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Abstrakt

Cytokininy jsou rostlinné hormony, které reguligidu vyvojovych a fyziologickych
proces v rostling, nag. burg¢né dleni a diferenciaci, kéeni semen, vyvoj kia

a plodi, apikalni dominanci¢i senescenci. Prvnim krokem signélni drahy cytokini
jez vede ke specifické odezvrostliny na cytokininovy signal, je rozpoznani
cytokinini pomoci pislusnych receptér Cytokininové receptory vazou jednotlivé
cytokininy s fiznou afinitou a liSi se tak svou fuitk specifitou.

V ramci této diplomové prace byla pomoci ligandefazych test s vyuzitim
intaktnich E. coli exprimujicich funkni receptory ufena substratova specifita
vybranych cytokininovych recepibz Brassica napuskonkrétrt receptoit BnCHK1
a BnCHKS3. Jde o homology cytokinového receptoirabidopsis thalianaAHK2.
Bylo zjiSttno, Ze oba vykazuji sho&imejvyssi afinitu Kranszeatinu, térs Zadnou
k trans-zeatin glukosidm. Preference substéabyla u obou receptarstejna, akoliv
vSechny cytokininy byly vazany s vyssi afinitou eptorem BnCHK3. Dale byla
uréena ligandova specifita zkracené varianty recepBmCHK1 s jednou chydjici
transmembranovou doménou a pozorovan vliv abseéte domény na vazebné
vlastnosti receptoru. Bylo zji§to, Zze receptor BnCHK1 a jeho zkracena varianta
vykazuji velmi podobnou substratovou specifitu, caimdikuje, Ze chybjici
transmembranovd doména nemé na vazebné vlasteospitoru zasadni vliv. V rdmci

této prace byl rowt pripraven pomoci technologie Gateway konstré«tCHKS3



v cilovém vektoru pDEST14. Gen vioZzeny do Gatewakteru miZze byt snadno
pienesen do mnoha dalSich vektorovych systéehoZz bude vyuZzito ip dalSim
studiu genlBnCHK3a jim kédovaného cytokininového receptoru.
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Abstract

Cytokinins are phytohormones, which regulate a Ilof devolopmental
and physiological processes in plant, for examm@k division and differentiation,
seed germination, development of blooms and frapg;al dominance or senescence.
The first step of cytokinin signaling pathway, whideads to specific responses
of plants to cytokinin signal is recognition of oinins by corresponding receptors.
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in their functional specificity.
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difference in preference of substrates in caseeoéptor BnCHK1 and its reduced
form, indicating that absence of the transmembrdomain has not major impact
to binding properties of the receptor. In this wotknstructBnCHK3 in destination
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be used in further studies of gdBeCHK3and corresponding cytokinin receptor.
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CILE PRACE

1) Vypracovani reSerSe odborné literatury na téma adl@rizace cytokinii
a cytokininovych receptér popis signalni drahy cytokinina charakterizace
substratové specifity cytokininovych recepitorz Arabidopsis thaliana

aZea mays

2) Gateway klonovani cytokininového recptoru BnCHKBrassica napus

3) Charakterizace afinity cytokininovych receptar Brassica napusk vybranym
substraim.



1 UVOD

Brukev fepka Brassica napusje vyznamna zetuklska plodina, ktera jegstovana
hlavné pro sva olejovd semena. Je jednou z kémdemejvyznamuijSich olejnin.
Péstuje se na &tSiné Uzemi mirného podnebného pasu - v Severni i Abnérice,
Evrops, Australii a Vychodni a Jizni AsiRepkovy olej je vyuzivan v potravitgivi
a ma ptmyslové vyuziti jako biopalivo (Waret al, 2011).

Rostlinné hormony cytokininy jsou préstkem, kterym lze modifikovat celkovy
vzhled rostlin, ovlivnit jejich vynosnost nebo odobt \i¢i negriznivym vrgjSim
podminkam ¢i patogemmm. Cytokininova signalni drdha je spirst navazanim
cytokininu na CHASE doménuftiglusného receptoru. Jednotlivé cytokininy jsou
ke konkrétnim cytokininovym recepton vazany stznou afinitou, jak bylo prokazano
nag. u receptar Arabidopsis thalianati Zea mays(Spichalet al, 2004, Yonekura-
Sakakibareet al, 2004, Romanoet al, 2006, Lominet al, 2011, Stolzet al, 2011).
Cytokininové receptory se tak liSi svou fank specifitou (Hwangt al, 2012).

Cilem této diplomové prace je stanovit substratogpecifitu rkterych z dosud
identifikovanych cytokininovych recepiiorz Brassica napus konkrét receptoi
BNnCHK1 a BnCHK3. Jedna se o0 homology cytokininovéheceptoru
Arabidopsis thalianaAHK2, jde vSak o reprezentanty dvoiznych skupin ortholay
AHK2. Mimo téchto dvou receptdrbyly u B. napuddentifikovany dalSi dva homology
receptoru AHK2 a jeden homolog receptoru AHK3 (Kud@ et al, 2012).
DalSim cilem prace je porovnani ligandové specitseptoru BnCHK1 a specifity jeho
zkracené varianty s jednou chyioi transmembranovou doménou (BnCHK1-TM).
Ucelem je zjistit, jaky vliv ma absence dané doméayazebné vlastnosti receptoru.
DalSim bodem je rekombitiai klonovani genBnCHK3pomoci technologie Gateway,
odkud miZze byt nasledhgen relativé snadno penesen do mnoha dalSich vektorovych

systénti kompatibilnich stitznymi organismy (Hartlegt al, 2000).
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Fytohormony - cytokininy
Rostlinné hormony jsou souborem malych, struktuozmanitych molekul, které jsou
odvozené zirznych esencialnich metabolickych drah. Tyto &wuny jsou dlezitymi
regulatory rostlinnéhoustu a zprosedkuji odpo¥di na bioticky i abioticky stres.
Obecr jsou v rostlig piitomny ve velmi nizkych koncentracich. Mezi nejzggin
fytohormony jsou fazeny auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina alss&4,
brassinosteroidy, strigolaktony, ehtylen, kyseliggmonova a kyselina salicylova
(Santneet al,, 2009).
(Lomin et al, 2012). Nazeveéthto hormoi byl odvozen z jejich schopnosti aktivovat
in vitro déleni (cytokinezi) rostlinnych buwk (Skooget al, 1965). Prvni synteticky
cytokinin - 6-furfurylaminopurin - byl izolovan, kstalizovan, charakterizovan
a syntetizovan Folke Skoogem, Carlosem Milleremgjiahj spolupracovniky z Odteni
botaniky a biochemie na univerzie Wisconsinu v padesatych letech minulého stoleti
V testech s vyuzitim tk#vych kultur tabaku Nicotiana tabacum byla zjiS€na
schopnost této sléeniny podporovat buwiné cleni a byl ji gitazen trivialni ndzev
kinetin (Miller et al, 1955a, 1955b, 1956).

Cytokininy ovliviuji mnoho aspekt vyvoje a fyziologie rostlin. Stimuluji deni
a expanzi butk, maji vliv na kiteni semen, deetiolizaci, diferenciaci plastidpikalni
dominanci, vyvoj k¢tu a plodu, opad ligta interakce mezi rostlinou a patogenem.
Také aktivuji tvorbu prytu z kalusu (Haberer a Kieb2002, Lominet al, 2012).
Tyto procesy jsou téz ovliwny mnoha dalSimi podty, nag. swtlem nebo jinymi
fytohormony. Zmdny ve vyvoji a fyziologii rostlin jsou tedy projene vysoce
integrované odpasdi na souboriznych podsta (Haberer a Kieber, 2002)fiRladem
zavislosti vrjSiho projevu na vzajemné kombinaci dvou rostlirmjormori je vyvoj
prytu ¢i kofene z nediferencovaného kalusu v zavislosti naépomuxini a cytokiniri
v médiu. Vyrovnany pogr obou hormofi udrZzuje buiky v nediferencovaném stavu,
zatimco pi vysoké koncentraci cytokinin nad auxiny dochazi k vyvoji prytu
a @i nadbytku auxig naopak k vyvoji keene (Skoog a Miller, 1957).

Cytokininy se také podili na anorganické vyziestlin, @i tvorbé korenovych uzlin

fixujicich dusik, ovliviuji velikost obilnych zrn a zvySuji tak jejich vyma chrani
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rostliny pred nepiznivymi vrgjSimi faktory. Tyto fytohormony jsou taktéz Siroce
vyuzivany v bioinZenyrstvi a zewmlstvi, a to @i kultivaci rostlinnych bugk

v bioreaktorech, mikropropagaci kultivovanych rwstlptipraw transgennich rostlin,
kontrole pohlavi rostlin aipindukci opadu lisi (nag. u baviniku). V posledni déb
bylo zaznamenano zvySenigo aplikaci cytokinifi v medicig a kosmetice. Zde jsou
vyuzivdny jako protinddorovd di&a, inhibitory neurodegenerativnich proges
a jako aktivni slozka krémproti starnuti pleti (Lomiret al, 2012).

Prestoze byly cytokininy objeveny jizigd vice nez {d stoletim, Zistavaji dosud
predmétem zajmu mnohaddci diky Sirokému spektru efekina fist a vyvoj rostlin,
Ocasti @i adaptaci rostlin na WBi podminky a moznému potencidlu vyuZziti
v biotechnologiich, zesuélstvi, medicig ¢i kosmetickém prmyslu (Lomin et al,
2012).

2.1.1 Struktura cytokinin

Cytokininy jsou struktur& rozmanité sloteniny. Rirozeré se vyskytuji v gkolika
raznych formach vzniklych metabolicka@innosti (Mok a Mok, 2001). Lze je definovat
jako derivaty adeninu se substituenteni\figozici (Obr. 1). Timto substituentemiie
byt isopentenylovd skupina nebo aromatickd &aina (Mok, 1994).
Nejvice zastoupené jsou isoprenoidni cytokininyjméma dranshydroxylovanym
N°-postranninfettzcem {rans-zeatin a jeho derivaty, Obr.1).

Cytokininovou aktivitu vykazuji také &které syntetické derivaty fenylmoviny.
Mezi tyto derivaty pat nagiklad 1,3-difenylmgovina (DPUL),
1-(2-chlorpyridin-4-yl)-3-fenylmoéovina (CPPU)¢i thidiazuron (TDZ) (Christianson
a Hornbuckle, 1999). CPPU a TDZ vykazuji velkou okytinovou aktivitu
srovnatelnou s vysoce aktivnitrans-zeatinem (Moket al, 1982, Takahashet al.,
1978). Na rozdil od tZ se jedn& o velmi stabilouséniny (Mok a Mok, 2001).
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Isoprenoidni cytokininy
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Né-isopentenyladenin (iP)  trans-zeatin (t2) cis-zeatin (cZ) dihydrozeatin (DHZ)

Aromatické cytokininy
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N®-benzylaminopurin (BAP) ortho-topolin (0T) meta-topolin (mT) kinetin (Kin)

Syntetické cytokininy

D40 QLT O

1,3-difenylmocovina (DPU) 1-(2-chlorpyridin-4-yl)-3-fenylmocovina (CPPU) thidiazuron (TDZ)

Obr 1. Struktury vybranych isoprenoidnich, aromatickyctyatetickych cytokinifi (vytvoreno
podle Sakakibara, 2006).

2.1.2 Biosyntéza cytokinini

Prvnim krokem § biosyntéze isoprenoidnich cytokifine N°-prenylace adeninu,
a to v jeho nukleotidové foren(adenosin-5mono-, di-¢i trifosfat - AMP, ADP, ATP),
¢i vazaného na RNA (Obr. 2). Tato reakce je katalgp@a isopentenyltransferasou
(IPT). U rostlin se vyskytuji dva typy isopentemgtisferas - adenylat-IPT
(EC 2.5.1.27) a tRNA-IPT (EC 2.5.1.8). Adenylat-IRkBtalyzuje reakci, i niz
je isopentenylova skupindipojena na\® pozici adenosinfosfat tRNA-IPT katalyzuje
N°-prenylaci adeninu vazaného natRNA (Taleti al, 2001a). IPT geny byly
identifikovany u mnoha rostlinnych drshmj. u husertku (Takei et al, 2001a),
petunie (Zubkeet al, 2002), chmelu (Sakarai al, 2004), ryzdSakamotcet al, 2006),
kukurice (Brugiereet al,, 2008), soji (Leet al, 2012)¢i rajcete (Matsucet al, 2012).
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Donory postranniho isoprenoidnihettzce jsou dimethylallyldifosfat (DMAPP)
¢i hydroxymethylbutenyldifosfat (HMBDP) (Sakakibara,2006). Vysledkem
N-prenylace adenosin 5'-fosiaje vzdy gislusny isopentenyladenin ribosid-5'-fosfat
(iPRMP, IPRDP, nebo iPRTP). Cytokininy ve farmmukleotidi jsou defosforylaci
a deribosylaci femenény na aktivni nukleobaze (Hiros¢ al, 2007).

