Abstrakt

Pokroky v mikroskopii a citlivost’ novych biosenzorov umoznili vyvoj novych metod
na monitorovanie fytohormoénov s nizkou invazivnostou a relativne vysokym rozliSenim. Tie
tak poskytuju lepsi nahl'ad na funkciu fytohormoénov v rastlinach. Na pozorovanie cytokininov,
ktoré patria medzi hlavné rastlinné hormoény, su Siroko vyuzivané nepriame biosenzory
umoziujuce sledovanie dynamickych zmien cytokininovych hladin pocas vyvoja a rastu rastlin.
Syntetické promotory citlivé na cytokininy, ktoré sa pouzivaji ako cytokininové biosenzory, su
neustale vylepSované, ¢o umoziuje lepSie pochopenie funkcie cytokininov. Reportérové
systémy, pouzivané na vizualizaciu, si zalozené bud’ na enzymatickej reakcii produkujiicej
farbu, alebo na pouziti fluorescencnych proteinov. Na vizualizdciu signalnych vystupov
rastlinnych hormoénov sa pouzivaju aj biosenzory zalozené na luminiscencii, ktoré su vSak
zalozené na exogénnom pridavani luciferinového substratu. Preto v tejto praci chceme uviest’
novl techniku na generovanie senzorov signalizacnych vystupov cytokininov na zédklade
autonémnej bioluminiscencie. Tato autonémna bioluminiscencia predstavuje neinvazivnu
techniku, ktord zavisi na expresii celej drahy autondémnej bioluminiscencie z huby
Neonothopanus nambi, konkrétne cyklu kyseliny kavovej, ktora obsahuje hubovou luciferazou.
Pomocou modularneho klonovacieho systému GoldenBraid boli vytvorené konStrukty pre
autondmne luminiscencné cytokininové senzory. Tieto konStrukty st zaloZené na syntetickych
promotoroch regulatora pozitivnej odpovede typu-B TCSv2, na nativnych promoétoroch
reguladtorov negativnej odpovede typu-A ARR4 a ARR6 ana nativhom promoétore génu
PUPI4, ktory je kontrolovany regulatormi odpovede typu-A. Vytvorené konStrukty boli
pouzité na genetickll transforméciu Arabidopsis thaliana spolu s konStruktom obsahujicim
gény pre enzymy cyklu kyseliny kavovej. Takto vytvorenym transformovanym rastlinam bola
detekovana luminiscencia pomocou luminiscen¢nej CitaCky. Snimana luminiscencia poskytuje
dokaz o tom, Ze autondmny luminiscencny systém by sa mohol pouzZit vo vyskume

cytokininov.



