vyhoni a zménou hladiny
regulacnich transkrip¢nich faktord (Cary et al., 2002). Za iniciatory zmén v expresi jsou
povazovany jiz zminéné koncentrace auxinil a cytokinind. Cytokininy v SIM stoji za
rozsifovanim stonkového apikéalniho meristému a podporuji regeneraci ve sméru ristu

vyhont (Xu a Huang, 2014).

2.1.4 Apikalni meristémy

Apikalni meristémy jsou primarni déliva pletiva nachazejici se v téle rostliny na jejich
vzrostnych vrcholech stonku a kotfene. Tvofi je soubor kmenovych bunck. Z téch se
Vv riznych fazich vyvoje rostliny utvareji listy, rozmnoZovaci organy a kvéty. Kmenové
meristematické buiiky jsou totipotentni — maji schopnost dat vzniku jakémukoliv typu
bunky, a za uréitych podminek z nich mize byt regenerovano celé rostlinné télo (Xu
a Huang, 2014).

Meristémy jsou organizované v zony (Obr. 2), liSici se svou specifickou expresi genl,
a tak 1 specifickou funkci v meristému. Na povrchu se nachazi centrdlni zona
poskytujici kmenové bunky. Obklopuje ji periferni zona, ze které se zakladaji rostlinné
organy. Zebrovy meristém udrzuje soubor kmenovych bunék. Tii vrstvy, do kterych se
meristém déli, davaji vzniku vnitinim ¢i vnéjsim pletivim (Aichinger et al., 2012).

Na udrzovani a zachovavani funkce meristému se podileji geny WUSCHEL (WUS)
a CLAVATA1-3 (CLV1-3) (Schoof et al., 2000). Cinnost gent je podpoiena regulaci
fytohormony, a to pfedevsim cytokininy a auxiny. V nasledujici ¢asti prace je objasnéna

regulace meristému vysSe jmenovanymi geny s podporou cytokininové odpovédi.
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Obr. 2 Schéma apikalniho meristému. V centralni zoné (CZ) jsou organiza¢ni buiiky a
kmenové bunky, ze kterych se vyviji dcefiné buniky. Ty se déli pifi pfekonavani periferni zony
(PZ) a poté diferencuji a vyviji se v lateralni organy. Pod centralni a periferni zénou je zebrovy
meristém (RZ). Pivod ruznych pletiv je naznacen vyzna¢enymi vrstvami (L1 a L2 s antiklinalné
se délicimi kmenovymi bunikami, L3 s butikami délicimi se v§emi sméry). Pfevzato z Heidstra a
Sabatini (2014).

Velikost meristému je regulovana spolupraci gent WUS a CLV1-3 (Schoof et al.,
2000). V organiza¢nim centru dochazi k expresi transkripéniho faktoru WUS. Diky
expresi WUS ziskavaji buniky v dalSich vrstvach meristému identitu kmenovych bun¢k a
meristém se rozSifuje (Schoof et al., 2000). Kmenové buiky odpovidaji zpét
organizaénimu centru expresi CLV3, signalniho peptidu. CLV3 je ligandem receptor
kinasy CLV1. Jejich interakce vede ke spusténi signalni drahy, ktera kon¢i represi WUS
genu a zamezenim zvétSovani vrstvy kmenovych bunék meristému. Touto negativni

zpétnou vazbou je zajisténa stala velikost meristému (Ogawa et al., 2008).

2.1.5 Cytokininova signalizace

WUS/CLV regulacni smycka v udrZzovani apikélniho meristému je podpofena signdlni
drahou cytokininu.

Pro pfijem signalu cytokininli existuji v buiitkdch specializované receptory
Vv membranach, histidin kinasy. Ty zprosttedkovavaji transfer fosfaitu na AHP
(Arabidopsis histidine phosphotransfer) protein, ktery vstupuje do jadra, kde dale
fosforyluje regulatory odpoveédi, ARR (Arabidopsis response regulator). Mezi tyto
regulatory patii ARR typu A a ARR typu B. ARR efektory spousti fyziologickou

11



odpovéd’ na signdl cytokininli. ARR typu A piendsi signal na primarni efektory, nejvetsi
meérou ovliviiuji pfenos signalu negativné. ARR typu B aktivuji transkripci genli pro
ARR typu A a pro regulatory CRF (cytokinin response factor) (Obr. 3) (Jennifer et al.,
2004).

plazmalema

HK (CREI, AHK2, AHK3)

cyvtoplazma

fyziologické odpovédi
na cytokininovy signdl
A

> dalsi efektory

transkripce T

dal3i efektory genll RR-A —» mRNA RR-A
CRF —» mRNACRF —» @

g g Wy v
fyziologické odpovédi
na cytokininovy signal

Obr. 3 Schéma cytokininové signalizace v butice. Cytokinin je zaznamenan histidin kinasou
(HK) ulozenou v membrané. Kinasa fosforyluje proteiny HP (histidine phosphotranspher
protein). HP vstupuji do jadra a v ném fosforyluji regulatory RR (response regulator) typu A a
B. RR regulatory dale prevadi signal na dal§i efektory a cely pfenos usti vyvolanim
fyziologické odpovédi. Pievzato z Pavlova a Fischer, 2014.
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Ukazalo se, ze exprese genu WUS vede Kk potlaceni transkripénich regulator ARR
typu A (Obr. 4), které v cytokininové signalizaci zpusobuji represi cytokininy
indukovanych gend. Utlumeni ARR typu A tak vede ke stimulaci cytokininové
odpovédi a expresi cytokininem indukovanych gent. Naopak nadexprese ARR typu A
zapri¢ini potlaceni WUS genu (Gordon et al., 2009).

Potlaceni aktivity ARR typu A vede tedy k rozSifovani meristémui. Do regulace ARR
typu A jsou Vv meristtmu zapojeny i auxiny. Auxinovy transkripéni faktor
ARF5/MONOPTEROUS (MP) podporuje represi ARR typu A (Zhao et al., 2010).
Potlaceni apikalniho meristému bylo prokazano také u nékolikanasobnych ipt mutantt,
u nichz je vyfazen gen pro expresi enzymu IPT (isopentenyltransferasa), ktery je
zapojen Vv biosyntéze cytokinint.. Ztratou funkce enzymu IPT byla snizena produkce
cytokinin. Zaroven s jejich sniZzenou hladinou byla redukovéna tvorba apikalniho

meristému, coz potvrzuje roli cytokinind v regulaci meristému (Miyawaki et al., 2006).

Obr. 4 Regulace apikalniho meristému se zapojenim cytokininu, pfevzato z Kalve et al., 2014.
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2.2 Regulace genové exprese

Rostliny jsou pfirozené a neustale vystavovany podminkam, které se méni skokem. Vliv
prosttedi se odrazi v riistu a vyvoji rostliny. Kli¢em k pteziti v ptirodé je jim rychld a
efektivni odpoveéd’ na vSechny biotické a abiotické faktory. Nejzakladn€jsSim principem
obrany a odpovédi na signaly je regulace genové exprese. Jeji aktivaci ¢i naopak
potlacenim mize rostlina ménit a regulovat hladiny proteint, které dale ovliviiuji
hladiny fytohormonti a jinych latek (Krogan a Long, 2009).

K regulaci genové exprese dochéazi nejCastéji na urovni transkripce. Expresi dale
ovlivituje alternativni sestith mRNA, uprava primarniho transkriptu, selekce pro
translaci a post-translac¢ni Gpravy vzniklych proteint (Alberts et al., 2005). V regulaci
transkripce hraji vyznamnou roli proteiny oznacované jako transkripéni faktory. Tyto
regulatorové proteiny se vazi na jejich vazebné misto DNA a svou pfitomnosti ovliviiuji
pribéh transkripce. V piipadé€, ze reguluji expresi pozitivné, mluvime o transkripénich
aktivatorech, negativni vliv maji transkrip¢ni represory.

Exprese transkripénich faktorti hraje vyznamnou roli béhem rostlinné regenerace.
V pribéhu organogeneze dochazi k zménam v jejich expresi, tedy i ke zménam v jejich
hladinach v buiice. Na Obr. 5 je mozné vidét, Ze po pienosu explantatu z CIM na SIM
dochdzi ke zménam v expresi nckterych gent pro transkripni faktory (represory,
aktivatory). Tyto zmény jsou zavislé na stadiu regenerace. Tato prace je i proto
zamé&fena na geny, jejichZ exprese se v prib&hu regenerace rostliny méni. Tato zména

Vv expresi zptisobuje zménu ve vyvoji.
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Obr. 5 Zaznam analyzy profilti genové exprese pii inkubaci na CIM a SIM podle Che et al.
(2002).

