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4. Abstrakt

Tvorba postrannich kofenli umoziuje rostlindm dobyvat padni prostiedi, efektivné
ziskavat vodu a mineralni latky ¢i tvofit rizné biotické interakce. Vznik postrannich
kofenl je u Arabidopis thaliana vazan na buiky pericyklu, piiléhajici ke xylémovym
polim diarchniho cévniho svazku. Pravé na tyto buiky je vazana exprese gene trap linie
MGT180. V této praci bylo prokdzdno, ze expresnimu vzorci MGT180 odpovida
jaderny protein s AT-hook doménou AHLIS (At3g60870), transkripcni faktor z genové
rodiny, citajici 29 clent. Funkcné jest€ tento gen nebyl charakterizovéan, analyza
jednoduchého mutanta ahll8 a n¢kolika dalSich, ptibuznych genti, neprokézala zietelny
fenotypovy projev. Byly vytvofeny dvojit¢ mutantni rostliny, z nichz jedna (E15) m¢la
vyrazny fenotypovy projev, ktery byl vSak patrny zejména v nadzemni ¢asti rostliny a
neshodoval se s Zddnym dosud popsanym fenotypem mutace AHL geni. Mezi n¢kterymi
AHL geny jiz byla popsana redundance, nicméné kiizeni dvou AHL mutantd, ahll§ a
ahl28, vedouci krostliné E15, odhalilo moznou redundanci téchto dvou proteint.
Transla¢ni fize AHLIS:mRUBY a AHL22:mRUBY pod ptirozenymi promotory by méla
odhalit, kde plisobi tyto dva ptibuzné AHL proteiny a zda je jejich piisobeni bunééné
autonomni ¢i nikoliv.

Klic¢ova slova

Arabidopsis thaliana, postranni kofen, AHL, pericykl



5. Abstract

Root branching allows plants to explore rhizosphere, to gain efficiently water, mineral
nutrients or enter in various biotic interactions. Initiation of lateral root formation is
localized to pericycle cells, flanking the xylem poles of diarch vascular bundle in
Arabidopsis thaliana. Right in these pericycle cells, there is the expression pattern of the
gene trap line MGT180. In this theseis , I have provided the evidence that the expression
pattern of MGT180 is related with AT-HOOK MOTIF CONTAINING NUCLEAR
LOCALIZEDIS (AHLIS; At3g60870). AHLIS belongs to a gene family of 29
transcriptional factors of Arabidopsis. AHLI8 has not been functionally characterized
yet, the analysis of singlemutant ahl/l/8 and some others revealed no significant
phenotype. However, one of doublemutants, E15, showed a significant phenotype. This
phenotype was evident mainly in the aboveground part of plants, and was not
corresponding to any phenotype of AHL mutation described so far. There is a known
redundancy among some AHL genes, confirmed by crossing of ahll8 and ahl28 leading
to E15 plant. Translation phusion AHLIS-mRUBY and AHL22-mRUBY under native
promotors should reveal, where these two related proteins act, and if they fiction in

autonomous manner or not.

Key words

Arabidopsis thaliana, lateral root, AHL, pericycle



6. Seznam pouzitych zkratek

AB A kyselina abscisova

AHL ................... Jaderny protein, obsahujici AT-hook doménu (AT-HOOK MOTIF
CONTAINING NUCLEAR LOCALIZED)

CT A o, cetrimoniumbromid
AHoO o destilovana voda
DIC diferencialni interferen¢ni kontrast
DMSO dimethylsulfoxid
D oligonukleotidy
EDTA . . etylendiamintetraoctovd kyselina
FBA ... frukt6za bisfosfat aldoldza, kdédovana genem Ar2g01140
GU S L glukuroniddza
HM homozygotni mutant
HZ heterozygotni mutant
KR KIP-RELATED PROTEIN2
PCR polymerédzova fetézova reakce
PPC .. doména proteinu, konzervovana u rostlin a prokaryot

(Plants and Procaryot Conserved)

SEC7 .oiiiiiiiii v tomto textu protein SEC7-like, kddovany genem A73g60860
SIGnAL ... Salk Institute Genomic Analysis Laboratory
WT o genotypove neovlivnény jedinec, piivodni genotyp
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7. Uvod