DalSi dradha, $ které dochazi k aktivaci nukleofid(ribosidmonofosfét) jejich
piimym pevodem na volné baze, je katalyzovana enzymem ioywokikleosid-5'-
monofosfatfosforibohydrolasou (LOG) (Kurakaetal, 2007).

Kratce po objevu cytokininse ffedpokladalo, Ze je jejich hlavnim zdrojem tRNA.
Duvodem byla identifikace isoprenoidnich cytokiiin hydrolyzatu tRNA (Vreman
a Skoog, 1972). Pozg@i kalkulace vSak ukazaly, Ze tRNAa#e byt diky své dlouhé
Zivotnosti zdrojem nejvySe 40 % cytokidintedy neni jejich hlavnim #gobem
produkce (Klambt, 1992).

Degradace tRNA je povazovana za hlavni cestu puamlcis-zeatinu a cytokinit
cZ-typu. Divodem je pitomnostcis-hydroxylované skupiny na fenylow&sti tRNA
(Vremanet al, 1978, Fréboret al, 2011). Prvni reakce této drahy je katalyzovana
pomoci tRNA-isopentenyltransferasy (EC 2.5.1.8k€iat al, 2001a).

Biosyntéza tZ mize u vySSich rostlin probiha &wa iiznymi zpisoby. Jedna se
0 biosyntézu zavislowj nezavislou na iP nukleotidu (Astet al, 2000). Prvni zfsob
biosyntézy s vyuzitim iP je katalyzovan cytochrom45@ monooxygenasou
(EC 1.14.14.1). UArabidopsis byly identifikovany dva tyto enzymy - CYP735A1
a CYP735A2. Bylo zjisiho, Zze oba enzymy nejsou schopmys-hydroxylace
a prednostd piasobi na N6-42-isopentenyl)adenosin-fnono- a difosfat (IPRMP,
IPRDP). (Takeetal, 2004a). V pipad biosyntézy nezavislé na iP nukleotidu
se redpoklada fima produkce tZ s vyuzitim prekurzoru s hydroxyloga postrannim
fettzcem jako substratu (Astet al, 2000).

Aromatické cytokininy vykazuji vysokou cytokininowaaktivitu, ale zpsob jejich
biosyntézyci degradace nebyl dosud plmozluseén. Byly identifikovany v gkolika
rostlinnych druzich, mj. u topolu (Horgaet al, 1973), anyzu (Ernsét al, 1983),
rajcete (Nandiet al, 1989)¢i Arabidopsis(Tarkowskaet al, 2003), ale stale neni jasné,
zda jsou pitomné ve vSech rostlinAch. Mechanismus glykosylacematickych
cytokinina a jejich signalni draha jsouregm¢ sdileny s isoprenoidnimi cytokininy,
neba enzymy a receptory zapojené dahto drah rozpoznavaji oba typy cytokiiin
(Mok aMok, 2001, Yamadat al, 2001).
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Obr. 2. Biosyntéza isoprenoidnich cytokirir{upraveno podIHiroseet al, 2007). AMP, ADP,
ATP - adenosi¥b-mono-, di- a trifosfat, iIPRMP, IPRDP, IPRTP -
N6-(A2-isopentenybdenosi-5-mono-, di- a trifosfat, tZRM, tZRDP, tZRTP -
transzeatin ribosid 5mono-, di- a trifosfat, DZRMP - dihydreatir ribosid 5 -monofosfat,
CZRMP - cis-zeatin ribosid t-monofosfat, DZR -dihydrozeatin ribosid, (R - cis-zeatin
ribosid, iPR - N°-isopentenyladenin ribosid, tZF- transzeatin ribosid, DMAPP -
dimethylallyldifosfat, IPT - isopentenyltransferasa (EC 2.5.1.27), tF-IPT - tRNA-
isopentenyltransferasa (12.5.1.8), CYP735A - ywochrom P450 monooxygene
(EC 1.14.14.1), LOG eytokininnukleosid-5monofosfatfosforibohydrolas

2.1.3 Metabolismus cytokinini

2.1.3.1Modifikace adeninového kruht

Modifikace adeninového kruhu zahrnujykosylaci pirevazré glukosylac) v pozicich
N, N’- nebo N°-, pripadré konjugaci alaninu W°- pozici adeniového kruhu
(Jameson, 1994)Glukosylace jsou katalyzovanytipluSnymi glukosyltransferasami
a zmsobuji inaktivaci cytokiniri, ktera je nezbytnd pro udrzeni,figadré

znovuustanoveni homeostazy cytokinirkonjugace glukosou 'N’- & N°- pozici

adeninového kruhu vede permanentni inaktivaci cytokinin zatimco konjugac
s glukosou W3- pozici adeninového kruhu je vratnou reakci, kteedlev | tvorbs

zasobnich forem cytokinin (Sakakibara, 2006).N°>- glukosidy mohou by
hydrolyzovany pomocs-glukosidasy za vzniku aktivnich bazi, na rozdilN’- a N°-

glukosidi, které jsou Wi pisobeni tohoto enzymu rezister. Konjugae alaninu W°-

pozici adeninového kruhu je katalyzovdna por p-(9-cytokinin)alaninsynthas
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(EC 2.5.1.50). V fpact konjugace alaninu se zeatineth dihydozeatinem vznika
kyselina lupinova/dihydrolupinova (Jameson, 1994).

2.1.3.2Modifikace N°-isoprenoidniho postrannihoretézce

Zmény v oblastiN®-postrannihoretszce pati mezi nejdleZitsjsi vibec, nebo bylo

prokdzano, Ze i malé substituenty v dané oblasthagni@ ovliviwuji cytokininovou

aktivitu (Schmitzet al, 1972, Moket al, 1982, Houet al, 2004). Mezi mozné
modifikace postrannihdettzce u transzeatinu pai redukce, glykosylace, &teni

postrannihdetzce pomoci cytokinindehydrogenas, acetylace, matieyh hydroxylace
(Evidenteet al, 1986, Laloue a Pethe, 1988, Mok a Mok, 2001, Gjr.

Redukce postranniharetézce transzeatinu je katalyzovana zeatinreduktasou
(EC 1.3.1.69) za vzniku dihydrozeatinu. Zeatinrddst hraje izjm¢ dialezitou ulohu
pii zachovani cytokininové aktivity, nebbge znamo, zZe dihydrozeatin, redukovana
formatranszeatinu, je rezistentnidinnosti cytokinindehydrogenas (Armstrong, 1994).

Dalsi mozZznou modifikaci je fjpojeni cukerné jednotky na termindlni
hydroxylovanou skupinud-glykosylace), katalizované zeai®glykosyltransferasami
(zeatinO-glukosyltransferasou (EC 2.4.1.203) nebo ze@xylosyltransferasou
(EC 2.4.2.40)) (Martin 1999 a,b, Martiet al, 2001, Wanget al, 1977).
O-glykosylované cytokininy jsou povazovany za stabitdsobni formy, jsou totiz
rezistentni wc¢i cytokinindehydrogenasam (Armstrong, 1994), a mohgt gemenény
zpst na aktivni aglykon pomogtglukosidasy (Brzobohatst al, 1993).

U cis-zeatinu je dale mozZna izomerizace za tvottgnszeatinu, katalyzovana
cistrans zeatinisomerasou (Bassdt al, 1993). Tento enzym preferujeepenu
cis-zeatinu natranszeatin ped izomerizaci og@ym snérem a pedstavuje tedy
zpasob, kterym lze namistois-zeatinu, jeZ vykazuje nizkou cytokininovou akiivit
ziskat vysoce aktivritans isomer (Mok a Mok, 2001). Nedavné studie vSalzaky,
Ze tato penmena neni u rostliniflis hojna (GajdoSovat al, 2011).

Mén¢ prostudovany je vyskyt acetylaci a methylaci posttho fetzce
utranszeatinu. Vyskyt  O-acetylovanych metabalit byl zaznamenan
nag. u rostlinnych naddr (Laloue a Pethe, 1988), nebo v cibulkdch nardisitych
(Narcissus pseudonarcisslg jako reakce po vystaveni chladu (Letheinal, 2003).
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Obr. 3. N&které modifikace\®-isoprenoidniho postrannittetizce u vybranych isoprenoidnich
cytokinina s @islusSnymi  enzymy: a) cytokinindehydrogenasa (EC .9932),

b) cytochrom P450 monooxygenasa (EC 1.14.14.1),-©lukosidasa (EC 3.2.1.21),
d) zeatinO-xylosyltransferasa (EC 2.4.2.40), e) zeatinredikta (EC 1.3.1.69),
f) zeatin cis-trans isomerasa, () zeati@-glukosyltransferasa (EC 2.4.1.203),
h) zeatin©-xylosyltransferasa (EC 2.4.2.40) cis-zeatinO-glukosyltransferasa (EC 2.4.1.215)
(upraveno podle Mok a Mok, 2001).
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2.1.4 Degradace cytokinini

V rostlinnych butkach existuji d¥ rizné drahy vedouci ke kompletni z&&iologické
aktivity cytokinini. Jedna se o tvorbN-konjugafi nebo o od&peni N°-postranniho
fetizce (Galuszkaet al, 2000). Selektivni degradace nenasycenifgostranniho
fetzce isoprenoidnich cytokininje katalyzovana enzymem cytokinindehydrogenasou
(CKX, EC1.5.99.12) Produkty reakce jsou adewinpiislusny derivat (viipact
N°-substituovanych cytokinit) a aldehyd odvozeny zN\°- postranniho fetszce
(Brownleeet al, 1975).

Aktivita CKX byla detekovana v mnoha rostlinnychudich (Fréboret al, 2011).
U Arabidopsis bylo identifikovano 7 gein pro cytokinindehydrogenasyCKX1-7),
které se vzajemn liSi mirou exprese, intracelularni lokalizaci azynovymi
vlastnostmi.CKX1 a CKX3jsou lokalizovany ve vakuolach@KX7 ziejme v cytosolu,
zbylé CKXs Arabidopsisjsou pravdpodobré extracelularni (Schmullingt al, 2003,
Kowalskaet al.,, 2010). ExpreseskterychCKX geni byla indukovana ihned po aplikaci
cytokinini (Bhargava et al, 2013), overexprese jinych v transgennich liniich
Arabidopsis zase vedla ke sniZzeni hladiny endogennich cytakinicoz n€lo
za nasledekizné vyvojové defekty (Kieber a Schaller, 2014).

2.1.5 Distribuce cytokinina v rostliné

Aktivita cytokinina v jednotlivych rostlinnych organech je regulovadiolika riznymi
aspekty, a to lokalizaci a rychlosti jejich bio®ay, aktivaci, tvorbou inaktivnich
konjugati (glykosidi), ¢i rychlosti degradace (Eckardt, 2003, Kudb al, 2010).
Lokalni cytokininova aktivita je dale oviiwvana transportem cytokininK transportu
cytokinind mezi rostlinnymi organy slouzi vaskularni systéimefn, xylem).

Hlavni funkci cytokiniri translokovanych skrz xylem i@vni ¢ast vodivych pletiv)
je prenos informaci z kene do nadzemnickasti rostliny. Rostlina tak reaguje
na @itomnost environmentalniho stresu jako je neddstaién, nizka teplota, salinita
¢i sucho (Emery a Atkins, 2002). Translokace cytokinprostednictvim xylemu je
obecré velmi rychld (Atzmon a van Staden, 1993), jejianjé vSak ovliviina rékolika
aspekty, mj. stadiem vyvoje rostliy prirodnimi podminkami. ZvySen& koncentrace
cytokinini v xylemu byla pozorovana ndklad po p@atku kveteni u hrachu
(Beveridgeet al.,, 1997) nebo jako reakce na vodni stregiy8ternet al, 2003).