2.2.1 Transkrip¢ni represory

Na zéklad€¢ vnitini struktury a mechanismu piisobeni mizeme mluvit o pasivnich
a aktivnich transkripcnich represorech. Pasivni represory brani aktivaci transkripce bud’
kompetici o DNA — vazebné misto s transkripénim aktivatorem, nebo mohou tvofit
vazbou s aktivatory neaktivni heterodimery, které ztraci svou aktiva¢ni schopnost.
Neobsahuji vSak Zadnou konzervovanou represorovou doménu. Naopak, aktivni
represory proteinovou represorovou doménu obsahuji. Ta je dualezitd pro inhibici
aktivace transkripce reakci s podjednotkami transkripéniho komplexu nebo
S pozitivnimi transkripénimi regulatory. Druhym zplsobem potlaceni transkripce je
interakce aktivnich represorti s histon deacetylasami, které pozménuji strukturu histonu,
¢imz znemoznuji ptistup dal$im regulatorim k jejich vazebnému mistu v DNA (Kagale
etal., 2010).

Mezi proteinové motivy konzervované v transkripcnich regulatorech obecné patii
EAR (ethylene - responsive element binding factor - associated amphiphilic repression)
(Ohta et al., 2001), TLLLFR (Matsui et al., 2008), R/LFGV (lkeda a Ohme — Takagi,
2009) a LxLxPP (Paponov et al., 2009). Nasledujici ¢ast prace se bude podrobnéji

vénovat EAR motivu.
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2.2.1.1 EAR motiv

EAR motiv se podle studii Kagaleho a Rozwadowskeho (2014) jevi jako ptevladajici
anejvice konzervovana doména transkripcnich regulatorti v rostlinné fisi. Jako jeden
z prvnich byl identifikovan u proteinti ERF (etylene response factors) z rodiny proteinti
APETALAZ2/EREBP  (etylen—responsive—element-binding  protein), ktera  ¢ita
u Arabidopsis podle Guoa et al. (2005) 144 ¢lend. ERF byly jiz diive znamy
a povazovany za transkripéni faktory schopné vazat DNA (Singh et al., 2002).
Represorovy EAR motiv se nachazi dale napt. v tfidé TFIIIA Zn-finger proteinech
(Ohta et al., 2001). Jednim z prikladi uplatnéni EAR represorového motivu v regulaci
pfenosu signall v rostling je jeho zapojeni do regulace auxinové odpovédi. Je to totiz
pravé EAR motiv, ktery charakterizuje skupinu represorovych proteinii Aux/IAA
(Tiwari, 2004).

Kagale a Rozwadowski (2014) shrnuji dosavadni poznatky, které prokazuji tvorbu
represorovych komplexi EAR s dal$imi korepresory, jako jsou SAP18 (SIN3-
associated polypeptide of 18 kDa) ¢i TPL (TOPLESS). U faktorit ERF3 A ERF4 byla
prokdzana interakce s AtSAP18 a nasledna tvorba represorového komplexu s histon
deacetylasou HDA19 (histone deacetylase 19) (Song a Galbraith, 2006).

ERF transkripcni faktory se ti€astni mnohych hormonélnich odpovédi v reakcich na
stres. Podporuji odolnost a obranné reakce rostliny vii¢i napadeni patogennimi
organismy (Lorenzo et al., 2003). Jejich vliv se uplatiiuje v senescenci listi (Koyama
etal., 2005). Negativné ovliviiuji regeneraci vyhonu rostliny (Ikeda, nepublikované
vysledky).

Podle Chena et al. (2013) podléhaji ERF proteiny interakci s proteinovou doménou
BPM. Ta je soucasti ubikvitinaéniho enzymového komplexu E3 a zajiStuje oznaceni
cilovych proteini k proteasomalni degradaci. ERF proteiny jsou touto cestou
degradovany. Jejich cilena degradace tak muze uGcCinné regulovat genovou expresi,
respektive potlacit vliv EAR represorii na regulaci transkripce, a tim i vyznamné
ovlivitovat fytohormonovou odpovéd’ a signalizaci v rostlin¢ (Yang et al., 2005). Tato
prace se dale ve své experimentalni ¢asti zamétuje na praci s mutanty s deleci genii pro
proteiny zapojené do ubikvitinace. Cilem studia mutantd je zjistit, zda vyfazeni slozky

zapojené v degradaci ERF proteinti ovlivni schopnost regenerace vyhon.
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2.3 Degradace proteinu

Vsudypftitomné proteiny hraji v Zivot¢ mnoho uloh a je dilezité, aby organismus mohl
ucinné regulovat jejich hladiny. Udrzovani homeostaze proteinii v buiice zajistuji dva
pfisné fizené d&je, proteosyntéza a proteolyza (Toyama a Hetzer, 2013).

Odbourédvani intracelularnich proteini muze probihat neselektivné v organelach
zvanych lysozomy obsahujici hydrolytické enzymy (Settembre et al., 2013), stejné tak
existuje mechanismus, ktery proteiny cilené oznacuje k degradaci, tj. ubikvitin —
proteasomalni degradacni cesta. Cilena degradace proteini je hybnou silou regulace

bunécného cyklu a spousty dalsich bunécnych pochodu (Peters, 2005).

2.3.1 Mechanismus ubikvitinace

Ubikvitinace je post — translaénim procesem Upravy proteint. Ubikvitinované proteiny
dale podléhaji riznym osudiim, mohou byt v buiice déle transportovany nebo se ti¢astnit
obrannych reakci proti infekcim (Kim et al., 2007). S ubikvitinaci nejcastéji spojovany
d&j je vsak degradace, na kterou je nasledujici ¢ast prace zaméfena.

Ubikvitin je maly protein o sekvenci 76 aminokyselin. Jejich sekvence je
konzervovana, mezi zZivocichy, rostlinami a houbami se 1i$i pouze 2-3 reziduii (Smalle
a Vierstra, 2004). Vazbu se substratem tvoii pomoci Sesti ze svych sedmi lysinovych

Navazani ubikvitinu na protein probiha v enzymatické kaskadé (Obr. 6). Molekula
ubikvitinu, proteinového ,,polibku smrti®, je nejdiive aktivovana pro jeji dalSi cestu.
V tomto kroku je vyuzita energie ATP, COOH skupina na jejim C-termindlnim konci je
adenylovana. Molekula je pfenesena na tzv. ubikvitin — aktivaéni enzym E1. Zde tvofii
thioesterovou vazbu s cysteinovym reziduem aktivniho mista enzymu. Druhym
klicovym enzymem v ubikvitinani kaskadé je E2 ubikvitin — konjuga¢ni enzym. E2
pfijima kovalentné navdzany ubikvitin z E1 eznymu. Aktivnim reziduem je u E2 opét
cystein. Finalnim krokem je pfenos molekuly na substratovy protein, coz zajist'uje tieti

ezymovy komplex, a to ubikvitin ligasa E3 (Hershko et al., 1983; Callis, 2014).

17



AMP + PP

°>-@ + ATP
)

Substrdt € — — — —
= .'\N\NH ""-:r
d Substrat

> A;S\"\/\/\ NH
+ @

Obr. 6 Schéma ubikvitinace. (Upraveno dle Roger B. Dodd, 2011, dostupné =z
https://en.wikipedia.org/wiki/Ubiquitin#/media/File:Ubiquitylation.svg.)

Vazba ubikvitinu se substratem je zprostiedkovana nckolika zplsoby. Mize
vzniknout isopeptidova vazba se-NH2 skupinou na lysinovém reziduu substratu,
popiipadé muize ubikvitin s proteinem tvofit peptidovou, esterovou ¢i thioesterovou
vazbu prostiednictvim rezidui serinu, threoninu a cysteinu (Callis, 2014).

Pti polyubikvitinaci slouzi prvni molekula ubikvitinu na substratu jako akceptor
dalsich ptenasenych molekul ubikvitinu. Polyubikvitinovym fetézcem oznaceny protein
je v bunkach rozpoznavan ubikvitin — vazajicim proteinem, respektive ubikvitinovymi
receptory (Husnjak et al., 2008). Tyto komponenty ubikvitinovany protein dorué¢i na
misto jeho dal$iho vyuziti. Specifické proteiny sméfuji ubikvitinované proteiny na misto
jejich degradace — do 26S proteasomu. Zda — li v§ak oznaceny protein bude degradovan,
zalezi zvlasté na zplsobu utvofeni ubikvitinového fetézce a reziduu, pres ktery se
ubikvitin k proteinu vaze. Takto znafené proteiny mohou poté hrat roli v transportu
proteini v bunice, odpovédi na infekci, aktivaci kinas ¢i v proteosyntéze (Pickart
a Fushman, 2004).

Proteinové ,,kontejnery*, proteasomy, jsou komplexni proteasové utvary sestavajici

se z vice nez 30 podjednotek. Rozklad proteind probihd ve valcovitém proteolytickém
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jadre, které je na obou koncich uzavieno viky, kterd rozpoznavaji znacené proteiny

(Smalle a Vierstra, 2004).