Tato diplomova prace byla vypracovdvana v laboratofi Fyziologické anatomie rostlin,
ktera své védecké badani smétuje ke kotfeniim nejriiznéjsich modelovych rostlin. Koten
je velmi dulezita, byt obvykle skryta ¢ast rostlinného téla. Diky znacné plasticit¢ a
schopnosti aktivné reagovat na vn¢jsi podnéty kofeny dokazi rostliné zajistit dostatecny
piijem mineralnich latek a vody, nezbytny pro jeji rust a vyvoj. K tomu si kofen Casto
napomdhd symbiézou s riznymi druhy ptidnich organismu. Pro spravnou funkci kotene,
u Arabidopsis thaliana a vétSiny dalSich rostlin, je nezbytné zachovéni jeho schopnosti
rustu a vétveni. Za schopnost riistu je zodpovédny apikalni meristém kotene. Za vétveni
kotenil jsou zodpovédné kompetentni buiiky pericyklu — vnéjsi vrstvy stfedniho valce. A

prave o né jsem se v této praci zajimala.

Tento text se zabyvd gene trap linii MGT180, jejimi kandiddtnimi geny a jejich
expresnim vzorcem. Linie byla vybrana z kolekce (vytvoril ji Jean Phillipe Caszada)
v ramci forvard screeningu, ktery provedl Dr. Ale§ Soukup béhem staze v IBT UNAM
Cuernavaca MX v laboratofi Dr. Josepha Dubrovskeho. Insert, vkladany do rostlinného
genomu, nemd vlastni promotor, proto je transkribovan, pouze vlozi-li se za aktivni
promotor ur¢itétho genu, ¢i do jeho intronu. Insert nese reportérovy gen pro -
glukuroniddzu (GUS, uidA), coz znamend, Ze detekce aktivity tohoto enzymu bude
zaroven detekovat aktivitu promotoru, diky niZ je gen v rostlin€ pfirozen¢ exprimovan.
U MGTI180 je exprese vazdna na buiiky pericyklu, pfiléhajicich ke xylémovym po6lam,
v nichz u Arabidopsis dochdzi ke vzniku postrannich kofent. Ukolem prace tedy je
dopatrat se, za promotor kterého genu se insert vlozil, a pokusit se zjistit, jestli tento gen
jakymkoliv zplisobem ovliviiuje vznik kofenovych primordii a vétveni kofene.

Mgr. Maria Dolores Gutierrez Alanis ve své diplomové praci pro linii MGTI180
identifikovala 3 kandidéatni geny. Prvni z nich, frukt6za-1,6-bisfosfat aldoldza (FBA),
kédovand genem At2g01140, je enzym Calvinova cyklu, ktery se UcCastni regenerace
ribuldza-1,5-bisfosfatu. Jeji zvySend exprese stimuluje rust a produkci biomasy (Hatano-
Iwasaki and Ogawa 2012). Produktem druhého kandidatniho genu At3g60860 je SEC7-
like protein (dale oznaCovany jako SEC7), fungujici jako katalytickd podjednotka GEF
vyménného faktoru pro ARF-GTP4zu (Anders, Nielsen et al. 2008). Tietim a poslednim
kandidatnim genem je AHLIS (At3g60870), néalezici do genové rodiny AHL. Tento gen
jeste nebyl funkéné charakterizovan.
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7.1.Cile

o 1. Porovnanim expresniho vzorce linie MGTI180 a kandidatnich gent,
pomoci transkripéni faze jejich promotori s GUS, urcit, ke kterému z
kandidatnich gent se vztahuje expresni vzorec linie MGT180.

o 2 Analyzou dostupnych inserénich mutantli se pokusit zjistit, ovlivituje-li
aktivita dotéeného genu tvorbu postrannich kofenti a vysledné uspofadani
kofenov¢ architektury.

o 3. Pomoci transla¢ni fize s fluorescencnim proteinem se pokusit lokalizovat
zasazeny protein v bufice a potvrdit jeho ptfitomnost v pericyklu.