Transport cytokinifi skrz floem (lykovacast vodivych pletiv) je prawgbodobré
mechanismem, kterym jsou cytokininy redistribuovady ukitych casti rostlin,
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nag. meristénd ¢i zasobnich orgdh jez nejsou satasti transpiréniho proudu (Baker,
2000). Bylo zjis¢no, Ze sniZeni hladiny cytokirinve floemu vede k destabilizaci
korenového vaskularniho systému podobnynmisppem, jako u mutaints defektnim
transportem auxihn ¢i cytokininovou signalizaci. Bazipetalni transparytokinina
(transport srerem ke kdenim) prostednictvim floemu hrajetdezitou roli @i regulaci
aktivity auxinovych transportér(PINs) v proximalnim meristému. Dodani cytokinin
skrz floem umot#tuje zacileni specifickych vyvojovych drah (fapachovani cévniho
vzoru) (Bishoppet al, 2011).

Bylo zjiSténo, Ze v xylemu je nejvysSi koncentrace tZR, zatime floemu pevliada
iPR. Ztoho Ize usoudit, Ze rostlingegm¢ vyuZivaji tZR i transportu z ktene
smeérem k nadzemniasti rostliny a iPR b transportu ke kiienim (Kudoet al, 2010).

Cytokininy jsou takeé transportovanygs plasmatickou membranu a skrz membranu
endoplasmatického retikula. K tomuto transportu fejme slouzi
purinové permeasy (PUPSs) (geAtPUP1laAtPUP2byly identifikovany uA. thaliang
(Gillissenet al, 2000, Burkleet al, 2003) a rovnovazné nukleosidové transportéry
(equilibrative nucleoside transporters - ENTS) ¢@deet al, 2007). Nicmé#& navzdory
dosavadnim poznaikn neni stéle definitivhjisté, zda tyto proteiny hraji kKidvou roli

pii membranovém transporin planta(Kieber a Schaller, 2014).

2.2 Cytokininové receptory

Cytokininové receptory jsou integralni transmembxén proteiny s komplexni
multidoménovou strukturou (Obr. 4), slouzici Kjmpu a transdukci cytokininového
signdélu. Jsou lokalizovany v plasmatické membrd@omin et al, 2012)¢i v membras
endoplasmatického retikula (ER) (Hwaegal, 2012). Na N-konci molekuly receptoru
se nachazi tzv. CHASE doména (cyclase/histidin danaassociated sensory
extracellular), tedy senzorova doména s ligandiwaae aktivitou (Anantharaman
a Aravind, 2001, Mougel a Zhulin, 2001). Tato domda lokalizovana v buiky
¢iviumen ER. Za ni, stmem k C-konci receptoru nasleduje katalyticka domén
s histidinkindzovou aktivitou, kterd obsahuje dim&mi A-doménu a ATP/ADP
vazebnou fosfotransferovou doménu. A-doména sestaed dvou flehlych
antiparalelnich alfa-helix pricemz A-domény sousednich receptonohou vzajem
interagovat za vznikuétyrhelixového svazku. Fosfotransferova doména obsahuje
konzervovany histidin, ktery je po navazani cytakin na CHASE doménu

fosforylovan (Wolaninet al, 2002). Na C-konci receptoru se nachagjimacova
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doména &onzervovanym aspartat,, jez jeakceptorem fosfatu histidinu katalytické
domény (Heyl a Schmulling, 200. Katalytickd a pfijimacové doména jsou

lokalizovary na cytosolové str&membrany(Lomin et al,, 2012)

Obr. 4. Doménova struktura cytokininového recep Arabidopsi CRE1/AHKA4.
TM - transmembranova doména, - ligandvazebna (CHASE) doménHK - histidinkindzova
(katalytickd) doména, A- akceptorova (fiiimacova) doména (Lomiet al., 2012).

2.2.1 Signalni draha cytokinina

Molekularni mechanismus funkce cytokirinzisiaval po dlouhou dobu neobjasm
aZz do objevicytokininovych receptdi Arabidopsisna z&atku 21. stolet(lnoueet al,
2001, Suzukeet al, 2001, Ueguchet al, 2001). B rozpoznani cytokininuifslusnym
receptoremdochazi ' prenosu signalu pomoci tzedvoukomponentového signalni
systéemuy zaloZzeného naipnosu fosfatu. Tento systénieposu signalu se hdj
vyskytuje u bakterii. 'nejjednodussim ffpact sestdvapouze¢ ze dvou proteit -
histidinkinagveho senzoi (HS) a regulatoru odpeédi (RO). Autofosforylae histidinu
histidinkindzového senzc muze byt spu&na vlivem navazanitznych signalnicl
molekul. Nasled& je fosfa pienesen naaspartat regulatoru odpédi, coz vede
k jeho aktivacia generaci odpadi buiky na signadlKomplexrgjsi dvoukomponentcé
systény zahrnuji hybridni histidinkinazy ackolik dalSich fosfotransferovych krak
Tyto drahy &ké castosestavaji z vice nez du proteirii (krom wsSe zmignych HS
a RO) (Hwanget al, 2002).

Signalni draha cytokininje popsana nejlépe Arabidopsis(Hwang a Sheen, 20,
Hutchisonet al, 2006, Mahoneret al, 2006). Vposlednich letec byly vyzkumu
cytokininové signalizace podrobeny i dalSi rostlinné d (mj. Zea may, Oryza sativa
mech Physcomitrella patel, Medicago truncatulaa mnoho alSich (shrnuto
v Hellmann et al, 2010), hlavre z divodu pfirozené limitace Arabidopsis

jakomodelového organisn, nag. pii vyzkumu nodulaceci tvorby dreve. Rychle
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rostouci poet odsekvenovanych rostlinnych genomovnéZz usnaduje studium
signdélnich drah cytokininu SirSiho spektra rostlin (Hellmaetal, 2010).

Cytokininoveé receptonArabidopsis AHK2, AHK3 a CRE1/AHK4, jsou aktivovany
po navazani cytokinin na transmembranovou CHASE doménu receptoru (Obr. 5
Nasleduje autofosforylace histidinu hybridni histidnazy na N-konci aignos fosfatu
na aspartat akceptorové domény na C-konci receptdignal je dale saiiovan
na histidinfosfotransferové proteinfrabidopsis (AHPS), které zprosedkuji transfer
signalu z cytoplasmy do b&mého jadra (Hutchisort al, 2006). U Arabidopsis
se nachézi celkem 6 typAHPs. Jeden z nich, AHP6, se liSi od ostatnicheratis
konzervovaného histidinu, neni tudiz schopéimout fosfat. Proto je také nazyvan
pseudo-AHP, nehibnegativié ovliviiuje aktivitu signalizéni drahy (Mahoneret al,
2006). V jade je signal fjat regulatory odpogdi typu B (ARR-B). Jde o transkipi
faktory, které pimo podporuji expresi regulaforodpowdi typu A. ARR-A slouZzi
jako negativni zgtnovazebné regulatory signaléiza drahy (Muller a Sheen, 2007).
ARR typu B téz reguluji (obvykle aktivuji) transkdi primarnich gel odpowdi
(Brenneret al, 2005).
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Obr. 5. Signalni draha cytokinit u Arabidopsis AHKs - histidinkinazy Arabidopsis

AHPs -histidinfosfotransferové proteirArabidopsis ARRs -regulatory odpoidi Arabidopsis

Oranzové H a D histidiny a aspartatykteré ijimaji fosfat. Zéené jsou vyznéeny pozitivni
acerverg negativni regulatory signalni drahy cytokiiirCRF- cytokininovy faktor odpo#di,

CKX - cytokinindehydrogenaseCYC - cyklin, SHY -short hypocotyl WUS - WUSCHEL,
CLV - CLAVATA, PIN - PIN-FORMED proteiny tftansportery auxir) (upraveno
podle Hwangget al,, 2012)
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2.2.2 Substratova specifita cytokininovych receptoi

Cytokininoveé receptory uignych rostlinnych drulny ale i fizné typy &€chto receptar
v ramci jednoho druhu, vykazuji rozdilnou afinitwd&zk® jednotlivych ligand a lisi se
tak svou funkni specifitou (Hwangt al, 2012).

Substratova specifita je repstji studovana pomoci fugkich a ligand-vazebnych
testi (Spichalet al, 2004, Romanoet al, 2006). Bi obou testech jsou vyuzivany
heterologni expresni systémy, dagtji transgenni bakterieE( col) a kvasinky,
které jsou schopny exprimovat fummd receptory (Suzukét al, 2001, Spichaét al,
2004).

V piipact funkéniho testu nesou transgenniiky kromeé genu kodujiciho islusny
receptor navic fuzni gegps::lacZ Fi testu dochazi po vagkcytokininu k receptoru
atransdukci signdlu k expredacZ genu, ktery koduje enzyng-galaktosidasu.
S vyuzitim chromogenniho substratu (X-Gal) lze peté&dno ufit aktivitu tohoto
enzymu (a satasre tak aktivitu receptoru) (Yamads al, 2001).

Ligand-vazebny test je zaloZen na kompetici cytiokirs *H-tZ o vazebn& mista
na cytokininovych receptorech - debse véazajici ligandy vyttéa z vazebnych mist
radioaktivré zna&eny trans-zeatin, ligandy s mensi afinitou nahradi pouzétauw ¢ast
vazaného®H-tZ (Romanovet al, 2005). Obech plati a bylo prokazéano, Ze afinita
hormonu k receptoru poziti¢rkoreluje se schopnosti hormonu indukovat biologick
odpowvd, vysledky obou teét jsou tedy srovnatelné (Romanost al, 2005,
Lomin et al, 2011).

Substratova specifita cytokininovych recejtbyla dosud dkladngji prozkoumana
u rostlinnych drubh Arabidopsis thalianaa Zea mays (Spichal et al, 2004,
Yonekura-Sakakibaret al 2004, Romanoet al, 2006, Lomiret al, 2011, Stolzt al,
2011). Tesim na uteni substratové specifity byly podrobeny také jayfokininové
receptory, napp u mechuPhyscomitrella patensnicmért ne v takovém rozsahu jako
uA. thalianaaZ. maygGruhnet al, 2014).

2.2.2.1Substratova specifita cytokininovych receptodé Arabidopsis

thaliana

Studie biochemickych vlastnosti cytokininovych nmgioei Arabidopsis AHK3
a CRE1/AHK4 byly provedeny s vyuzitim transgenni€hcoli ¢i kvasinkovych biek
exprimujicich jednotlivé cytokininové receptory.tdystudie odhalily, Ze se disotid

konstanty (k) cytokinind pohybuji v gipact obou receptdr v nizkém nanomolarnim
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rozsahu (Stolzt al, 2011). Bylo zji&no, Ze oba receptory vykazuji shédmejvyssi
afinitu ktranszeatinu (Tab. 1). Jednim z nejsjich ligandi pro CRE1/AHK4

s afinitou blizkou tZ je isopentenyladenin, naopakAHK3 vykazuje iP afinitu
0 poznani slabsi, spiSetextni ve srovnani s ostatnimi cytokininy. Cytokininy
s modifikovanym postranninettzcem, cis-zeatin a dihydrozeatin, jsou lépe vazany
k AHK3, a to se s$edni afinitou, kK CRE1/AHK4 jsou vazany pouze s ma#dinitou
(Romanovet al, 2006). U aromatickych cytokinin benzyladeninu a kinetinu, byla
zjisSténa k okkma receptarm mensSi afinita nez uét8iny cytokinini isoprenoidnich.
Vyjimkou je metatopolin, ktery vykazuje zrmou afinitu k oma receptamm
(Spichalet al, 2004). Dale byla porovnavana afinita metaidlt. Zjistilo se, ze afinita
ribosidi (transportnich forem cytokini je v gipact iPR u CRE/AHK4 gedni
au AHK3 nizkad. tZR vykazuje k ¢&ma receptarm relativie vysokou afinitu
(Romanov et al, 2006). Naproti tomuO- a N- glukosidy byly zcela inaktivni,
coz odpovida fedpokladu, Ze jde o biologicky neaktivni zasobnimip cytokinini
(Spichal et al, 2004). Byly testovany i dkteré syntetické cytokininy odvozené
od fenylm@oviny, difenylma@&ovina (DPU) a thidiazuron (TDZ). TDZ vykazoval
k obdma receptarm vysokou afinitu, zatimco DPU nevykazovala afini@dnou
(Spichal et al, 2004). Jako negativni kontrola byl vzdy vyuZieain, ktery se
dle atekavani k receptém taktéz wibec nevazal (Spichat al, 2004, Romanoet al,
2006).