2.3.2 Ubikuvitin ligasy E3

Na rozdil od prvnich dvou skupin ubikvitina¢nich enzymi jsou E3 ligasy nejpocetnéjsi
a nejrozmanitéjsi ttidou enzymu ubikvitinové kaskady. Oproti pfisné konzervovanym
dvéma formam enzyma E1 (Hatfield etal., 1997) a 37 v konjugaci zapojenych E2
(Michelle et al., 2009) bylo u Arabidopsis thaliana identifikovano kolem 1200 druhd
E3. Takové cislo jiz otevird cestu k regulaci ubikvitinace riiznych substratovych
proteind diky vysoké specifité E3 ligas (Vierstra, 2003).

Podle strukturnich motivii a mechanismu piasobeni jsou E3 ligasy rozdéleny do
2 rodin: HECT (Huibregtse et al., 1995) a RING doména (Lorick et al., 1999). Ob¢
jmenované domény se dale déli do podrodin. Tato prace se zamé&fuje na jednu z nich,

a to komplex SCF, obsahujici doménu RING.

2.3.2.1 SCF komplex

E3 ligasovy komplex SCF je tvofen ze 4 zékladnich proteinovych podjednotek: CUL1
(cullinl), Rbx1 (ring box protein 1), Skpl (S — phase kinase associated protein 1) a ¢len
rodiny F-box proteind. Cullin protein slouzi v komplexu jako leSeni propojujici celou
skupinu proteind, ktera zajist'uje prenos ubikvitinu z E2 na substrat. Svym N — koncem
vaze cullin proteiny Skpl — F-Box, pfes C — konec je pak napojen protein Rbx1, nesouci
E2 s konjugovanym ubikvitinem (Zheng et al., 2002) (Obr. 7).

19



Obr. 7 Ptenos ubikvitinu na substrat SCF komplexem (pievzato z Jia a Sun, 2009).

Specifitu daného SCF komplexu zajistuje vném zapojeny F-box protein
rozpoznavajici substrat. Jednd se o pocetnou proteinovou rodinu, pro kterou se
v genomu Arabidopsis nachazi vice nez 600 gent (Gagne et al., 2002). SCF je zapojen
do rozpoznavani a degradace proteind v bunécném cyklu ¢i vregulaci a udrzovani

hladiny fytohormond. Jako ptiklad lze uvést komplex SCF™™

. Jeho substratem jsou
transkripéni represory Aux/IAA zapojené v odpovédi na auxin. Transkripci kontroluji
interakci s dal$i skupinou transkripénich regulatorti, ARF (auxin response factor).
Hladina Aux/IAA proteint je regulovana ptitomnosti auxinu. F-box protein tohoto SCF
komplexu, TIR1, po indukci auxinem oznacuje represory Aux/IAA k degradaci.
Odstranénim represort jsou aktivovany transkripéni faktory ARF, ¢imz je umoznéna
exprese auxinem indukovanych genii (Maraschin et al., 2009).

Analogem k SCF komplexu je Cul3 — BPM ligasovy komplex, ve kterém hraje tlohu
spojovaciho proteinu cullin 3. Ubikvitin — konjuga¢ni enzym E2 je v tomto ptipadé opét
vazan pres Rbx1, funkci proteini Skpl a F-box zde ale spojuje v jednu protein
obsahujici tzv. BTB/POZ — MATH doménu (BPM). Z hlediska struktury je BTB/POZ
doména obdobou Skpl (Geyer et al., 2003). V ligasovém komplexu interaguje
s cullinem3 a zaroven poskytuje vazebné misto pro substrat. Udava tak E3 ligase jeji

substratovou specifitu (van den Heuvel, 2004) (Obr. 9). V genomu Arabidopsis je
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kodovano 6 BPM proteinu (BPM1 — BPM6). Jejich kombinace s dvémi typy proteint
cullin 3a a cullin 3b dava vzniku riznorodé skupiné E3 ligas (Weber et al., 2005).

Cul3 complex

Obr. 8 Cul3-BPM ligasovy komplex (upraveno dle van den Heuvel, 2004).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Rostlinny material

Semena vybranych mutantnich linii Arabidopsis thaliana byla ziskana z Nottingham
Arabidopsis stock centre (NASC, Velka Britanie). Jednalo se 0 nasledujici linie (Alonso
et al., 2003):

bpm1 SALK_125026

bpml SALK 31057
bpm2 GK_391E4
bpm3 SALK_72848
bpm5 SALK_67244
bpm6 SALK 118960

cul3™?

3.1.2 Chemikalie

Agarosa (Sigma, USA)
Chloroform:isoamylalkohol 24:1 (Sigma, USA)
10mM dNTP (Fermentas, Kanada)

Ethidium bromid (NeoLab, Némecko)

Gaborg B5 metidum (Duchefa, Nizozemsko)

Gene ruler 1 kb Plus (Thermo Scientific, USA)
GoTaqg G2 Flexi DNA polymerasa (Promega, USA)
5x Green GoTaq Flexi pufr (Promega, USA)
Hydroxid draselny (Lach:ner, Ceska republika)

MES monohydrat (Duchefa, Nizozemsko)
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25mM MgCl; (Promega, USA)

Murashige & Skoog medium including vitamins (Duchefa, Nizozemsko)
Nuclease-free voda (Qiagen, Némecko)

100uM oligo(dT) (Sigma, USA)

Phytagel (Sigma, USA)

5x Reakéni pufr pro RT (Thermo Scientific, USA)

Revert Aid H minus reversni transkriptasa 200 U/ul (Thermo Scientific, USA)
Sacharosa (Lach:ner, Ceské republika)

5x Turbo DNAse pufr (Ambion, USA)

Turbo DNAse (Ambion, USA)

3.1.3 Roztoky

TE (50ml): 500 ul 1M Tris HCI (pH8), 100 ul 0,5M EDTA (pHS), 49,4 ml sterilni
dH,0

G-DNA extrakéni pufr (500 ml): 100 ml 1M Tris HCI, 20 ml 0,5M EDTA,31,25 4M
NaCl, 75 ml 10% SDS, 323,75 ml dH,0

50x TAE (500 ml): 50 ml EDTA (pH 8), 400 ml Tris, 27 ml koncentrovana kyselina
octova, 23 ml dH,O
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3.1.4 Primery

Tabulka ¢.1 Pouzité primery a jejich sekvence nukleotida.

primer sekvence

LBalm TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
GKL8760 GGGCTACACTGAATTGGTAGCTC
BPM1 RBamHI CTGGATCCTCAGTGCAACCGGGGCT
BPM1 R1103 TTTAGCGAGAGTACCCACAGATC
BPM1 F606 AGCTTCTCTAGCTGCCCAAACTCTG
BPM1 FNdel TTGCATATGGGCACAACTAGGGTCG
BPM2 RBamHI ATTGGATCCTAATGTAACCGTTGCTT
BPM2 F1170 TGCGAGTTTTAGATCATGGCTCCTG
BPM2 R1999 TCCCATTTAAGTCACAACCATCAGC
BPM2 FNdel TGTCATAGGACACAATTAGGGTTTC
BPM3 RBamHI TAAGGATCCTAAGACACTGCTCGCAC
BPM3 R3541 AGGCAGATGATCCTTCATACAAG
BPM3 F3106 TGGCAACACTTGCGTTGG

BPM3 FNdel ACGCATATGTCAGAATCAGTGATTCA
BPM5 RBamHI TTGGGATCCTAGGTGGTTCGTTGTCT
BPM5 R2256 GCTAATGAAACCCAATGCGAAC
BPM5 FNdel ACGCATATGTCAGAATCAGTGATTCA
BPM6 RBamHI AAGGGATCCTAAGTGGTTCGCTGCCT
BPM6 R1744 TAACTTCAGTACATTCACTAGCC
BPM6 F1219 CACAAACCGGATTAGAGATAACC
BPM6 FEcoRI TCTGAATTCATGTCAAAGCTAATGACC
tubulin U.51 GGACAAGCTGGGATCCAGGTCG
tubulin U.52 CATCGTCTCCACCTTCAGCACC

3.1.5 Komer¢ni soupravy

Matchmaker Gold Yeast-Two-Hybrid system (Clontech, USA)

RNAqueous phenol-free total RNA isolation (Ambion, USA)

3.1.6 Pristroje

Analytické vahy Nahita (BangCo, Ceska republika)

Binokulérni lupa Stereoscopic zoom microscope SMZ1000/SMZ800 (Nikon, Japonsko)
Centrifuga stolni Eppendorf AG (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga velka chlazena Eppendorg 5810 R (Eppendorf, Némecko)
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Elektroforeticka vana a pfislusenstvi pro elektroforézu (Biometra, Némecko)
Gel-Doc EZ (Bio-Rad, USA)

Kulovy mlyn MM 400 (Retsch, Némecko)

Laboratorni pfedvazky KRD S3102 (BEL engineering, Italie)

Laminarni box (Merci, Ceska republika)

Magneticka michacka RH basic 2 (IKA, Némecko)

pH metr 3505 (Jenway, USA)

Spektrofotometr NanoDrop (Thermo Scientific, USA)

Spektrofotometr (Biochrom, Velka Britanie)

Termocykler TGradient (Biometra, Némecko)

Termocykler Veriti 96 well fast therman cycler (ThermoFisher Scientific, USA)
Termoblok ThermoCell (Bioer, Cina)

Ttepacka inkubovana (Biosan, LotySsko)

Vortex Combi-Spin FVL-2400 N (Biosan, Lotyssko)

3.2 Metody

3.2.1 Sterilizace semen

Sterilizace probihala v laminarnim boxu. Semena byla promyta 1 ml 70% ethanolu, poté
se k nim pfidal roztok 500 ul hypochloridu sodného, 100 pl 70% ethanolu a 400 pl
sterilni dH2O. Po 10 minutach byl roztok odstranén a semena 3x promyta sterilni dH,O.