12



8. Prehled literatury

8.1.Proteiny s AT-hook doménou

AT-hook je mald, DNA-vazebna doména tady proteind. Termin AT-hook byl poprvé
pouzit na genové rodiné nehistonovych, chromozomdlnich sav€ich proteinit [High
mobility group protein I/Y; HMG-I(Y)], jez jsou exprimovany zejména
v nediferenciovanych ¢i aktivné se délicich builkdch, obsahuji po tfech AT-hook
doménéch a ovliviuji architekturu chromatinu (Reeves and Nissen 1990). Mohou také
fungovat jako kofaktory jinych DNA vazebnych proteinti tim, ze na DNA vytvaii
ohyby, diky nimz se jiné proteiny snaze na DNA navazi (Falvo, Thanos et al. 1995).
Tyto proteiny jsou dosti konzervované — mezi mysim a lidskym proteinem je rozdil
pouze v zaméné 3 a inzerci 11 aminokyselin (Johnson, Lehn et al. 1988). AT-hook
doména umoziuje proteinu vazat se do malého zlabku dvouvldknové DNA, bohaté na A
a T (u HMGI(Y) je pro vazbu vyzadovano 6 a vice A-T part), a fungovat tak jako
reguldtor genové exprese. Pro vazbu proteinu na DNA je klicova konzervovana
sekvence aminokyselin, jez divd AT-hook domén¢ takovou sekundarni strukturu, kterd
umozni jeji interakci s DNA. Jadrem konzervované aminokyselinové sekvence a vlastni
DNA-vazebnou oblasti je aminokyselinova sekvence GRP (glycin — arginin — prolin).
Na zéklad€ podobnosti sekvenci, obklopujicich vlastni DNA-vazebnou doménu, byly
rozliSeny 3 typy AT-hook domén u HMG-I(Y) proteinti, liSici se afinitou k DNA
(Aravind and Landsman 1998).

Naproti tomu rostlinn¢ specifické proteiny s AT-hook doménou (AT-hook motif
containing nuclear localized, AHL), sesterské k savéim HMGI(Y) (Gupta, Webster et al.
1998), byly, diky své vysoké konzervovanosti, identifikovany u vSech dosud
osekvenovanych suchozemskych rostlin, pocinaje mechem Physcomitrella patens
(Nieto-Sotelo, Ichida et al. 1994, Grasser 1995, Aravind and Landsman 1998, Fujimoto,
Matsunaga et al. 2004, Zhao, Favero et al. 2014). Evolu¢né¢ AHL genova rodina, délici
se na dvé skupiny, vznikla v linii semennych rostlin, jeSté¢ pred oddélenim mechu
Physcomitrella od této vyvojové vétve. AHL geny vzdy obsahuji 1 ¢i 2 AT-hook
doménu(y), zprostfedkujici vazbu na DNA. Rostlinné AT-hook domény se rozdéluji na
dva typy, podle sekvenci aminokyselin obklopujicich konzervované DNA-vazebné
misto (Zhao, Favero et al. 2013). Kromé& AT-hook domén(y) obsahuji tyto proteiny také
PPC (Plants and procaryote conserved) doménu, oznaCovanou téz jako DUF296
(Domain of unknown function) na C konci proteinu. Tato doména obsahuje hydrofobni
¢ast, zodpovédnou za jadernou lokalizaci proteinu. PPC doména se nachdzi jako
samostatny protein s neznamou funkci u prokaryot, u Zivoc¢ichti a hub vSak tato doména
pfitomna vibec neni (Fujimoto, Matsunaga et al. 2004). U osekvenovaného
fotosyntetizujictho fytoplanktonu Micromonas pusila a Ostreococcus lucimarinus jeste
PPC doména existuje jako samostatny protein, coz ukazuje, ze AHL geny, vzniklé fuzi

PPC a AT-hook domény, se vevoluci objevily s pfechodem rostlin na sous.
13



Samostatnou PPC doménu miizeme nalézt jesté u starSich zastupci Viridiplantae (Zhao,
Favero et al. 2014). Na zdklad¢ krystalickych struktur prokaryotickych PPC proteini
bylo zjisténo, Ze zaujimaji jednotnou terciarni strukturu a tvofi trimery (Lin, Nakano et
al. 2007). AHL proteiny spolu v jadfe interaguji pravé diky této PPC doméné, obsahujici
konzervovanou sekvenci Sesti aminokyselin. Diky ni jsou schopny interagovat nejen
s ostatnimi AHL proteiny, ale i s jinymi jadernymi proteiny (Zhao, Favero et al. 2013).
Vysokéa konzervovanou umoziuje funkcnost i v jinych, blizcich druzich rostlin (Kim,
Kim et al. 2007). Pomérn¢ recentné byla provedena sekvencni analyza AT-hook gend,
na jejimz zakladé byly tyto geny rozdéleny na tii typy, spadajici do dvou
monofyletickych vétvi. Rozdéleni probéhlo na zakladé poctu a typu AT-hook domén a
na typu konzervované PPC domény. Prvni vétev, A, je exprimovana zejména ve
vodivych pletivech a v kofeni, vétev B je exprimovana zejména béhem vyvoje

generativnich organt (Zhao, Favero et al. 2014).