Tab. 1. Konstanty afinity (k) pro vazbu iiznych cytokinirii k receptoim ArabidopsisAHK3
a CRE1/AHK4 ¢im niZSi hodnota K tim vysSi afinita k receptoru). Hodnoty Kyly urceny
jako koncentrace liganduipkteré doslo k nahrazeni 50% navazandHdZ. (-) uceni Kp
nebylo mozné zi/odu velmi slabé interakce ligand-receptor (upravpadle Romanoet al.,
2006).

Cytokinin Kp (nM)
AHK3 CRE1/AHK4
trans-zeatin tZ 1.3 3.9
thidiazuron TDZ 13 40
trans-zeatin ribosid tZR 15 50
dihydrozeatin DHZ 50 400
N°-(A%-isopentenyl)adenin iP 150 17
cis-zeatin cZ 375 830
N°-benzyladenin BAP 1050 300
N°-(A%isopentenyl)adenin ribosid iPR >2300 130
trans-zeatinO-glukosid tZOG - -
adenin Ade - -
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Heterologni exprese receptoru AHK2 je komplikov - uskut&nilo se rkolik
pokugi exprimovat tento recepto E. coli, ale nikdy se nepodilo ziskat cely produki
Je mozné, Ze receptor AHK2 je [E. colitoxicky. Ztohoto divodu nebyl substratova
specifita celého receptc dosud testovandByla vSak testovana substratova spec
CHASE domény daného receptoru (Stet al, 2011), mba’ bylo v pfipad receptoru
CRE1/AHK4 zjiskno, Ze | vazl ligandu dostéuje jehoCHASE doméng(Heyl et al,
2007). CHASE doména AHK2 byla exprimovani E. coli, jako kontroli pifi méreni
slouzila CHASE doména CRE1/AHK4, jez byla exprimaadza pouziti stejnér
vektorového systému. Bylo zj&to, Ze CHASE doména AHK2 vaze cytokini
svysokou afinitou a svou substratovou specii se podoba CHASE domé
CRE1/AHK4 (Tab. 2). CHASE doména AHK2 vaze nejlépeddF, méré pak gislusné
ribozidy - tZR a iPR Pon®rné dole jsou vazany také thidiazuron a benzylade
naopakcZ a dihydrozeatin vykazuji velmi slabou afinitd-O-glukosid a adenin nejsc
podle géekavanivdzany wibec (Stolzet al, 2011) (Obr. 6).
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Obr. 6. Srovnani substratové specifity CHASE domén recépAHK2 a CRE1/AHKA4
s pouZzitim ligandrazebného tesi(upraveno podle Stokt al, 2011).
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Tab. 2. Konstanty afinity (k) pro vazbu iiznych cytokinii k CHASE doménam recepftor
ArabidopsisAHK2 a CRE1/AHK4 a k receptoru CRE1/AHKAJih niz8i hodnota K, tim vySSi
afinita k receptoru). Hodnoty Kbyly urceny jako koncentrace ligandufipkteré doslo
k nahrazeni 50% navazanéfie-tZ. Testy bez sirodatné odchylky byly provedeny jednou,
ostatni dvakrat. (-) netieno (upraveno podle Stad al,, 2011).

Cytokinin Kp (M)

CHASE doména CHASE doména celé

AHK?2 CRE1/AHK4 CRE1/AHK4
trans-zeatin tZ 40 = 0.7 91 £ 15 44 + 1.1
thidiazuron TDz 25 20 -
trans-zeatin ribosid tZR 160+ 1.4 75 46 + 05
dihydrozeatin DHz 214 + 47 162 224 + 6
N°-(A%isopentenyl)adenin iP 1.43+ 0.02 2 35 + 1.6
cis-zeatin cZ 189 + 23 286 454 + 134
N°-benzyladenin BAP 45 + 6 26 64 + 15
N°-(A%isopentenyl)adenin ribosid iPR 6.5 + 0.8 22 -
trans-zeatinO-glukosid tZOG > 10000 > 10 000 > 10 000
adenin Ade > 10 000 > 10 000 -

Z divodu owieni, zda bakteridlni modely odrédzZeji skute chovani receptor
v rostlirg, byla aktivita kazdého z cytokininovych recefiitérabidopsisstudovana také
in planta Byly vyuZity pouze dva druhy cytokinin tZ a iP. Bi tomto vyzkumu byly
receptory testovany dma gFistupy: v prvnim pipact byla neiena aktivace transkripce
dvou primarnich cytokininovych génodpowdi ARR5a ARRG ve druhém fipact
pak byla analyzovana aktivace reportérového depsGUS (D'Agostinoet al, 2000,
Romanovet al, 2002). VSechny experimenty byly provedeny s wjoritti raznych
double-receptorovych mutant takze byl v rostlia vzdy exprimovan pouze jeden
funkéni receptor. Z vysledktesti vyplyva, Ze vSechnyitreceptory vykazujin planta
vysokou senzitivitu, AHK2 vSak niZ§i v porovnaniostatnimi receptory. AHKS3
vykazuje niz8i senzitivitu kiP, u AHK2 a CRE1/AHKje senzitivita k obma
cytokininim vicemén shodnda. Vysledky testovami planta potvrzuji vysledky test

s vyuzitim heterolognich mikroorganiér(Stolzet al, 2011).

2.2.2.1.1Exprese a specifické funkce cytokininovych receptdr
Arabidopsis

Cytokininové receptoryArabidopsis(AHK2, AHK3 a CRE1/AHK4) maji navzdory
strukturni podobnosti v rosténrozdilné ulohy. Bylo zji$no, Ze funkni specifita
téchto cytokininovych receptorje dana jejichtirznou afinitou k ligandm a rozdilnou
arovni genove exprese recepitg6tolzet al, 2011). Genetické studie odhalily u vSech

tiéi receptot funkéni nadbytek a mutace jednotlivych recepiojez vedly ke ztrét
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jejich funkce, mly pouze maly ¢i vubec Zadny vliv na rostlinny fenotyp
(Nishimura et al, 2004). Existuji vSak i funkce, které jsou zptredkovany pouze
jednim konkrétnim receptorem, rfapfunkce CRE1/AHK4 fi elongaci kdene
(Inoueet al, 2001, Riefleret al, 2006) a regulaci organizaceikoe i embryonalnim
vyvoji (Mahonenet al, 2000, Muller a Sheen, 2007)i role AHK3 pii regulaci
senescence (Rieflaat al, 2006) a bu&né diferenciaci v tranzitni zénkorenového
meristému (Dello loicet al, 2007). Receptor AHK2 nemé&ejm¢ Zadnou specifickou
funkci, nicmér neni-li v rostlig ptitomen zadny jiny funéni receptor, je sdm schopen
za standardnichastovych podminek zachovat normdlist rostliny (Riefleret al,
2006).

Bylo zjiSttno, Ze geny pro cytokininové receptofy thaliana jsou v fizné mfe
exprimovany tér ve vSech pletivech. CRE1/AHK4 vykazuje vySSi Utoexprese
v kofenech, AHK2 a AHK3 jsou zase hejn exprimovany ve vyhoncich
(Ueguchiet al, 2001, Higuchiet al, 2004). Analyza s vyuzitim fuzniho konstruktu
AHK promoterp-glukuronidasa ukazala, Ze geny kodujici cytokim@noreceptory
A. thaliana maji pekryvajici se expresni domény a jsouuzmwou intenzitou
exprimovany tér ve vSech bikadch #znych rostlinnych organ nejvice
pak v buikach tvdicich meristematicka a vaskularni pletiva (Nishiaetral, 2004).

2.2.2.2Substratova specifita cytokininovych receptoié Zea mays

Pomoci analyzy genomu bylo dea maysidentifikovano 11 gein kodujicich
cytokininové receptory (Chet al, 2011), 6ZmHK geni bylo klonovano (Munizt al,
2010) a u 7 byly provedeny expresni a fimikanalyzy (Wanget al, 2014). U ti
kukuticnych cytokininovych receptér- ZmHK1, ZmHK2 a ZmHK3a - byla testovana
jejich substratova specifita (Yonekura-Sakakibataal, 2004, Lominet al, 2011).
Z analyzy jejich sekvenci vyplynulo, Ze jde o hoogy receptak Arabidopsis thaliana
ZmHK1 je orthologem k CRE1/AHK4, ZmHK2 je ortholagek AHK3 a ZmHK3a je
orthologem k AHK2 (Yonekura-Sakakibaet al, 2004). Ligand-vazebné vlastnosti
cytokininovych receptér Zea  mays byly charakterizovany  poprvé
Yonekura-Sakakibaroet al (2004) s vyuZzitim transgennidb.coli s fuznim genem
cps::lacZ Pozdji byly charakterizovany také pomoci ligand vazdimétestu
s vyuzitim Zivych bugk (E. col) (Lomin et al, 2011). Vysledky obou tastbyly

srovnatelné.
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Bylo zjiSttno, Ze disociéni konstanty testovanych cytokiriirse pohybuji u vSech
kukuticnych receptar v nanomolarnim rozsahu &tSinou se podobaji hodnotdm
disocig&nich konstant zjighych u gislusnych ortholoy z Arabidopsis thaliana
(Romanovet al, 2006). K nej¢tSimu odchyleni doSlo ipadt cis-zeatinu, ktery je
ke vSem cytokininovym recepion Zea mayslokie vazan. Naproti tomu cytokininové
receptoryArabidopsisvykazovaly k cZ vzdy pouze slabou afinitu (Romareival,
2006, Stolzet al, 2011). Z vysledk testovani - afinitnich konstant a kompefch
kiivek - vyplyva, Zze ma kazdy z kukanych cytokininovych receptarrozdilnou
ligandovou specifitu (Obr. 7). ZmHK1 preferuje iP w@elmi dolie vézZe
také benzyladenin. KtZ a cZ vykazuje t&#nshodnou a po#mné vysokou afinitu.
ZmHK2 preferuje tZ a IP fied cZ a jako jediny ze vSech kukinych receptar
vykazuje vysokou afinitu k dihydrozeatinu. ZmHK3aZze nejlépe P (Tab. 3)
(Lomin et al, 2011).

Dale byla studovana specifita cytokininovych reocepZea may« ribosidim tZ, cZ
a iP asyntetickému derivatu fenyltowiny thidiazuronu. TDZ se ukazal byt
efektivnim cytokininem pro ZmHK3a a ZmHK2, nikolwSak u ZmHK1. Ribosidy
u vSech receptérvykazovaly aktivitu - u ZmHK1 a ZmHK3a asi o poiou nizsi
nez gislusné isoprenoidni cytokininy a u ZmHK2 byla ak# ribosidh a gislusnych
isoprenoidnich cytokiniin priblizné stejna (Obr. 8) (Yonekura-Sakakibataal,, 2004).

Tab. 3. Konstanty afinity (k) pro vazbu iiznych cytokiniri k receptoim Zea maysZmHK1,
ZmHK2 a ZmHK3a ¢im nizsi hodnota K, tim vysSi afinita k receptoru). Hodnoty, Kyly
uréeny jako koncentrace ligandui jteré doslo k nahrazeni 50% navazan#haZ (upraveno
podle Lominet al, 2011).