Sterilizovana semena byly uchovavany pii 4°C.

3.2.2 Priprava médii
Pro izolaci RNA byly rostliny kultivovany na 0,6% MS médiu. Na 100 ml média bylo

navazeno 0,6 g Phytagelu, 0,43 g MS média, 0,05 g MES a 1 g sacharosy a rozpusténo
v miliQ H,0. pH bylo upraveno 4M KOH na 5.7. Roztok byl autoklavovan.
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Rostliny pro fenotypizaci byly péstovany na 0,8% MS médiu, které bylo piipraveno
stejnym zpusobem, jako je uvedeno vysSe, s tim rozdilem, Ze bylo navazeno
0,8 g Phytagelu na 100 ml média.

Na 100 ml SIM média bylo navazeno 0,43 g MS soli, 1 g sacharosy, 0,05 g MES, 0,6
g Phytagelu, pH upraveno 4M KOH na 5.7. Po autoklavovani bylo ptidan iP na finalni
koncentraci 1 mg.I™" a IAA (finalni koncentrace 0,15 mg.1™).

CIM médium bylo piipraveno navazenim 0,31 g B5 Gamborg soli na 100 ml, 2 g
glukosy, 0,05 g MES, 0,5 g Phytagelu, pH upraveno na 5.7 4M KOH. Po autoklavovani
byla pridana kyselina 2,4 — dichlorfenoxyoctova (findlni koncentrace 0,5 mg.I?") a

kinetin (finalni koncentrace 0,05 mg.1™).

3.2.3 Priprava rostlinného materialu

Vysterilizovana semena byla umisténa na Petriho misky s pfisluSnymi médii
V laminarnim boxu. Misky se semeny byly po 4 dny ponechany v lednici a poté
preneseny do fytotronu. Misky s rostlinami pro néaslednou inkubaci na CIM a SIM byly

ve fytotronu umistény ve vertikalni poloze, misky pro izolaci RNA v horizontalni.

3.2.4 Podminky péstovani rostlin

Petriho misky s vysazenymi semeny byly umistény do fytotronu. Svételny rezim byl 12

hodin svétla, teplota byla udrzovéana na 21°C, humidita 70 %.

3.2.5 Izolace genomové DNA

Do mikrozkumavek byly odebrané 1-2 listy rostlin. Spole¢né s 300 pul extrakéniho pufru
a 120 pl smési chloroform:isoamylakohol (24:1) byly listy homogenizovany pomoci
molekularniho kulového mlynku. Po sto€eni na stolni centrifuze (8°C, 5 min, 14000
rpm) byl supernatant odebran do ¢isté mikrozkumavky a doplnén 900 pl 96% ethanolu a
na 15 min uschovan pii -20°C. Nasledovala centrifugace (10 min, stejné podminky viz
vyse), odebrani supernatantu a promyti 100 pl 70% ethanolu. Po dalsi centrifugaci (3
min, stejné podminky viz vyse) se odebral supernatant a vysuSeny pelet se rozpustil v

50 ul TE. Vzorky genomické DNA se uchovavaly pii -20°C.

26



3.2.6 PCR genotypizace

Genomickd DNA byla amplifikovdna metodou PCR za vyuziti dvou kombinaci
primerd: pro T-DNA inzerci (transgenni DNA jejiz za¢lenéni do genomu vede k deleci

genu) a pro usek genu v gDNA, kde je inzerce o¢ekavana (Obr. 9).

F primer 2 R primer 2 F primer 2 .
primer = R primer 1) = F primer 1) R primer 2

> <| » 4
V V

gDNA | \ 9DNA

> < > <

F primer 1 R primer 1 F primer 1 R primer 1

Obr. 9 Primery 1 jsou navrzeny pro usek v genomické DNA, primery 2 na usek inzertni
T-DNA. Pii pouziti primerd 1 dochazi pouze k amplifikaci tiseku, ktery neobsahuje vlozenou
T-DNA a vznika amplikon o velikosti cca 1000 bp. U mutantni alely je Gsek k amplifikaci pFilis
velky (az 8000 bp) a v jednom cyklu PCR se nestihne syntetizovat. Primer 2 naseda na sekvenci
v T-DNA. U alely neobsahujici transgenni DNA k amplifikaci nemtze dochazet. Pii pouziti
primert 2 dochazi k amplifikaci cca 500 bp velkych useku.

Kombinaci dvou part primerti je mozno poté z elektroforetického zdznamu rozlisit
homozygotni jedince od heterozygotnich a od jedinct divokého typu (wild-type, wt).
Homozygotni jedinci, ktefi budou dale vyuZivani pro dalsi pokusy, vykazuji amplifikaci
pouze v oblasti inzerce, na elektroferogramu je videt zaznam pouze ve vzorcich, ve
kterych bylo pouzito specifického primeru pro T-DNA inzerci (oznaceny cervené
v Tabulce 2). Reakéni smés byla piipravena podle Tabulky 3 a program v termocykleru

zvolen podle Tabulky 4.
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Tabulka 2 Kombinace primert pro amplifikaci jednotlivych genotypi

genotyp primer F primer R

bpm1l BPM1 F606 BPM1 R1103
LBalm BPM2 R1103

bpm2 BPM2 F1170 BPM2 R1999
BPM2 F1170 GKL8760

bpm3 BPM3 F3106 BPM3 R3541
BPM3 F3106 LBalm

bpm5 BPM5 FNdel BPM5 R2256
LBalm BPM5 R2256

bpm6 BPM6 F1219 BPM6 R1744
BPM6 F1219 LBalm

Tabulka 3 Objemové slozeni reakéni smési pro PCR.

Objem [pl]

gDNA 1

5x Green GoTag Flexi pufr 2

MgCl, 1

Smés dANTP 1

Primer R (reverse) 0,8

Primer F (forward) 0,8

GoTaq G2 Flexi DNA polymerasa 0,05

dH,O 34

Tabulka 4 Reakéni podminky PCR.

Krok Teplota [°C] Cas [s]

Pocatecni denaturace 95 60

Denaturace 95 20

Anelace 56 20

Elongace 72 60

Konec¢na elongace 72 420
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3.2.7 Gelova elektroforéza

Elektroforéza amplifikovanych vzorkli genomické DNA probihala v prostiedi 1x TAE
pufru na agarosovém gelu o koncentraci 1,75%. Ten byl pfipraven navazenim 7 g
agarosy do 400 ml 1x TAE pufru. Ke gelu byl pfidan roztok ethidium bromidu
Vv pracovni koncentraci 0,5 - 1ug/ml. Kromé vzorkii se do jedné jamky gelu nanesla
kontrola Col-0 a DNA marker 1 kb Plus (Obr. 10) jakozto ukazatel velikosti fragmenti
DNA. Pracovni napéti bylo 120 V a primérma doba pribéhu elektroforézy byla

15 minut. Zaznam byl zachycen ve form¢ elektroferogramu piistrojem Gel-Doc.

[bp]

20000

Obr. 10 Pouzity marker — GeneRuler 1kb Plus DNA ladder.