Jak uz bylo feceno, AHL geny byly identifikovany u vSech dosud osekvenovanych
vyssich rostlin. Napftiklad u ryze (Oryza sativa) aminokyselinové sekvence N-termindlni
oblasti proteinu vykazuje podobnost se sekvenci histonu H1, coz ukazuje na jeji
schopnost vazat se na DNA (Meijer, van Dijk et al. 1996). Morfologické zmény byly
pozorovany v kvétenstvi ryze u rostliny, mutantni v jednom AHL genu (Jin, Luo et al.
2011). Jiny ryzovy AHL protein interaguje s promotorem fytochromu A u ovsa (Avena
sativa), a bylo prokézano, ze u tohoto proteinu jsou pro interakci s DNA klicové AT-
hook domény proteinu (Nieto-Sotelo, Ichida et al. 1994). Dnes u ryze zname 20 AHL
proteint (Kim, Park et al. 2011).

Co se tyce dalSich rostlin, u kukufice, jakoZto dalSiho zastupce jednodé&loZznych rostlin,
byl identifikovan regulacni faktor, ovliviiujici vyvoj axilarnich meristémt vedoucich
k tvorbé samicich reprodukénich organt, ktery obsahuje AT-hook doménu, a je schopen
tvofit homodimery i1 heterodimery s jinymi zdstupci AT-hook proteini (Gallavotti,
Malcomber et al. 2011). U rostliny chilli papriky (Caspicum annuum) exprese jednoho
AHL genu vzrostla vzdy po kontaktu s patogenem, vyrazngji vSak po kontaktu
s takovym patogenem, ktery neni schopen rostlinu infikovat. Stejné tak exprese tohoto
genu stoupla po oSetfeni kyselinou salicylovou a etylénem. Transgenni rostliny rajcete,
s nadexpresi tohoto paprikového AHL genu, vykazovaly vy$§i rezistenci vuci
bakteridlnim i houbovym patogentim, coz svéd¢i o zapojeni tohoto genu v obrané proti
patogentim (Kim, Kim et al. 2007). U baviniku (Gossypium spp.) se jeden AHL protein
vaze na promotor genu, jehoz exprese je nezbytnd pro tvorbu trichomu, a vazbou plisobi
jeho represi. Tento AHL protein byl proto exprimovan piednostné v pletivech bez
trichomi (Delaney, Orford et al. 2007).
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8.1.1. AT-hook proteiny u Arabidopsis thaliana
Podrobné;ji se nésledujici text bude vénovat AHL proteinim u modelové dvoudélozné

rostliny Arabidopsis thaliana, kde je o téchto proteinech zndmo trochu vice, a na které
byla vykonana experimentalni ¢ast této diplomové prace. U Arabidopsis se v genové
rodin¢ AHL nachazi 29 paralogt, fylogeneticky rozdélenych do dvou tfid (Obrazek 1)
podle pfitomnosti intrond a poctu AT-hook domén (Fujimoto, Matsunaga et al. 2004).
S ptibyvajicimi znalostmi se vSak ukazuje, ze jejich rozdéleni (Zhao, Favero et al.
2013). O konzervovanosti téchto proteini svédci 1 fakt, ze nadexprese jednoho AHL
proteinu ze s6ji (Glycine max) u transgenniho husenicku (Arabidopsis thaliana) vede ke
stejnému fenotypu, jako nadexprese husenickového stejného proteinu (Zhao, Favero et
al. 2014). Fylogeneticky strom PPC u prokaryot a rostlin (kde je soucasti AHL genil) je

znazornén na Obrazku 2 (Fujimoto, Matsunaga et al. 2004).

(C) D) Mothanosarcina maze Methanosarcina acetivorans
AHL14 Chiorobium tepidum

AHL3

AHLE
AHLT
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AHLZZ2
AHL24

0.1 AHL28

Obrazek 1: Fylogeneticky strom AHL genti
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Obrézek 2: Fylogeneticky strom PPC (Fujimoto,

(Fujimoto, Matsunaga et al. 2004) Matsunaga et al. 2004)

8.1.2. Konkrétni zastupci AHL proteinti u Arabidopsis thaliana
Protein AHLI1, popsany u Arabidopsis, se vaze na MAR (Matrix-attachment region)
(Fujimoto, Matsunaga et al. 2004). MARs jsou specifické tseky jaderné DNA, bohaté
na adenin a tymin, které se vazi na jadernou matrix a tim napomdhaji organizaci
chromatinu. K této vazb& dochazi konstitutivng, nezdvisle na transkripini aktivaci ¢i
deaktivace dané oblasti jaderné DNA (Cockerill and Garrard 1986). AHL1 protein se
vaze na MAR diky AT-hook doméné. Béhem interfaze se protein nachdzi roztrouSené
v nukleoplasm¢, béhem mitdzy je vSak lokalizovan na povrchu chromozomu (Fujimoto,

Matsunaga et al. 2004).