Cytokinin Kp (M)
ZmHK1 ZmHK?2 ZmHK3a

trans-zeatin tZz 24 0.4 7.2
dihydrozeati DHZ 630 2 232
N°-(A%isopentenyl)adenin iP 2.3 0.6 2.7
cis-zeatin cZ 26 8.4 21
N°-benzyladenin BAP 3.3 5.5 13.8
adeni Ade > 10 000 > 10 000 > 10 000
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specificka vazba fH] trans-zeatinu [cpm]

Ligandova specifita byla také charakterianau mikrosoni pripravenych koieni
a listi, a to rovez s vyuZitim ligand-vazebného testu®d-tZ. Mikrosomy z obou
rostlinnych orgaft vykazovaly shodné vazebné vlastnostiejsilngjSimi kompetitory
byly tZ a iP cZ byl vazan tire a adeninnevykazoval pole ocekavani zadnou
kompetEni aktivitu. Navzdory podobnému trendu byly z§8y nizSi hodnot
disocia&nich konstant u mikrosaim z listd oproti mikrosonim z koreni. Zjisténé
vazebné vlastnosti mikrosd@m jsou Vv souladu sharakteristikami kukticnych
cytokininiovych receptar ziskanych vyuzitim heterolognich mikroorganisn
Poporovnani disocinich konstantcytokininovych vazebnych mi: v kofenovych
alistovych membranéach disoci&nimi konstantami jednotlivych cytokininovyct
receptoéi bylo usouzeno, Ze listovych mikosomech fpeviada ZmHK2
zatimcokorenové mikrosomy obsahuji fggmé mix cytokininovych receptd
(Lominet al, 2011) Zawr koresponduje daty o expresi gér kddujicich kukiicné
cytokininové receptory uvejnénymi Yonekur-Sakakibarowetal. (2004).
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Obr. 7. Substratova specifita cytokininovych recefitZea mayg4zjisténa : kompeténich tesi
- ¢im strngjSi kiivka, tim je substrat receptorulépe vazan) (upraveno pocLomin et al,
2011).
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Obr. 8. Porovnani aktivit jednotlivych cytokinin u cytokininovych receptdé Zea mays
(upraveno podl&onekur-Sakakibaraet al, 2004).

1.3.2.2.1 Exprese a specifickefunkce cytokininovych receptori

Zea mays

Exprese gein pro cytokininové receptory ZmHK1, ZmHKZz a ZmHK3a - byla
studovana poprvé Yoneki-Sakakibarouet al. (2004). Vyzkum odhal, Ze exprese
ZmHK2 prevazuje 'listech, zatimcaZmHK1 a ZmHK3a jsou nejvice exprimovany
v korenech.

U sedmi gefi kédujicich cytokininové receptoiZea mays ZmHK1, ZmHK1a2
ZmHK1bl ZmHK1b:;, ZmHK2 ZmHK2a2 a ZmHK3b - byly provedeny expresi
a funkéni analyzy.Bylo zjisSttno, Zese dané geny liSi mirou expres pribéhu ristu
a vyvoje kukiice. Napiklad ZmHK1a2je exprimovananejvice \ primarnich kéenech,
prvotnich listech, ve ston, apikalnim meristému stonku embnu. ZmHK2a2 je
zasehojre exprimovaia v listech, semenechy sandich kwta vtermindlni lak
a vevietenu kuki@céného klas. Rozdily v expresi bylyozorovaly také u sesterskych
geni, jez vminulosti prosly procesem duplikaceZihiHK1 a ZmHK1a:, ZmHK1bl
aZmHK1b2 ZmHKZz a ZmHK2a3. TiebaZmHK1 je hojré exprimovana ve tetenu
kukuticného klasu, zatimco mira exprestomtéz mist je uZmHK1a: relativre niZsi.
U santich kwta vterminalni lat byla zase pozorovana vyssSi mira expiv pripac

ZmHK2a2 v porovnani sZmHK2 Dale byla zkoumana odpé&¥ ZmHK gem
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na gidavek exogennich cytokinin U 5 geri se znénila po oSeeni mira exprese -
uZmHK1, ZmHK1a2 ZmHK2azZmHK2a2doslo k jejimu sniZzeni, dmHK1blnaopak
ke zvySeni. V fipadd ZmHK1b2a ZmHK3b nedoSlo k Zadnym z&nam v genoveé
expresi (Wanget al, 2014).

Geny pro cytokininové receptodea mayse roviz liSi svymi funkcemi v rostli&
Bylo zjis€no, ZeZmHK1a2zpomaluje kkeni semen &mHK1 s ZmHK2a2 mohou
oddalit opad lidi. U transgennich linii exprimujicicAmHK1, ZmHK1a2 ZmHK2
ZmHK2a2¢i ZmHK3bbyla pozorovana vyrazna redukce velikosti senzenHK geny
hraji téz roli @i vyvoji koremi a vyhonki. U vSech transgennich linii exprimujicich
geny pro kuki¢né cytokininové receptory byla pozorovaretelre kratSi délka kiene
a snizeny peet lateralnich kieni, ale lepSi vyvoj vyhonku v porovnani s WT
(Wanget al, 2014).

2.3 Celed’ brukvovité (Brassicaceae)

Brassicaceage Siroce roz§ena rostlinn&eled” sestavajici fiblizné z 340 rod a 3700
druhi (Lysak a Koch, 2011). Vyznamnym zastupcem a veliihezitym modelovym
organismem  pro  rostlinnou  molekularni  biologii  je usknéek rolni
(Arabidopsis thaliang jehoZz genom (fiblizn¢ 130 Mbp) je diky své malé velikosti
v porovnani s jinymi rostlinnymi druhy nejlépe prodovanym genomem vysSich
rostlin. Rostliny ¢eledi brukvovité maji zreny vyznam v zerdélstvi, a to hlava
diky rodu Brassica (brukev), ktery je bohatym zdrojem olejovych sensmrzahrnuje
mnoho druld zeleniny a picnin (Schmiet al, 2001).

Komparativni genetické mapovani odhalilo genomokalinearitu rostlin ¢eledi
brukvovité (Lanet al, 2000), fyzikalni mapovani a sekvenovani zase @z
genového usgadani udchto rostlin. V souladu s timto zj&tim mohou byt informace
shrom&zdné pro modelovy druh A.thaliana smalym, a tedy snaze
studovatelnym genomem vyuzity pro analyzdibpznych rostlin s komplexnimi
genomy (Schmidet al, 2001). Odchyleni rodové liniBrassicaod spoléneho gedka
sArabidopsis nastalo asi ij@d 20 miliony let (Yanget al, 1999). Po divergenci
rodovych linii Brassica a Arabidopsis doSlo k triplikaci DNA vedouci ke vzniku
hexaploidniho fedka, jez je typicky pr8rassiceagWanget al, 2011).
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2.3.1 Vyznamni zastupci roduBrassica

U vybranych drufi rodu Brassicabyly provedeny tkladné genetické a molekularni
analyzy. DruhyB. nigra B. oleraceaa B. rapajsou diploidni, liSi se vSak ptem
chromosonm (2n = 16 B. nigra), 18 @. oleracea , 20 B. rapg). DalSi studovani
zastupci -B. juncea B. napusa B. carinata jsou amfidiploidni a vznikly parovymi
kombinacemi vySe zménych diploidnich druti: B. juncea(AABB) kombinaciB. rapa
(AA) aB. nigra (BB), B. napus(AACC) kombinaciB. rapa(AA) a B. oleracea(CC)
aB. carinata (BBCC) kombinaciB. nigra (BB) a B. oleracea (CC) (Obr. 9)
(Schmidtet al, 2001). UB. nigra byla zjiS€na nejmensi velikost genomu 470 Mbp,
velikosti genond jednotlivych poddrut B. rapase pohybuji v rozsahu 470 - 520 Mbp
av pipad poddruli B. oleracea mezi 600 - 670 Mbp. Velikosti gendm
amfidiploidnich druli B. napus a B. juncese pohybuji v rozmezi 1105 - 1235 Mbp
(Arumuganathan a Earle, 1991). Komparativni analydialily rozsahlou kolinearitu
mezi genom\B. nigra, B. oleraceaaB. rapa navzdory tomu se struktury chromosom
téchto drutii liSi velkym mnozstvim feskupeni (Lagercrantz a Lydiate, 1996).
Komparativni genetické mapovani amfidiploidnich tdruB. napus a B. juncea
prokédzalo, Ze chromozomové mapichto druli jsou v porovnani s jejich ipdky
(B. rapa a B. oleraceav piipact B. napus B. rapaa B. nigra v pripad B. juncea

v zasad beze zmin (Axelssoret al, 2000, Parkiret al,, 1995).

2.3.1.1Brukev fepka (Brassica napus)

Brukev fepka (Obr. 10) je amfidiploidnim druhem <fwm chromosorin 2n = 38.
Vznikla hybridizaci mezi brukviepakem Brassica rapa- 2n = 20)a brukvi zelnou
(Brassica oleracea 2n = 18). Ktéto udalosti doslarggmeé v pribéhu poslednich
10 000 let (Yanget al, 1999).

Brukev fepka je zeridélskd plodina, ktera je gtovana hlavé pro sva olejova
semena a také jako zelenigiskrmivo (tufin). Je jednou z kom&mé nejvyznamuijSich
olejnin. Réstuje se na &Sin¢ Uzemi mirného podnebného pasu - v Severni i Jizni
Americe, Evrop, Austrdli a Vychodni a Jizni AsiiRepkovy olej je vyuZivan
v potravindstvi, ma pémyslové vyuZiti jako biopalivo¢éi mazivo a slouzi takeé

jako proteinova vyziva pro ztdta (v krmnych s@sich) (Wanget al, 2011).
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Brassica nigra

Brossica juncea Brassica carinata

Brossica ropa Braossico napus Brossico oleracea

Obr. 9. Genomické vztahy mezi Sesti zastu
rodu Brassica Ve schématu jsou zobrazerty
diploidni druhy -B. rape (AA), B. nigra (BB)
a B. oleracea(CC) a ti druhy amfidiploidni-
B. juncea (AABB), B. napus (AACC)
aB. carinata (BBCC), které vzdy vznikh
hybridizaci mezi déma  gisluSnymi
diploidnimi druhy(Stewariet al., 2003).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 MATERIAL

3.1.1 Pristrojové vybaveni

analytické vahy RADWAG XA 110/2X Radwag (Polsko)
desttkovy spektrofotometr Synergy H4 BioTek (USA)
digestd MERCI M 1200 MERCI CR)
elektroporator ECM399 BTX (USA)
inkubovanatepaka Innova 42 New Brunswick Scientific (USA)
inkubovanatepaka Thermomixer comfort Eppendorf §Mecko)
laboratorni vahy KERN 440-33N Kern & Sohn (Nmecko)
laminérni box (flow box) MERCI SCS 2-4 Mer@R)

magneticka michka MR Hei-Mix S Heidolph (mecko)
parni sterilizator Unisteri BMT (USA)

pH metr Hanna pH 211 Sigma-Aldrich (USA)
piedvazky BPS 41 Boeco éwecko)
scintila&ni spektrometr Hidex 300 SL Hidex (Finsko)

stolni centrifuga Heraeus Multifuge X1R Thermoedific (USA)
stolni centrifuga ScanSpeed 1730MR LaboGene (Dansko
termocykler TC-512 Techne (USA)
ultrazvukova vana SONOREX SUPER Bandeligriiécko)

UV transluminator Super Bright Vilber Lourmat (Fcae)

3.1.2 Chemikalie a pufry

Chemikalie:

agar HiMedia (Indie)
agarosa Sigma-Aldrich (USA)
ampicilin Sigma-Aldrich (USA)
casamino acids Merck @xhecko)
D-glukosa Sigma-Aldrich (USA)
dihydrogenfosforénan draselny Lach-Ne€R)
dimethylsulfoxid (DMSO) PentalR)

DNA barvivo SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain  LifeeEhnologies(R)
dodecylhydrat hydrogenfosfameanu sodného Lach-NefR)
dodecylsiran sodny (SDS) Lach-N€IR)

EDTA Lach-Ner CR)
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ethanol
GeneRuler 1 kb DNA Ladder

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

gentamicin

glycerol

hexahydrat chloridu Ke¢natého
hydroxid sodny

chlorid amonny

chlorid draselny

chlorid sodny

chlorid vapenaty
isopropanol

kanamycin

kvasinkovy extrakt

LB Broth

octan draselny

PCR voda (DNase, RNase free)
scintilani roztok

siran hoecnaty

Tris

Tris-acetét

Tris-hydrochlorid

trypton

Pufry:

5x BP klonasa redhki pufr

5x LR klonasa reaki pufr

5x Phusion HF pufr

5x Phusion HF pufr

6x DNA Loading Dye

10x CutSmart Buffer

10x FastDigest Green Buffer
10x Loading Buffer

Lach-Ner CR)
Thermo Scientific (USA)
Thermo ScientifiSA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Lach-Ner((R)
Sigma-Aldrich (USA)
Lach-NeCR)
Lach-NeCR)
Lach-Ner((R)
Lach-Nef€R)
Sigma-Aldrich (USA)
Duchefa (Nizozemsko)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Pent&R)
Sigma-Aldrich (USA)
Beckman Coulter (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Duchefa (Nizozemsko)
Lach-Ner CR)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)

Invitrogen (USA)
Invitrogen (USA)
New England Biolabs (UK)
Thermo Scientific (USA)
Thermo Scientific (USA)
New England Biolabs (UK)
Thermo Scientific (USA)

Takara (Japonsko)

3.1.3 Hormony, enzymy a komegni soupravy

Hormony:
cytokininy, adenin

kyselina abscisova (ABA)

Olchemin(R)
Olchemir@'R)



kyselina giberelova (GA3)
kyselina indol-3-octova (IAA)

radioaktivré znasenytranszeatin {H-t2)

Enzymy:

BP klonasa

LR klonasa

Phusion High-Fidelity DNA polymerasa
Phusion High-Fidelity DNA polymerasa
proteinasa K

restrikini endonukleasApa

restrikéni endonukleasgcoRl

restrikini endonukleasBanH| a Sal
RNasa A

Komeréni soupravy:

QIAprep Spin Miniprep Kit (50)

Wizard SV Gel and PCR Clean Up System

3.1.4 Biologicky material a vektory

Biologicky materidl:
E. coliKMIOO1 nesouci

ve vektoru pINIII

konstrukt BnCHK1

Olchemir@'R)
OlcheminCR)

Isotopova laborato Ustavu

experimentalni botaniky ACR

Invitrogen (USA)
Invitrogen (USA)
New EnglandiBbs (UK)
Thermo SciBotfUSA)
Invitrogen (USA)
Takara (Japonsko)
Thermo Scientific (USA)
New England Biolabs (UK)
Sigma-Aldrich (USA)

Qiagen (Nizozemsko)
Promega (USA)

Mgr. Lucia Gallovéa, konstruktijpraven
na  Oddleni

a proteomiky

funkéni  genomiky

rostlin, CEITEC,

Masarykova Univerzita, Brno

E. coliKMIOO1 nesouci konstrukBnCHK1 (gen Mgr. Lucia Gallova, konstruktijpraven

zkrdceny o jednu transmembranovou domémg  Oddleni

ve vektoru pINIII

E. coliKMI001
ve vektoru pINIII
TOP10 nesouci

ve vektoru pBluescript

nesouci

E. coli

elektrokompetentrit. coliTOP10

konstrukt BnCHK3

konstruktBnCHK3
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funikéni  genomiky

a proteomiky rostlin, CEITEC,
Masarykova Univerzita, Brno

Mgr. Lucia Gallova, Odéeni chemické
biologie a genetiky, CRH

RNDr. Alena Kuderova, CSc., Oddni
funkéni genomiky a proteomiky rostlin,
CEITEC, Masarykova Univerzita, Brno

Invitrogen (USA)



Vektory:

pDEST14 Invitrogen (USA)
pDONR207 Invitrogen (USA)
pDONR221 Invitrogen (USA)

3.1.5 Média, gely, roztoky a pufry
Média:

e LB médium(pH 7,0): 1% (w/v) trypton, 1% (w/v) NaCl, 0,5% /fxy kvasinkovy
extrakt / nebo 2% (w/v) LB Broth se shodnym obsahdamych latek +
2% (w/v) agar @ pripraw pevného LB média, sterilizovano autoklavovanim

s M9 médium:20% (v/v) 5x M9 salts, 2 mmotIMgSQ,, 0,4% (w/v) glukosa,
0,1 mmol.* CaC}, 0,1% (w/v) casamino acids (viechny latky steritifiprava
média za sterilnich podminek ve flow boxu)

e SOC médium(pH 7,0): 2% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasinkowxtrakt,
0,05% (w/v) NaCl, 2,5 mmoli KCI, sterilizovano autoklavovanim, nakonec
pridany 9,95 mmolt sterilni MgCh a 20 mmol sterilni glukosa

Gely:
e agarosovy gel0,9% (w/v) agarosa v 1x TAE pufru
Roztoky:

e 5x M9 salts:8% (w/v) NaHPO,. 12 HO, 1,5% (w/v) KHPO,, 0,25% (w/v)

NacCl, 0,5% (w/v) NHCI, sterilizovano autoklavovanim
Pufry:
« HEPES KOH pufr(pH 7,4): 1 mol:f HEPES, KOH v takovém mnoZstvi, aby

vysledné pH bylo 7,4, sterilizovanegs filtr (0,2um)
« 1x TAE pufr(pH 8,0): 40 mmol} Tris-acetat, 1 mmol1 EDTA
« TE pufr(pH 8,0): 10 mmolt Tris, 1 mmol.! EDTA
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3.2METODY

3.2.1 Gateway klonovani

Technologie Gateway je univerzalni metoda klonowzadZzena na schopnosti mistn
specifické rekombinace bakteriofaga (Landy, 1989). Umaiuje rychly a vysoce
efektivni grenos DNA sekvenci do mnohaznych vektorovych systéinpii zachovani
orientace acteciho ramce (Hartleyet al, 2000). Gateway se sklada ze dvou
rekombingnich reakci - BP a LR.

BP reakce umaiuje rekombinaciattB substratu (PCR produkii linearizovany
expresni klon nesoucattB mista) sattP substratem (donorovy vektor) za vzniku
tzv. entry klonu nesoucihattL mista (Obr. 11). Reakce je katalyzovana BP klonas
kterd je tvéend smisi rekombinanich proteii (manual spoknosti Invitrogen
pro Gateway technologii, 20D3

LR reakce umaiuje rekombinaciattL substratu (entry klon) attR substratem
(cilovy vektor) za vzniku expresniho klonu, znazosn na Obr. 11. Reakce je
katalyzovana LR klonasom@nual spolénosti Invitrogen pro Gateway technologii, 2003

K negativni selekci donorového a cilového vektori. veoli po rekombinaci
a transformaci slouziccdB gen. CcdB protein interferuje s DNA gyrasou
syntetizovanou bakterialnimi bkami, ¢imz inhibuje fist wWtSiny kmer E. coli
(Bernard a Couturier, 1992). Bky, jez @ijmou prazdny vektori vedlejSi produkt
nesouciccdB gen by nerfly narist. V gripad Usgsné rekombinace jecdB gen je
nahrazen genem zajmu a transformanty jsou schoprigtma pislusném seleiim

meédiu (anudl spol&nosti Invitrogen pro Gateway technologii, 2003

39



BP reakce

attB attB attP attP aftL attL aftR attR

[ [ ] [ (e ]
BP klonasa +
PCR produkt ¢i expresni klon donorovy vektor > entry klon vedlej$i produkt

lemované atfB misty

LR reakce

attL aftL attR attR attB attB attP attP

gene gene

entry klon expresni klon

LR klonasa

cilovy vektor vedlejsi produkt

Obr. 11. Schematické znazotni Gateway klonovani - pbéhu BP a LR reakce (upraveno
podle manualu spateosti Invitrogen pro Gateway technologii, 2003).

BP reakce byla provedena s vyuzitim PCR produkém BnCHK3, do rehoz byla
pomoci PCR reakce se specifickymi GW primery vnasstB mista (viz. kapitola
3.2.3.1 Amplifikace genuBnCHK3 ve vektoru pBluescript a vioZzemttB mist
pro Gateway klonovani). Kreakci byly vyuzity doowé vektory pDONR207
a pDONR221, liSici se velikosti a rezistenci klantiku (pDONR207 - rezistence
ke gentamicinu, pDONR221 - rezistence ke kanamyciReakni snmts o celkovém
objemu 8 pul byla fipravena dle Tab. 4. K této read snesi byly nakonec fidany
2 1l BP klonasy. BP reakce4ela ges noc i 25 °C a nasledujici den byla zastavena
1 pl proteinasy K (inkubace 10 miti 87 °C). BP rea&ni snesi byly transformovany
E. coliTOP10 (viz. kapitola 3.2.7 Geneticka transforma®d 10 elektrokompetentnich
E. coli).

LR reakce byla provedena s vyuzitim entry kloBaQHK3ve vektoru pDONR221)
a cilového vektoru pDEST14 s rezistenci k ampigiliEntry klon byl ped reakci
nastépen (linearizovan) pomoci resttiki endonukleasyApa (viz. kapitola 3.2.4
Stspeni DNA restriknimi endonukleasami). N&genim entry klonu zabranime tomu,
abychom po prodhnuti rekombinéni reakce a transformaci bikndostali pozitivni
transformanty 8nCHK3 genem, které by ve skdteosti nesly fvodni entry klon.
Reakni smés o celkovém objemu 8 pl byldipravena dle Tab. 5. K re&ki smési byly
poté gidany 2 ul LR klonasy. LR reakce byla inkubovan&éspnoc p 25 °C
a nasledujici den byla zastavenad@nim 1 pl proteinasy K (inkubace 10 miti p
37 °C). LR reakni smesi byly transformovanye. coli TOP10 (viz. kapitola 2.2.7
Geneticka transformace TOP10 elektrokompetent&iaoli).
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Tab. 4. SloZeni reaéni snesi pii rekombingni BP reakci (upraveno podle manuélu spaodesti
Invitrogen pro Gateway technologii, 2003).

SloZzky BP realkéni smesi

Objem
PCR produkt (geBnCHKS3 s vloZenymiattB misty (50-150 ng) 1-4 ul
pDONR vektor (150 ng) 1-2 ul
5x BP klonasa re&ki pufr 2 ul
TE pufr, pH 8.0 do 8 ul

Tab. 5. SloZeni reasni snesi pxi rekombin&ni LR reakci (upraveno podle manuélu spotesti
Invitrogen pro Gateway technologii, 2003).

SloZzky LR reakéni smeési

Objem
entry klon -BnCHK3ve vektoru pDONR221 (50-150 ng) 1-4 pl
cilovy vektor pDEST14 (150 ng) 1-2 pl
5x LR klonasa reaki pufr 2 ul
TE pufr, pH 8.0 do 8 pl

3.2.1.1Vektory pouzité pri Gateway klonovani
o Donorové vektory

mB_T1_tesminator
Hpat {306)

Apal (328)

AL

alie
pBRI22. origin R
AnR2
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-.r.'_\_\
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Bglll (3743} 1§ Neal (1746)
EcoRlV (3651 . CATICamR
o
o - EcaRl (2047}
| -
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Obr. 12. Restrikkni mapa donorového vektoru pDONR207 (http://wwwgsdt.org/vector-
database/2393/).
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Obr. 13. Restrikkni mapa donorového vektoru pDONR221 (http://wwwgsdte.org/vector-
database/2394/).

o Cilovy vektor

Ballt (1)
T7_promoter
pBRrevEam _primers Xbal (59)

Mrul \;58.18} CAT/CamP

Meol (9559
BamHi {1107)
Xmal (1523)
Semal {1525)
codB

6422 bp

pGEX 3_primer Sali{1782)
R attRz
attf
T7 _Te a8 primer
] T7_terminalos
= Mhel (21%5)

Hindlll (2396)
pBR3IZZ crigin Clal {2403)
Astll {2508)
AmpR_pramoter

pDEST14 Gateway
-

Obr. 14. Restrikni mapa cilového vektoru pDEST14 (http://www.addgerg/vector-
database/2353/).

3.2.2 Kompetiéni test

Kompetini test (ozn&ovan takeé jako ligand-vazebny test) slouzi ke stsdibstratove
specifity cytokininovych receptdr K testovani jsou vyuzivany transgenni bakterie
exprimujici funkni receptory. Test je zaloZzen na kompetici cytoKirs radioaktives
znaenym transzeatinem YH-tZ) o vazebna mista na cytokininovych receptorech
(Romanowet al.,, 2005).
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Kompetini test byl proveden s vyuzitim transgenniho kménhucoli KMIOO1
s mutovanymi genyRcsC a cps nesouciho gen pro cytokininovy receptor vloZzeny
do expreniho vektoru pINIIl. Exprimované cytokinugreceptory byly lokalizovany
do plasmatické membrank. coli, kde doslo k heterologni komplementadivpdni
bakterialni signalni drahy nahrazenim osmosenzarsCRcytokininovym receptorem
(Suzukiet al, 2001, ligandova specifita cytokininového recepterkvantitativni test,
http://portal.aesculab.cz/ModuleView.aspx?1d=63488605448870X).