3.2.8 lzolace RNA

Z 10dennich semenackil byla izolovana celkovd RNA. K izolaci bylo navazeno 100 ng
rostlinného materidlu. Vlastni izolaci pfedchizela homogenizace materidlu drcenim
pomoci plastovych ty€inek v mikrozkumavach, material byl udrzovan ve zmrazeném
stavu pomoci tekutého dusiku. Kizolaci byla dale vyuZzita komeréni souprava
RNAgeous. K homogenatu bylo ptidano 1000 pl Lysis/binding pufru. Smés byla
stoena na stolni centrifuze 5 min, 4°C, pfi maximalnich otac¢kach. Supernatant byl
odebran do 2 ml mikrozkumavek. Nasledovalo pfidani 1000 pl 64% ethanolu. Vzdy 700

ul vzorku bylo napipetovano na filtr do mikrozkumavek poskytnutych v Kitu.
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Nasledovala centrifugace (2 min, 4°C, 14 000 g). Tento krok se opakoval, dokud se po
700 pl neprefiltroval cely objem vzorku. Supernatant z mikrozkumavky byl vzdy
odstranén. Filtr se poté promyl 700 ul promyvaciho pufru Wash solution I, nasledovala
centrifugace se stejnymi podminkami jako vyse. Filtr se po tomto kroku promyl 500 ul
promyvaciho pufru Wash solution 2/3, stocil se na centrifuze za stejnych podminek jako
vyse. Supernatant byl odstranén. Promyvani probéhlo dvakrat. Na zavér se stocil filtr
Vv mikrozkumavce na sucho, bez pufru. Filtr byl umistén do Cist¢é mikrozkumavky.
Z termobloku vyhtatého na 80°C bylo na filtr pfidano 60 pl elu¢niho pufru. Vzorek byl
sto¢en pii 21°C, 1 min, 14 000 g. Poté bylo k filtru stejnym zpisobem piidano 40 pl
elu¢niho pufru a opét nasledovala centrifugace. Vzorky RNA v mikrozkumavkach byly
poté uchovavany na ledu.

RNA byla déle oSetfena DNasou. Pliivodni vzorek byl rozdélen na 2 alikvoty po 50 pl.
Ke kazdému se piidalo 6 pul DNase pufru. K tomu se v prvni fazi ptidaly 3 ul DNasy.
Vzorek se nechal inkubovat pifi 37°C po dobu 45 minut. V druhé fazi se po inkubaci ke
vzorku pfidaly 2 pul DNasy. Nasledovala opét inkubace.

Nakonec byla RNA piecisténa. Alikvoty se spojily v jeden, k nému bylo ptidano LiCl
V polovi¢nim objemu (cca 50 pl). Vzorek se uchoval na 30 minut pfi -20°C. Poté se
stoCil 15 minut, pti 4°C, pfi maximalnich otaCkach. Pelet se promyl ledovym 70%
EtOH, opét se stoCil. Ziskany pelet byl rozpustén v 26 ul vody bez nukleasy.
Koncentrace celkové RNA byla méfena spektrometricky na pfistroji NanoDrop,

nafedéna na 400 ng.ul'l. Vzorky RNA se uchovavaly pii -80°C.

3.29 RT-PCR

Z RNA byla ziskana cDNA vyuzitim reverzni transkripce. Tu v reakci PCR zajiStovala
reverzni transkriptasa. Jako primery byly pouzity oligo(dT).

Reakce probihala v PCR zkumavkach vobjemu 20 pl. Smés 12 pl RNA
(koncentrace 400 ng.ul™) s 1 pl oligo(dT) se ponechala 5 minut inkubovat pii 70° C
v termocykleru. Poté byly vzorky preneseny na led. K vzorkiim bylo ptfidano 7 pl
reakéni smési obsahujici 4 ul pufru pro RT, 2 pl smési ANTP a 1 pl reverzni
transkriptasy. Vzorky byly vraceny do termocykleru, kde pokracoval program
nastaveny na 42°C po dobu 90 minut a 72°C po 10 minut. Pfepsand cDNA byla

nafedéna na 100 ng.ul™, koncentrace ovéfena na spektrofotometru NanoDrop.
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Tabulka 5 Objemy slozek RT-PCR pro jednu reakci (20 ul)

Objem [pl]
RNA 12
oligo(dT) 1
Pufr pro RT 4
Smés ANTP 2
RT enzym 1

3.2.10 Semi-kvantitativni PCR

Piepsana cDNA byla slouzila jako templat pro semi-kvantitatitavni PCR. V prvni reakci
byly pouzity primery pro provozni gen tubulin. Touto amplifikaci byla ovéfena stejna
hladina cDNA ve vzorcich. Podminky reakce byly nastaveny podle Tabulky 5.

Primery pouzité v semi-kvantitativni PCR byly navrhnuté na ptepisovanou sekvenci.
Poméry objemi slozek vySe zminénych reakci byly stejné jako pro PCR podle Tabulky
3, stim rozdilem, Ze reakéni objem Cinil 20 pl a objemy byly tedy dvojndsobné.

Podminky reakci byly nastaveny podle Tabulky 7.

Tabulka 6 Podminky PCR s primery pro tubulin. Probéhlo 21 cyklu.

Krok Teplota [°C] Cas [s]
Pocatecni denaturace 90 60
Denaturace 95 15
Anelace 56 15
Elongace 72 90
Konecna elongace 72 420
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Tabulka 7 Podminky semi-kvantitativni PCR. Pro v§echny genotypy probé&hlo 30 cykla.

Krok Teplota [°C] Cas [s]
Pocatecni denaturace 95 60
Denaturace 95 20
Anelace 56 20
Elongace 72 90
Konec¢na elongace 72 420

Tabulka 8 Kombinace primert pro jednotlivé genotypy.

genotyp primer F primer R

bpm1 BPM1 FNdel BPM1 RBamHI
bpm2 BPM2 FNdel BPM2 RBamHI
bpm3 BPM3 FNdel BPM3 RBamHI
bpm5 BPM5 FNdel BPM5 RBamHI
bpm6 BPM6 FEcorl BPM6 RBamHI

3.2.11 Fenotypizace

Semena byla sterilizovdna dle vySe zminéného postupu, umisténa na 0,8% MS médium,
uchovana 4 dny v lednici a pfenesena do fytotronu ve vertikalni poloze. Po 6 dnech byly
kofeny semenacku nafezany skalpelem v laminarnim boxu na cca 5 mm useky, které
byly nasledné pinzetou pieneseny na CIM. Inkubace na CIM probihala 4 dny ve
fytotronu. Nasledné byly kofenové explantaty pfeneseny vV laminarnim boxu pinzetou na
SIM. Prvni pozorovani fenotypovych projevil bylo provadéno po 7 dnech od umisténi
explantati na SIM a pokracovalo po 3-4 dnech az do 18. dne. Pozorovéni probihalo

pouzitim binokularni lupy. Sledoval se pocet vyhont. Pokus byl opakovan tfikrat.
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Tabulka 9 Doba inkubace kofenovych explantatli na jednotlivych médiich.

Typ média Doba inkubace [dny]
0,8% MS 10

CIM 4

SIM 7+

3.2.12 Dvouhybridni kvasinkovy systém

Za ucelem ovéteni interakce mezi ERF a BPM proteiny byl vyuzity dvouhybridni
kvasinkovy systém (yeast two hybrid system, Y2H) Principem metody je exprese
reportérového genu, kterd je umoznéna diky reakci mezi proteiny, které se zde oznacuji
jako ,.kofist™ a ,,ndvnada“.

Interakce je studovana v transformovanych kvasinkach obsahujicich plazmidy, které
nesou gen exprimujici sledovany protein. Protein Kofist je naklonovan do vektoru
s aktivacni doménou, navnadovy protein je fuzovan s DNA — vazebnou doménou.
Interakei proteinti dojde ke spusténi transkripce reportérového genu. Reportérovy gen
umoznuje kvasinkam rist na selekénich médiich (bez histidinu, ptip. i bez adeninu).

Veskeré konstrukty pouZité pro transformaci kvasinek byly pfipraveny Mgr. Ivonou
Kubalovou. BPM geny byly naklonované tak, aby byly ve ¢tecim ramci s GAL4 DNA
vazebnou doménou ve vektoru pGBKT7, a ERF geny s aktivacni doménou GAL4 ve
vektoru pGADT7. Kazdy z plazmidi obsahuje reportérové geny bud’ pro syntézu
leucinu (L) (pGADT) anebo tryptofanu (W) (pGBKT7), které netransformované
kvasinky neexprimuji. Ko-transformace kvasinkovych bunék uvedenymi plazmidy
umoziuje selekci pozitivnich transformanti na médiu bez L a W. Interakce mezi
studovanymi proteiny byla sledovana na médiu bez leucinu, tryptofanu a histidinu
s piidavkem 3-amino-1,2,4-triazolu (3-AT) nebo na médiu bez leucinu, tryptofanu,
histidinu a adeninu. Pouzit byl protokol a materidl z komeréné ziskané soupravy
Matchmaker Gold Yeast — Two — Hybrid system od firmy Clontech (USA).