3.2.2.1P¥iprava bakterialni kultury

Za sterilnich podminek bylo do Erlenmayerovyilbave flow boxu pelito 20-70 ml
sterilniho tekutého M9 média aigan ampicilin o vysledné koncentraci 50 pg/ml.
Do média s ampicilinem bylo nasledma sterilnich podminekiiplano malé mnozstvi
zamrazené zasobni kultuBy. coli KMIOO1-pINII/BNnCHKs (skladovana ip-80 °C).
Kultura byla danaiist do inkubovan&epaky (180 rpm) pi 25 °C ges noc (cca 17 h).
Nasledujici den bylo z#étieno OD600 (s vyuzitim degkiového spektrofotometru

Synergy H4 (BioTek)), jeZz se pohybovalo v rozme5si-00,7.

3.2.2.2Postup pri kompetiénim testu
Nejprve byl proveden kompétii test na ufeni Ky transzeatinu jakozto potenciain
nejsilrgjSiho cytokininu. Test slouzi na aeni sprdvné koncentrace 2saého
transzeatinu {H-tZ) pro konkrétni receptor. Do 1,5 ml mikrozkurelavbylo vzdy
k1 ml bakterialni kultury E. coli KMIOO1-pINIII/BNCHKS) piidano 10 plI*H-tZ
o rizné koncentraci (vysledné koncentraeetZz 0,5 nmol.l*, 3 nmol.l}, 5 nmol.I%,
10 nmol.1*, 20 nmol.!* a 30 nmol.f). TytéZ vzorky byly pipraveny s pidavkem 5 pl
neznaenéhotrans-zeatinu o konc. 10 mmot.I(vysledna konc. 50 umot) z divodu
zjisténi nespecifické vazby. Obsah mikrozkumavek hifladné promichan a ponechan
inkubovat 30 min v lednici #p 4 °C. Po uplynuti této doby byly mikrozkumavky
centrifugovany po dobu 6 min#ip8000 rpm. Supernatant byl odstéana pelet
resuspendovan s vyuzitim ultrazvukové vany v 1 mhtdacniho roztoku. Pomoci
scintilatniho spektrometru Hidex 300 SL bylo¢teno DPM vzork (pacet rozpad
®H-tz za minutu). KaZdy vzorek byl testovan v ranjednoho ngfeni ve tech
opakovanich a kazdy experiment proveden dvakrat.

Postup kompethich tesh na uteni Ky ostatnich cytokinifa a jinych hormon byl

trochu odlisny. Do 1,5 ml mikrozkumavek byl vzdylkul testovaného cytokininu
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(rozpusEného v DMSO) fidan 1 mi bakterialni kultury
(E. coliKMIOO1-pINII/BNCHKS) a 10 pl *H-tz (rozpus¢ného

v 1 mol.I* HEPES KOH, pH 7,4) o konc. 0,3 pmdl.(vysledna konc. 3 nmot).
Jako negativni kontrola slouzil vzorek s 1 ul DM3@, kterému byla iidana kultura
a znd&eny tZ ve stejném mnoZzstvi jako k ostatnim viarks testovanymi cytokininy.
DalSi postup byl shodny s postupem komifeglio testu na @eni Kp transzeatinu.
Substratova specifita byla stanovena z kondpéth Kivek (zavislost specifické vazby
3H-tZ (%) na koncentraci nezéenych cytokiniri) a disocianich konstant (koncentrace
ligandu, i které doslo k nahrazeni 50% navazanéaZ). Kazdy vzorek byl testovan
v ramci jednoho r&eni ve fech opakovanich a kazdy experiment proveden dvakrat

3.2.3 Polymerasovéietézova reakce (PCR)
Polymerasovaiettzova reakce jein vitro metoda pro enzymatickou amplifikaci
specifické DNA sekvence.iPreakci jsou vyuzity dva specifické oligonukleatice
primery, které nasedaji na templatovou DNA a olighioblast z4mu, jez m& byt
amplifikovana. Reakce se sklada z opakujicich skltucyjez zahrnuji denaturaci
templatové DNA, nasednuti printea prodluzovani primércinnosti DNA polymerasy,
coz vede k exponencialni akumulaci specifickéhgrfrantu (nap ve 20 cyklech je
isek DNA namnoZeniiblizné milionkrat - 2% (Erlich, 1989).

Pti kazdé PCR reakci bylafipravena také negativni kontrola (voda misto DNA)
a u colony PCR a kontrolni PCR po LR reakci bykened pripravena pozitivni kontrola
(genBnCHK3ve vektoru pBluescript).

3.2.3.1Amplifikace genu BnCHK3 ve vektoru pBluescript a vlozeni

attB mist pro Gateway klonovani
PCR reakce s Gateway primery byla provedena v abje@ pl (viz. Tab. 7)
za teplotnich podminek uvedenych v Tab. 6. Sekvepeeifickych Gateway primér

jsou uvedeny v Tab. 8.

44



Tab. 6. Optimalizované podminky PCR reakce.

52

Teplota Cas Opakovani
98 °C 30s 1x
95 °C 10s 30x
60 °C 30s
72 °C 1 min
72 °C 10 min 1x

Tab. 7. SloZeni reaéni snési PCR reakce o celkovém objemu 10 pl.

SloZzky PCR reakce Objem
GW_FW (5 uM) 1ul
GW_RE (5 uM) 1ul
BnCHK3ve vektoru pBluescript (100 ng/ul) 0,5 ul
dNTPs (2,5 mM) 0,8 ul
5 x Phusion HF pufr (NEB) 2 pul
betain (5M) 2,6 ul
DMSO 0,13 pl
MgCl, (25 mM) 0,21 pl
Phusion High-Fidelity polymerasa (NEB) 0,15 pl
H,O 1,61 pl

Tab. 8. Sekvence pouZzitych Gateway prirer

Primer Sekvence
GW_FW  Nelze zviejnit.
GW_RE Nelze zvi@jnit.

3.2.3.2TOUCH-UP gradientova amplifika¢ni metoda

Tato unikatni amplifikéni technika je zaloZzena na prémmé teplot nasednuti primér
u jednotlivych cykh reakce. Diky tomu je mozna efektivni amplifikaqeeafického
Useku DNA bez paeby pgedchozi optimalizace (Rowthet al, 2012). Tato metoda
byla vyuZita pro o¥ieni gitomnosti genlBnCHK3po BP reakci. Amplifikani reakce
byla provedena v objemu 10 pl (viz. Tab. 10) zalotepch podminek uvedenych
v Tab. 9. Sekvence specifickych priragsro amplifikacigenuBnCHK3 jsou uvedeny
v Tab. 11.
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Tab. 9.Podminky TOUCH-UP gradientové amplifikd metody.

52

Krok Teplota Cas Opakovani
Pasateini denaturace 98 °C 30s 1x
1. denaturace 98 °C 10s 1x
2. nasednuti primeér 48 °C 30s
3. prodluZzovani primdér 72 °C 1 min
1. 98 °C 10s 1x
2. 49 °C 30s
3. 72 °C 1 min
1. 98 °C 10s 1x
2. 50 °C 30s
3. 72 °C 1 min
1. 98 °C 10s 1x
2. 51 °C 30s
3. 72 °C 1 min
1. 98 °C 10s 1x
2. 52 °C 30s
3. 72 °C 1 min
1. 98 °C 10s 1x
2. 53°C 30s
3. 72 °C 1 min
1. 98 °C 10s 15x
2. 54 °C 30s
3. 72 °C 1 min
Finalni extenze 72 °C 10 min 1x

Tab. 10. SloZeni readni snési pii TOUCH-UP gradientové amplifikmi metod o celkovém
objemu 10 pl.

SloZzky PCR reakce Objem
FW_01 (5 uM) 1ul
RE_01 (5 uM) 1ul
BnCHK3ve vektoru pDONR221 (50 ng/ul) 0,3-0,94 ul
dNTPs (2,5 mM) 0,8 ul
5 x Phusion HF pufr (NEB) 2 ul
DMSO 0,5 pl
Phusion High-Fidelity polymerasa (NEB) 0,15 pl
H.O 3,61-4,05 pl

Tab. 11.Sekvence primérpouZzitych pi TOUCH-UP gradientové amplifikai metod.

Primer Sekvence
FW_01 Nelze zviejnit.
RE 01 Nelze zvejnit.
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3.2.3.3Colony PCR

Colony PCR je metoda, jeZ umnge stanoveniifitomnosti¢i negitomnosti inzertové
DNA v plasmidech u bakterialnich kolonii, aniz byld predtim poteba plasmidovou
DNA vyizolovat. Vybrané transformanty jsou lyzovamg vod kratkym vystavenim
vysoké teplat (98 °C), nebo mohou bytfipdany gimo do reakni PCR smisi
a lyzovany v pibéhu paateni denaturace. Vlivem vysoké teploty dojde k u¥ain
plasmidové DNA z biky a tato pak mize slouzit jako templat pro amplifikai reakci
(https://www.neb.com/applications/cloning-and-stittbiology/dna-analysis/colony-
pcr). Tato metoda umagje rychlé otestovaniiftomnosti DNA inzertu u velkého
mnozstvi kolonii.

Colony PCR byla vyuzitaip hledani pozitivniho transformantu obsahujicihan ge
BNCHK3 po LR reakci. Do 10 pl sterilni PCR vody ve 0,2 mikrozkumavkach
Eppendorf byly ve flow boxu sterilnim paratkem \ohpiuty 1-4 bakterialni kolonie
narostlé na selékim LB médiu po LR reakci. #8d genosem do vody byla kazda
kolonie grepestovana na novou misku s médiem a ¢ena, aby bylo mozné wipad
pozitivity po colony PCR s kolonii déle pracovatolénie ve vod byly lyzovany
vystavenim tepld@t 98 °C po dobu 10 min. 0,5-3 pl lyzovanych &kirs uvolrénou
plasmidovou DNA bylo pidano do PCR re&ki snesi o celkovém objemu 10 pl
(viz. Tab. 13). PCR reakce byla provedena za tefabt podminek uvedenych
v Tab. 12. Sekvence primigrjeZz nasedaji do geBnCHK3a amplifikuji isek velikosti
2607bp,jsou uvedeny v Tab. 14.

Tab. 12.Podminky colony PCR.

Teplota Cas Opakovani
98 °C 1 min 1x
98 °C 1 min 5x
57,6 °C 20s
72 °C 45s
98 °C 1 min 30x
72,5 °C 45 s
72,5 °C 10 min 1x
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Tab. 13.SloZeni reasni snesi pii colony PCR o celkovém objemu 10 pl.

SloZzky PCR reakce Objem
2AF EcoRlI pBlu (10 uM) 0,2 ul
2AR EcoRI (10 uM) 0,2 pl
BnCHKS3ve vektoru pDEST14 (50 ng/ul) 0,5-3 pul
dNTPs (10 mM) 0,2 ul
5 x Phusion HF pufr (NEB) 2 ul
Phusion High-Fidelity polymerasa (NEB) 0,1 pl
H.O 4,3-6,8 pl

Tab. 14.Sekvence prim@rpouZzitych pi colony PCR.

Primer

Sekvence

2AF EcoRI pBlu TM  Nelze zvejnit.
2AR EcoRI

Nelze zviejnit.

3.2.3.4Kontrolni PCR po LR reakci

Tato PCR reakce byla provedena po izolaci plasnéddMA z bakterialnich kolonii,

které vysly pozitive pii colony PCR (byla amplifikovdnatdst genuBnCHKS3

o velikosti 2607 bp). Nehbobylo-li pfi colony PCR vypichnuto do jedné reakce vice

kolonii, bylo poteba i pozitivit¢ urcit tu, ktera opravdu nese pozadovany gen.

Tato PCR reakce byla provedena v objemu 10 pl (\ab. 16) za teplotnich podminek

uvedenych v Tab. 15. Sekvence specifickych primgZ nasedaji do gerBnCHK3

a amplifikuji Usek velikosti 1147 bp, jsou uvedenyab. 17.