Jako pozitivni kontrola pro ovéfeni funkcnosti sytému byly pouZité kvasinky
transformované plazmidem, ktery exprimuje fuzni protein p53 s DNA — vazebnou
doménou transkrip¢niho faktoru GAL4 (pGBKT7-p53) a plazmidem exprimujicim

fazni protein T — antigenu SV40 s DNA aktiva¢ni doménou transkripéniho faktoru
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GAL4 (pGADT7-T). U jmenovanych proteint je prokazana interakce a transformované
kvasinky rostou na selekénich médiich -L, -W, -His, -Ade nebo -L, -W, -His (+3-AT).

Pro vylouceni autoaktivace reportérovych geni samotnym konstruktem obsahujicim
fazi sledovaného proteinu s DNA vazebnou doménou byly buiky transformované
prazdnym vektorem bez ERF genu v aktivacni doméng.

Transformaci piedchazela inokulace 20 ml YPD média kolonii Saccharomyces
cerevisiae kmen Y2HGold. Kultury se inkubovaly pii 28°C ptes noc v inkubatoru pii
200 rpm. Druhy den se spektrofotometricky zmétila opticka hustota kultury, kterd méla
byt v rozmezi 0,4-1. Kultura byla pfevedena do 50 ml sterilni zkumavky a stocena v
centrifuze 5 minut pfi 3000 g, laboratorni teplota. Supernatant byl odstranén a pelet
rozpu$tén v 15 ml sterilni dH,O. Opét nasledoval krok centrifugace se stejnymi
podminkami. Po odstranéni supernatantu byl pelet resuspendovan 1 ml sterilni dH,O
pro transformaci 1 konstruktu. Nasledovala centrifugace po dobu 5 minut, pii 21°C a
6 000 rpm. K ziskanému peletu bylo nasledné ptidano 500 pl PEG, 72 pl LiAc, 50 pl
sSDNA (jednofetézcova DNA), 50 ul plazmidid. ssDNA byla pred pfidanim umisténa
v mikrozkumavce v termobloku pii teploté 90°C po dobu 10 minut a nasledné uchovana
na ledu. Mikrozkumavky se vzorky byly umistény na tiepacku pti 28°C. Nasledovala
transformace tepelnym Sokem po dobu 15 minut pii teploté 42°C, vzorky se po 5
minutach promichaly pievracenim mikrozkumavky. Vzorky byly sto¢eny po 5 minut pfi
6 000 rpm, 21°C. Pelet se rozpustil v 100 pl sterilni dH2O. Vzorky se roztiraly hokejkou
na misky obsahujici -L, -W médium, které umoZnilo rlst pouze uspésné
transformovanym kvasinkam obsahujici oba plazmidy pGBKT7 se selekci na W a
PGADTY se selekci na L. Misky se umistily dnem vzhiiru do inkubatoru o teploté 28°C.

Ockovani selekénich médii predchazelo zalozeni kultur ztransformace. Bylo
pfipraveno 40 ml tekutého -L,-W média obsahujici 2% glukosu, uracil (0,01 mg.ml™) a
histidin (0,00 mg.ml™). Zmisek se pienesly kvasinkové kolonie do 2ml
tekutého -L, -W média v 15 ml zkumavkach a rozsuspendovaly se. Zkumavky
s kulturami byly ponechany pies noc na tiepacce pii 30°C, 200 rpm.

Nasledujici den byla zméfena optickd hustota kultur pii vinové délce 600 nm.
Vzorky byly poté nafedény sterilni dH,O podle vzorku s nejmensi hustotou do objemu
100 pl. Z tohoto objemu bylo odebrano 10 pl vzorku a doplnéno dH,O do 100 pl pro
zisk 10x ztedéného vzorku. Byly pfipraveny misky s médiem -L,-W a s médiem -L, -W,

-Ade, -His popiipad¢ s médiem -L, -W, -His, + 1ImM/3mM 3-AT. Na misky byla
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vyznacena miizka pro jednotlivé vzorky Vzorky byly nandseny v objemu 3 pl do

kazdého pole miizky. Misky byly po 3 dny uchovany pti 28°C v inkubdatoru.
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4 VYSLEDKY

4.1 PCR genotypizace mutantiu

Homozygotni rostliny byly vybrany na zakladé PCR amplifikace a elektroforetického

zaznamu amplikontd (Obr. 11). Poté z nich byla sklizena semena pro dal$i experimenty.

WT  heterozygot homozygot

I

500 bp

Obr. 11 Porovnani genotypt na elektroferogramu (WT = wild- type).

23 4 "5 6 & 8 8 10 M 4112 K

BPMS5 FNdel - R2256

LBalm - BPM5 R2256
YN YY WYY ww

Obr. 12 Elektroferogram vzorku 1-12 linie bpm5 S_67244. M = DNA marker 1 kb plus,
K = kontrola (Col-0). Odfoceno Gel-Doc programem.
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BPM3 F3106 - R3541

BPM3 F3106 - LBalm

Obr. 13 Elektroferogram vzorku 1-3 linie bpm3 S_72848. M = DNA marker 1 kb plus,
K = kontrola (Col-0). Odfoceno Gel-Doc programem.

Za preruSenie genu jsou zodpovédné do genomu vlozené transgenni tiseky DNA (T-
DNA). Lokace T-DNA inzerci u mutantd, s nimiz se pracovalo, jsou znazornény na

obrazcich Obr. 14 — 20 a jsou ptistupné z databaze http://signal.salk.edu.

ATSG19000.2 (T5_(3_Star)) ATSG19010.1 (MPK16)
g ]
ATS5G19000.1 (BPML,ATEPML)

e e e — —
SALK—]Z 2502 6C(LB) K-064405-025517
SALK_3 1057C( LB) K-064405-026%57

SAIL_330_E01
fK-517007—019971 A
A

Obr. 14 Pozice inzerci SALK 125026 a SALK 31057 v useku genu BPML1.
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AT3G06190.1 (BPM2,ATEPM2)
TE—] -

AT3G06L90.2 (BPIZ, ATERI2), (LB)SA LK:92|93OC )
GK-391F4(LB) (LB)SALK_26917C sus s o *

SAIL_267B_006.Y1 SAIL_242B_C10.Y1
4 SALK_121270 .1?‘.10.)<A SAIL_103_011.V1
4 SALK_082347 .5‘0.30.N
SAIL_873_G02.v1
ER IL_106B_B05.V1

Obr. 15 Pozice inzerce GK-391E4_v tiseku genu BPM2.

AT2G39760.1 (BPM3,ATEPM3)

AT2G39760.2 (BPM3,ATBPM3) = = N (LB)Sa||_27StF09
EK-459610-018854:LHG_34SDO3 (LB)G K‘436E 12 (LB)SALK_O72848 ‘SHLK_100999.54.25.X
Obr. 16 Pozice inzerce SALK 72848 v tiseku genu BPM3.

AT5G21010.1 (BPMS,ATEPMS) g

4 s A GK-216604-014141
AL fﬁf’;ﬁ:g“(w) (LB)%AL)K_002738(LB)SALK—O38471C Sezssomosese
Pt FR S B R e LB)SALK_002733

Ekﬁszan—ozassz
SALK_086412.43.65.X
A

Obr. 17 Pozice inzerce SALK_67244 v Giseku genu BPM5.

AT3G43700.1 CEPIS, ATERITG)
SaiI:Z_Dqg(LB) SHLK_053031.50.50.%
(LB)SALK_118960

SALK_060136
‘SﬁLK_OGOiSS .51.50.%
ASﬁLI(_llBSl(:i .50.45.%
4 ‘SH IL_1556_G07.v1

Obr. 18 Pozice inzerce SALK_118960 v useku genu BPM6.
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AT1G69670.1 (CUL3B,ATCUL3E)

A &
GK-374F03(LB) cu/3b-1(GK-3D2)LB
ETlO?OB .085.1¢

Obr. 19 Pozice inzerce GK-374F03 v useku genu CUL3B.

AT1G26830.1 (CUL3,CUL3A,ATCULS, ATCUL3AY AT1G26840.1 (ORCE,§
] .

(LB)SAIL_399_Cod™ | (LB)cul3a-3/SALK_012973
(LB)SALK_050766 SALK_059286.52.60.X

A
FLAG_303F11 ;SRLK_OQGGSB .52.75.X SALK_012973 SALK_085255.41.00.%
GK-511F06-021274

Obr. 20 Pozice inzerci SALK 12973 a SALK 50766 v useku genu CUL3A.

4.2 Semi-kvantitativni PCR

Z desetidennich semenackt mutantnich linii a rostlin divokého typu kultivovanych na
MS médiu byla izolovana RNA. Nasledné ziskana cDNA byla pouzita na stanoveni
exprese sledovanych geni BPM. Jako endogenni kontrola byl pouZit provozni gen
tubulin, jehoz exprese se mezi odlisnymi vzorky neméni.

Jako linie s tplnou deleci byly stanoveny bpm2 GK391E4, bpm3 S_72848 a bpm5
S_67244.

5. P 5. oy “ @ ~
A7 a7 o)
o ﬁqﬁ" @ @ o o? o
sPM e P ]
tubulin s - - T s - -

Obr. 21 Elektroforeticky zaznam RT-PCR mutantd bpml S_125026, bpml S_31057, bpm2
GK391E4, bpm3 S_72848, bpm5 S_67244, bpm6 S_118960. Porovnani s endogenni kontrolou-
tubulinem. WT = wild-type kontrola (Col-0). Gel barven v roztoku ethidium bromidu, odfoceno
Gel-Doc programem.
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4.3 Pozorovani fenotypu

Pozorovani probé¢hlo ve tiech opakovanich. Po inkubaci kotfenovych explantati na CIM
a prenosu na SIM byly zaznamenané prvni vyhony po 11 dnech od pfenosu. Pocitani
vyhonti a foceni bylo provadéno 11., 14. a 18. den binokularni lupou (Obr. 24-25).
Pocty vyhonti se u vSech rostlin véetné kontrolni Col-0 navySovaly.

I kdyz byly mezi mutanty a kontrolou a mezi mutanty navzajem urcité rozdily v miie
regenerace vyhont, u zddné¢ho bpm mutanta se nepodafilo pozorovat prokazatelny trend
nariistu oproti kontrolni rostliné divokého typu. Snizend mira regenerace byla
pozorovana u mutanta cul3™. Jedna se o dvojitétho mutanta s deleci genu kodujici
protein zapojeny v SCF komplexu CUL3b a s ¢astecné zachovanou expresi CUL3a
(Thomann et al., 2009). Narist poétu vyhont vztazeny a pocet explantatl je vyjadien
v Grafu 1.

Vyvoj poctu vyhonu
10

8 /
7 ///( =—4—Col-0
//// —@—bpm15_31057
6 //)// / —d—bpm15_ 125026
—=—hpm2 GK39E14
—f—bpm3S_72848
// / —o—bpm55_67244
3 / bpm6 S_118960
5 V/ / cul3hypo

pocet vyhonl na 1 explantat
IS v

den 11 den 14 den 18

Graf 1 Vyvoj po¢tu vyhont na jeden explantat béhem inkubace mutanti na SIM.
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den 11 den 14 den 18

pmS S 67244 bpm3 S 72848 bpm2 GK391E4 bpm1 S 125026 bpm1 S 31057 Col-0

bpm6 S_118960 b

Obr. 24 Zaznamy pozorovani vyhond bpm mutantt v porovnani s kontrolni Col-0.
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Col-0

cul3he

Obr. 25 Zaznamy pozorovani vyhoni cul3™” mutantd v porovnani s kontrolni Col-O.

44 BPM - ERF interakce

V ramci dvouhybridniho kvasinkového systému byly ovéfeny interakce proteinti BPM1,
BPM2, BPM3 a BPM4 s proteiny ERF4, ERF8, ERF9, ERF10, ERF11 a ERF12.
Selekéni médium-L,-W slouzilo k selekei pozitivnich transformanti. Média pro selekci
transformantl pozitivnich na interakci proteind byla -L,-W,-His (+3-AT) nebo -L, -W, -

His,-Ade. Vysledky transformaci véetné pozitivni kontroly a kontroly autoaktivace

exprese genu jsou zobrazeny na obrazcich Obr. 26-31.

-L, -W

L,-W,-H,3AT(1mM)| -L,-W,-H,3AT(3mM)

-L,-W,-A-H

p53

p53

p53

p53

SV40

SV40 v aktiva¢ni doméné (pGADT7).
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Obr. 26 Pozitivni kontrola Y2H transformaci s proteiny p53 ve vazebné doméné (0GBKT7) a




-L,-W -L,-W,-A,-H
BPM1 BPM1

|  BPM2 |
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Obr. 27 Kontrola autoaktivace DNA — vazebou doménou: transformace s BPM geny ve
vazebné doméné vektoru pGBKT?7 a prazdnym vektorem pGADT7 bez ERF genu v aktivaéni
doméng.

-L, -W -L,-W,-H3AT(1mM)| -L,-W,-H,3AT(3mM)
BPM1 BPM1 BPM1

I ERF12| ERF11[ ERF10| ERF9 I ERF8 I ERF4

Obr. 28 Vysledky Y2H pro protein BPM1 (ve vazebné doméné vektoru pGBKT7) a
ERF proteiny (v aktivaéni doméné vektoru pGADT?7).
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-L,-W

-L,-W,-H,3AT(1mM)| -L,-W,-H,3AT(3mM)

BPM2

BPM2

BPM2

IERF12 IERFH l ERF9 l ERF8 I ERFA]

Obr. 29 Vysledky Y2H pro protein BPM2 (ve vazebné doméné vektoru pGBKT7) a
ERF proteiny (v aktiva¢ni doméné vektoru pGADT7).

-L,-W

-L,-W,-H,3AT(1mM)| -L,-W,-H,3AT(3mM)

BPM3

BPM3

| erF12] ErF11| erFi0| ErFe | ERF8 | ErFs
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BPM3

Obr. 30 Vysledky Y2H pro protein BPM3 (ve vazebné doméné vektoru pGBKT7) a
ERF proteiny (v aktivaéni doméné vektoru pGADT?7).



-L-W -L,-W,-A,-H
BPM4 BPM4

| ERF12’ ERFH[ ERF10| ERF9 | ERF8 I ERF4

Obr. 31 Vysledky Y2H pro protein BPM4 (ve vazebné doméné vektoru pGBKT7) a
ERF proteiny (v aktiva¢ni doméné vektoru pGADT?7).
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5 DISKUZE

Rostliny jsou schopny adaptovat se na rtizné zivotni podminky. Vdéci za to, kromé
jinych vlastnosti jako je tolerance vu¢i nepiiznivym faktorim, také své vyznamné
schopnosti regenerace. Diulezitou zivotni strategii je pro né¢ zachovani a udrzeni
pfesného poméru kmenovych a diferenciovanych bunék. Do regulace kmenovych bunék
jsou zapojené rtizné geny, jejichZ mira exprese se v prubéhu vyvoje rostliny méni. Mezi
tyto geny patii transkrip¢ni faktory. Podili se na regeneraci prytu, a to bud’ aktivaci nebo
represi exprese genti do regenerace zapojenych. Stabilita transkripcnich faktori a jejich
hladiny mohou ovlivnit fenotyp rostliny spojeny se schopnosti obnovy pletiva. Tato
prace se proto zaméfuje na studium ubikvitinaéniho komplexu CUL3 — BPM a jeho
zapojeni do degradace transkripénich represorii ovliviiujicich regeneracni schopnost
rostliny. Chen et al. (2013) potvrdili interakci SCF komplexu obsahujici BPM protein
s transkripénimi faktory ERF. Degradace ERF proteini a jeji vliv na regeneraci vyhonti
neni dosud plné objasnéna. Pro studium byly vybrany linie Arabidopsis thaliana
s mutacemi v genech BPM1, BPM2, BPM3, BPM5 a BPM6. Po uspé$né selekci
homozygotnich mutantnich linii bpm1 S 31057, bpml S 125026, bpm2 GK391E4,
bpm3 S_72848, bpm5 S_67244 a bpm6 S_118960 pomoci PCR genotypovani byly tyto
linie tfikrat zpétné kiizené s rostlinou divokého typu (Col-0). Zpétnym kiizenim byly
odstranéné piipadné mutace v jinych castech genomu. Semena téchto rostlin byla
pouzita v dalsich experimentech.

Rostlinné linie, které byly ziskany z NASC, obsahuji v ur¢itém useku genomu
transgenni DNA (T-DNA). Zac¢lenénim T-DNA inzerci do genomu dochazi k pteruseni
genu. Vclenéni T-DNA inzerci je u¢innou metodou vytvofeni databdzi inzercnich
mutantd (jako je napf. http://signal.salk.edu/), které jsou ndm pomocnikem pfi studiu
funkci gend. Transgenni inzerce se 1isi svou pozici v genomu (jako je tomu u pouzitych
mutantt bpm1 S_31057 a bpm1 S_125026) (Obr. 14 — 20). Inzerce muze byt v oblasti
promotoru, 5° nepfepisované oblasti, v intronu, v exonu nebo v misté sestiihu. Na
zaklad¢ polohy T-DNA mize byt exprese daného genu nulova, hovofime o Gplném
vyfazeni genu z funkce, anebo mize dochazet k ¢aste¢né expresi genu (Wang et al.,
2008).

46



Pro provedeni experimenti zaméfenych na sledovani fenotypového projevu je lepsi
pracovat s mutantnimi liniemi rostlin, které maji studované geny vyfazené upln¢€. Jen
tak je zarucCeno, Ze produkt exprese genu v rostliné pfitomen neni a nemuze ovlivnit
fenotyp.