Tab. 15.Podminky kontrolni PCR po LR reakci.
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Teplota Cas Opakovani
95 °C 30s 1x
95 °C 15s 30x
52 °C 30s
72 °C 1 min
72 °C 10 min 1x
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Tab. 16.SloZeni reasni snesi kontrolni PCR po LR reakci o celkovém objemuytl0

SloZzky PCR reakce Objem
FW primer (10 uM) 0,5 ul
RE primer (10 pM) 0,5 ul
BnCHKS3ve vektoru pDEST14 (50 ng/ul) 0,5-1 pl
dNTPs (10 mM) 0,5 ul
5 x Phusion HF pufr (Thermo Scientific) 2 pul
Phusion High-Fidelity polymerasa (Thermo Scienyific 0,1 pl
H.O 5,4-5,9 ul

Tab. 17.Sekvence primé@rpouZzitych pi kontrolni PCR po LR reakci.

Primer Sekvence
FW Nelze zvéejnit.
RE Nelze zvéejnit.

3.2.4 Stépeni DNA restrikénimi endonukleasami

DNA byla Sgépena restriknimi endonukleasami po BP a LR reakcitwadu owieni,
zda je pitomen pozadovany konstrul@gmHI, Sal, EcoRl). Déle byl S&pen entry klon
(BnCHK3ve vektoru pDONR221)ipd nasazenim LR reakce, abychom po gnobti
rekombingni reakce a transformaci btknnedostali pozitivni transformantyBsnCHK3
genem, které by ve skuteosti nesly fivodni entry klon Apal).

Pri Stépeni pomociBanHI a Sal 10 pl restrikni snesi obsahovalo 1 pl DNA
(100-300 ng), 1 ul 10x redkiho pufru (FastDigest Green Buffer, Thermo Scfamti
0,15 ul restrikni endonukleasy FastDige®anHI| ¢i Sal (Thermo Scientific),
doplntno PCR vodou do 10 pl. Restrikce probihala 30 mi3p °C.

Pti restrikci pomociEcoRIl 10 ul restrikni snesi obsahovalo 1 pl DNA (50 ng),
1 pl 10x reakniho pufru (10x CutSmart Buffer, NEB), 0,2 ul HecdRl (NEB),
doplreno PCR vodou do 10 ul. Restrikce probihala 15 mii@p °C.

Restrikni smés s restrikni endonukleasolApa obsahovala v 10 pl 2 pul DNA
(200 ng), 1 ul 10x reakiho pufru (10x Loading Buffer, Takara), 0,5Apa (Takara),
doplrtno PCR vodou do 10 pl. Restrikce probihala 1 hodifiud7 °C, inaktivace
15 min @ 60 °C.

3.2.5 Agarosova elektroforéza

K horizontalni agarosové elektroforéze byl pouZ90 roztok agarosy v 1 x TAE pufru
s pridavkem DNA barviva SYBR Gold Nucleic Acid Gel StajLife Technologies)
v koncentraci 1 ul barviva na 20 ml 0,9% agarosg. &darosovy gel byly naneseny
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vzorky smichané s pufrem 6x DNA Loading Dye (Ther@uientific) a marker
na odéteni velikosti (GeneRuler 1 kb DNA Ladder nebo Geumler 1 kb Plus DNA
Ladder, Thermo Scientific). Elektroforéza probihalprostedi 1x TAE pufru g napeti
100-120 V po dobu cca 50 min. Separované fragmBiNQ s navazanym barvivem
byly vizualizovdny pomoci UV zéni (UV transluminator Super Bright, Vilber
Lourmat) a vyfoceny digitdlnim fotoaparatem s vyumtiprogramu AlphaDigiDoc RT
(East Port).

3.2.6 Extrakce a purifikace DNA z agarosového gelu

Po separaci amplikonBnCHK3 (viz. kapitola 3.2.3.1 Amplifikace genBnCHK3

ve vektoru pBluescript a vloZzeaitB mist pro Gateway klonovani) pomoci agarosové
elektroforézy byl gen JWznut z agarosoveho gelu sterilnim (vyzihanym) rsdaim

a penesen do sterilni 1,5 ml mikrozkumavky. DNA bylariffkovana pomoci
komegnich systém spole&nosti Promega (Wizard SV Gel and PCR Clean Up &yste
a eluovana do 60 pl PCR vody.
(http://www.promega.com/~/media/Files/ResourcesPaads/Wizard%20SV%20Gel
%20and%20PCR%20Clean-Up%20System%20Quick%20Prgbaépl

3.2.7 Geneticka transformace TOP10 elektrokompetentnicli. coli
Geneticka transformace TOP10 elektrokompetent&ickoli byla provedena pomoci
elektroporace. K 50 ul elektrokompetentnieh coli byly pripipetovany 1-2 pul DNA
(BP ¢i LR reakeni snesi). Snes byla genesena doipdem vychlazené elektropora
kyvety, elektroporace byla provedenati pnapti 1800 Vpo dobu 5 ms.
Ihned po prothnuti elektrického impulsu bylo ke kompetentnimnkAm pgidano
200 pl SOC média a ptadném promichani byl cely obsah elektroporakyvety
piepipetovan do prazdné mikrozkumavky. &mbyla inkubovana 1 hip 37 °C
na tepace (200 rpm). Poté byla za sterilnich podminek ffe&v boxu) penesena
na misky s LB médiem afiglusnym antibiotikem (na jednu misku bylo naneseno
90 % elektroporéni snesi, na druhou zbylych 10 %) a ro#ata sterilni (vyZihanou)
sklerenou hokejkou rovnogrne po celém povrchu. Bakterialni kolonie byly ponetha
rast @i 37 °C do druhého dne (cca 18 hod).
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3.2.8 Izolace plasmidové DNA a jeji ecisténi na kolonce

Plasmidova DNA byla izolovana pomoci rozidR1, P2, P3, nebo pomoci korr@ho
kitu spole&nosti Qiagen. Koncentrace DNA byla¢tana ve 2 ul na deskiovém
spektrometru Synergy H4 (BioTek).

Roztoky P1l, P2 a P3 tené kizolaci DNA byly ppraveny dle postupu
z Laboratorniho c¥eni z molekularni biologie (Smehiloed al, 2014). 1,5 ml kultury
bylo zcentrifugovano 1 min fp 13000 rpm. Supernatant byl odstana pelet
resuspendovan v 300 pl roztoku P1. Ke vzniklésrbylo gidano 300 pl roztoku P2
(po promichéni obracenim mikrozkumavky inkubace i pii laboratorni teplaf)
apoté 300 pl roztoku P3 (po promichani inkubacenif na ledu). Sks byla
centrifugovana 10 minip4 °C (13000 rpm). Supernatant bylepipetovan do nove
mikrozkumavky a k &mu bylo gidano 500 pl isopropanolu (srazi plasmidovou DNA).
Po promichani byla sta centrifugovdna 30 minfiplaboratorni teplat (13000 rpm).
Supernatant byl odstram a pelet promyt 500 pl 70 % ethanoliéegchlazeného
na -20 °C. Sr#s byla centrifugovana 5 mirfidt 3000 rpm. Po odstréni ethanolu byla
mikrozkumavka s peletemignesena do flowboxu, kde se ponechaly &itpasledni
zbytky ethanolu (cca 10 min). Pelet byl resuspeador30 ul PCR vody.

V piipact izolace pomoci nekom@&rich roztok byla DNA nasled#é preciSténa
na kolonce s vyuzitim kom&riho kitu spolénosti Qiagen (QIAprep Spin Miniprep
Kit) a dle navodu QIAquick PCR Purification Kit Rozol using a microcentrifuge
(QIAquick Spin Handbook, 2006). DNA byla eluovara30ul PCR vody.

Tab. 18. Slozeni roztok P1, P2, P3 l@boratorni cweni z molekularni biologie,
Smehilovéet al, 2014

Roztok Slozeni

P1 50 mM Tris/HCI pH 8, 10 mM EDTA, autoklavovangi@ano 0,1 mg/ml RNasy A
P2 0,2 M NaOH, 1 % SDS, autoklavovano

P3 3 M CHCOOK pH 5,5, autoklavovano
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4 VYSLEDKY

4.1 Gateway klonovani

Nelze zvéejnit.
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4.2 Charakterizace substratoveé specifity cytokininovychreceptoni

z Brassica napus

Nelze zvéejnit.
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5 DISKUSE

Nelze zvéejnit.
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6 ZAVER

Nelze zvéejnit.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABA

Ac doména
Ade

AHK

AHP

AMP, ADP, ATP
ARR

AtPUP

BA, BAP
BnCHK
BnCHK1-TM

CKX
CLV
cpm
CPPU
CRF
CcYcC
CYP735A1, CYP735A2
cZ

cZR
CZRMP
D

DHZ
DMAPP
DMSO
DPM

DPU
DZR
DZRMP
EDTA
ENT

ER

kyselina abscisova
akceptorova doména
adenin
histidinkinasa zArabidopsis thaliana
histidinfosfotransferovy proteinA. thaliana
adenosin-5mono-, di- a trifosfat
regulator odpaoddi z A. thaliana
purinova permeasalu thaliana
N°-benzyladenin
histidinkinasa Brassica napus
histidinkinasa Brassica napu8nCHK1 zkracena
0 jednu transmembranovou doménu
cytokinindehydrogenasa
CLAVATA
radiation counts per minute
1-(2-chlorpyridin-4-yl)-3-fenylnimvina
cytokininovy faktor odpadi
cyklin
cytochrom P450 monooxygena8y thaliana
cis-zeatin
cis-zeatin ribosid
cis-zeatin ribosid 5"-monofosfat
aspartat
dihydrozeatin
dimethylallyldifosfat
dimethylsulfoxid
pacet radioaktivnich rozpaidza minutu (decays
per minute)
1,3-difenylm@ovina
dihydrozeatin ribosid
dihydrozeatin ribosid 5 -monofosfat
ethylendiamintetraoctova kyselina
rovnovazny nukleosidovy transporter (equilibvat
nucleoside transporter)

endoplasmatické retikulum
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GA3

GW

H
HATPase_c
HF

HiskKA

HK doména
HMBDP

HS

*H-tZ
CHASE

IAA

iP

iPR

IPRMP, iPRDP, iPRTP

IPT

Kb

Kin

LB doména
LB médium
LOG

mT

oT

PCR

PIN

PM

PUP

REC

RO

rpm

SD

SDS

SHY

SOC médium
TAE pufr
TDZ

kyselina giberelova
Gateway
histidin

ATP vazebna doména
high-fidelity
histidinkinasa A

histidinkinazova doména
hydroxymethylbutenyldifosfat
histidinkinasovy senzor
radioaktivié zna&enytranszeatin
cyclase/histidin kinase associated sensdraelular
kyselina indol-3-octova
N°-isopentenyladenin
N°-isopentenyladenin ribosid
N6-(A2-isopentenyl)adenosin-fhono-, di- a trifosfat
isopentenyltransferasa
disociani konstanta (konstanta afinity)
kinetin

ligand-vazebna doména (CHASE doména)
Luria-Bertani médium
cytokininnukleosid-5'-monofosfatfosforibohydash
metatopolin
ortho-topolin

polymerasovéetézova reakce

PIN-FORMED protein (auxinovy transporter)
plasmatickd membrana

purinova permeasa

@jimacova doména

regulator odpadi

ota&ky za minutu (rotation per minute)
standard deviation

dodecylsiran sodny

short hypocotyl

super-optimal broth with catabolite espion
Tris-acetat EDTA

thidiazuron
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TE pufr

TM doména
tZ

tZOG, tZ-0-g
tZ-7-g

tZ-9-g

tZR

tZRMP, tZRDP, tZRTP
WT

WUS

X-Gal

ZmHK

Tris/[EDTA

transmembranova doména
transzeatin
trans-zeatin©O-glukosid
trans-zeatin-7-glukosid
trans-zeatin-9-glukosid
trans-zeatin ribosid
trans-zeatin ribosid 5°-mono-, di- a trifosfat
wild type

WUSCHEL
5-bromo-4-chloro-3-indolyp-D-galaktopyranosid

histidinkinasa z&ea mays

64