Semi-kvantitativni RT-PCR analyza byla pouzita na stanoveni exprese BPM gent
Vv sledovanych mutantnich liniich. U mutanti s kompletnim pierusenim genu nedochézi
k transkripci do mRNA, v nasledné RT-PCR nedochazi k syntéze cDNA, ktera slouzi
jako templat pro semi-kvantitativni RT-PCR. V liniich bpm2 GK391E4, bpm3 S_72848
a bpm5 S_67244 nebyla zaznamenana zadna exprese sledovanych BPM gent (BPM2,
BPM3 nebo BPM5) (Obr. 21).

Stézejni pro praci bylo pozorovani fenotypu bpm mutanti. Jak jiz bylo zminéno,
BPM proteiny jsou zapojené do degradace proteint, tedy i transkrip¢nich faktort ERF,
které maji negativni ucinek na regeneraci prytu (Ikeda, nepublikované vysledky). Lze
proto predpokladat, Zze nefunk¢énost genu pro BPM protein bude mit u téchto mutantd za
nasledek defekt v odbouravani ERF represorii, a mutanti budou vykazovat snizenou
tvorbu prytu Vv porovnani s kontrolou (Col-0). Za téelem potvrzeni hypotézy bylo
vyuzito metod de novo organogeneze, kdy se kofenové explantaty inkubovaly na
médiich CIM a SIM. Pozorovanim binokularni lupou se vSak zaddny fenotypovy projev
bpm mutant nepodatilo odhalit. Mutantni linie neprojevovaly nizsi Giroven regenerace.
BPM geny jsou pravdépodobné redundantni — nejsou pro fenotypovy projev mutace
esencialni, do jisté miry se jejich funkce prekryva ¢i dopliuje.

Tento ptredpoklad potvrdilo i sledovani poctu vyhond v riznych casovych
intervalech. Z grafu (Graf 1) je vidét, ze chybové tsecky se vzajemné piekryvaji i
Vv porovnani s kontrolou. Lze tedy konstatovat, ze fenotypové rozdily mezi mutantnimi
liniemi a kontrolou nejsou. Pozorovani byla uskuteénéna ve tiech nezavislych
opakovanich. Pocty vyhont se pti opakovanich znacné lisily, ale trend nerozliSitelného
fenotypu kontroly a bpm mutantii se projevil napfi¢ vSemi opakovanimi. Rozdilné pocty
vyhonil v pribéhu tii opakovani experimentu mohl zpisobit odlisny fyziologicky stav
rostlin zplisobeny pfi péstovani.

Na degradaci proteini se kromé BPM proteint podili i proteiny CULLIN (Zheng
etal., 2002). U genotypu cul3™ byl pozorovéan vyznamny rozdil v regeneraci
v porovnani s kontrolou Col-0. Fenotyp tohoto mutanta se projevuje potlacenym ristem
a vyvinem kotent i vyhond (Thomann et al., 2009), coz se potvrdilo v pozorovani v této

praci: v porovnani s wt kontrolou i bpm mutanty doslo u cul3™ Kk vyrazné nizsi
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regeneraci vyhonti. Pozorovani tak potvrdilo kli¢ovou roli CUL3b proteinu ve vyvoji
rostliny regulaci hladiny transkripénich represort.

Pokracovani vyzkumu ERF faktor sledovanim bpm mutaci by se mohlo s ohledem
na redundanci BPM gent ubirat smérem piipravy dvojnasobnych, trojnasobnych
a vyssich mutanti. Kombinace mutaci ve vice genech by se jiz mohla projevit na
fenotypu rostlin v podobé¢ snizené tvorby vyhont v pfipadé nékolikanasobnych mutantt
oproti wt kontrole.

Interakce mezi BPM a ERF proteiny byla na zavér provéfena metodou
dvouhybridniho kvasinkového systému. Chen et al. (2013) ve svém vyzkumu potvrdili
BPM1 — ERF4 interakce, jiné vysledky zatim publikovany nebyly.

U Y2H pro interakci proteint BPM2 neni ve vysledcich zahrnut vysledek interakce
s ERF10. Nepodaftilo se ziskat transformované kvasinky. Problémem mohla byt nizka
koncentrace plazmidu pGADT7-ERF10, ktery byl na transformaci pouzit.

Pii testovani interakce mezi BPM1, BPM2 nebo BPM3 s ERF transkripénimi
represory bylo pouzito selekéniho média -L, -W, -His s aditivem 1mM, respektive
3mM 3-AT. Aditivum 3-AT, které je kompetitivnim inhibitorem produktu HIS3 genu,
slouzi k represi minimalni exprese HIS3 genu potiebné pro rust na médiu bez obsahu
histidinu (Fields, 1993; Durfee et al., 1993). Volba koncentrace 3-AT je klicova pro
spravné zhodnoceni vysledkl. Pfi dal§i transformaci a sledovédni interakce BPM4
proteinu s ERF transkripénimi faktory bylo pouzito médium bez leucinu, tryptofanu,
histidinu a adeninu. Jeho vyhodou je, Ze neni nutny pfidavek dalsich slou¢enin. Selekce
zavisla na expresi genu pro histidin je v ném doplnéna o selekci zalozenou na expresi
genu pro adenin. Kultivace na tomto médiu podava vérohodné&jsi vysledky, protoze
mozné fale$né pozitivni vysledky jsou eliminovany. Experimenty na ovéteni interakce
mezi BPM1, BPM2 a BPM3 s ERF proteiny budou v budoucnu zopakované s vyuzitim
kultivace na médiu -L, -W, -His, -Ade.

Experimenty ukazaly, Ze BPM1, BPM2 a BPM3 interaguji s ERF4 a ERFS, které
jsou si homologné nejblizsi (Nakano et al., 2006). V piipadé BPM4 byla pozorovana
interakce jen s ERF8 (Obr. 28-31). Tuto interakci bude ale nutné zopakovat, protoze ne
vSechny testované kolonie ji vykazovaly. Pro vylou€eni autoaktivace reportérovych
genl fuznim proteinem BPM v DNA — vazebné doméné byly vSechny pGBKT7-BPM-
BD konstrukty ko-transformované do kvasinek s prazdnym pGADT7-AD vektorem.
Tento experiment neprokazal autoaktivaci genu, ¢imz byla potvrzena specifita interakce

mezi BPM a ERF proteiny (Obr. 27). Vsechny uvedené vysledky pochazi z pilotnich
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experimentll, pro jejich potvrzeni bude zapotifebi testy zopakovat se selekénim

médiem -L,-W,-Ade,-His.
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6 ZAVER

Predlozena bakalaiskd prace ve své teoretické cCasti objasnila problematiku
organogeneze, transkripnich represori a degradace proteinii ubikvitinatné -
proteasomalni cestou. Za cil si prace kladla studium bpm mutanti Arabidopsis thaliana.
Cilem prace bylo zjistit, zda takovi mutanti vykazuji odlisny fenotyp od kontrolni
rostliny a maji potla¢enou miru regenerace vyhont.

Experimentalni ¢ast se zamérovala v prvé fadé na genotypizaci komercné ziskanych
mutantnich linii metodou PCR. Povedlo se vybrat homozygotni jedince. Nasledovala
semi - kvantitativni PCR za ucelem stanoveni exprese bpm genti a nalezeni linii, které
expresi studovaného genu BPM nevykazuji. Zjistilo se, ze linie bpm2 GK391E4, bpm3
S_ 72848 a bpm5 S_67244 maji BPM gen kompletné pferuSeny a nemuiize u nich
dochazet k tvorbé BPM proteinu. Kultivaci kofenovych explantati na médiich CIM a
SIM byla navozena regenerace vyhoni mutantd. Pocty vyhonl byly pozorovany
binokularni lupou a byl vyhodnocen jejich fenotyp. Hypotéza, Ze bpm mutanty se budou
projevovat nizs$i schopnosti regenerace, nebyla potvrzena. Jednotny trend v rozdilu
poctu vyhonti oproti kontrolni divoké rostlin€ nebyl pozorovan. Snizena regenerace byla
pozorovéna jeding u mutanta cul3™”, coz potvrzuje i studie Thomann et al. (2009).

Fakt, Ze se mutace v BPM genech fenotypové neprojevily, hovoii pro redundantni
vlastnosti BPM gend. Dalsi studium fenotypu bpm mutanti by se proto mohlo ubirat
smérem piipravy vicendsobnych mutanti.

Na zavér bylo provedeno studium interakce proteint BPM a ERF metodou
dvouhybridniho kvasinkovyého systému. Pozorovani umoznilo prokazat nékteré
z vybranych interakci mezi témito dvéma proteiny. Studium interakci vSech znamych

BPM a ERF proteint vSak zatim nebylo dokonéeno.
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