Dva z téchto proteinii, AHL3 a AHLA, byly popsany jako reguldtory vyvoje vodivych
pletiv v koteni Arabidopsis. U rostlin s jednoduchou mutaci v genu AHL4, ahl4, byly
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v maturacni zon¢ kotfene pozorovany piidavné vrstvy protoxylému a metaxylému. U této
mutantni linie bylo prokdzano, Ze markerovy gen s expresi specifickou pro xylémové
prekurzory, byl exprimovan nejen v bunkach, které by se u kontrolnich rostlin staly
cévnimi elementy, ale i v pfilehlych bunkéach prokambia. V téchto bunkach, které se u
mutanta staly pfidavnymi cévnimi elementy, nebyl exprimovdn markerovy gen,
specificky pro bunky prokambia. Experimentalné bylo ovéteno, Ze promotor genu AHL4
je specificky pro bunky prokambia. Bylo také prokdzano, ze protein plsobi bunééné
neautonomn¢, a po translaci expanduje do jinych pletiv, konkrétn¢ do endodermis
v meristematické zon€ kotfene a do xylémovych prekurzori. Stejny fenotyp ptidavného
pasu xylému, jako u ahl4, byl pozorovan i u jednoduchého mutanta ahl3. Tyto geny jsou
si fylogeneticky velmi ptibuzné. Dvojity mutant ahl3ahl4 nevykazoval fenotyp
ptidavnych xylémovych elementii. Protein AHL3 je v meristematické oblasti pfitomen
v buiikkach prokambia 1 xylémovych prekurzord, avSak jeho exprese probihd
v endodermis v prodluZzovaci a maturacni zon€ kotene, z ¢ehoz je patrné, ze se protein
kotenem pohybuje. Bylo prokazano, ze se protein pohybuje, pouze pokud jsou v rostliné
exprimovany oba proteiny, AHL3 i AHLA4. Tyto dva proteiny spolu in vivo interaguji a
funguji jako heterokomplex, nezbytny pro spravné vytvoreni hranice mezi prokambiem
a xylémem (Zhou, Wang et al. 2013).

Protein AHL18 je velmi blizce ptibuzny s proteinem AHL22, a v této praci ma kli¢ovou
roli. Rostliny se zvySenou expresi genu AHLI8 mély stejny fenotyp, jako ty se zvySenou
expresi AHL22, kvetly pozdéji a mély zkraceny hypokotyl, jak je uvedeno nize (Xiao,
Chen et al. 2009). Nikdo se vSak zatim genem AHLI8 vyraznéji nezabyval.

Protein AHL19 byl identifikovan pomoci mutantni rostliny v ramci studie rezistence
Arabidopsis thaliana k houbovému patogenu Verticilium, v niz mél tento mutant
zvySenou expresi genu AHLI9 diky ndhodnému vlozZeni aktiva¢ni sekvence do genomu.
Tento mutant se vyznacoval i pozménénym fenotypem v podobé zvétsené listové plochy
a opozdénym kvetenim a senescenci v porovndni s kontrolou. Verticilium do rostliny
vnika kofeny, kde kolonizuje xylémové elementy, ale analyza kotfenové architektury
neprokdzala Zadné signifikantni anatomické zmény u mutanta, ¢imz byla vyvracena
moznost, ze zvySena rezistence vi¢i patogenu je zpisobena mechanickou zdbranou
vstupu houby do rostliny. Pomérné ptekvapivé bylo zjisténi, Ze u kontrolnich rostlin
Arabidopsis thaliana byla exprese genu AHLI9 nizka, piesto vSak v kofenech vyssi nez
v nadzemni ¢asti. U mutanta vSak exprese vzrostla v kofenech jen mirné, v nadzemni
¢asti mira exprese vzrostla siln€. P& minut po inokulaci patogenem vzrostla exprese
genu AHLI9 u mutanta na desetindsobek, po 14 dnech se uroven exprese vratila na
bazélni Grovei, coz sv€d¢i o zapojeni tohoto proteinu v poc¢atecnich fazich infekce. Jeste
zajimavéjsi je ovSem fakt, Ze pii zvySené expresi genu AHLI9 nedochdzi u infikovanych

rostlin ke zvySeni exprese markerového genu kyseliny salicylové, tudiz jako by
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nedochazelo ke kolonizaci patogenem. Podobné tomu bylo i u markeru kyseliny
jasmonové, kde vSak bazélni hladina exprese markerti u neinfikovanych rostlin byla vysi
nez u kontroly. Z toho vyplyva, ze rostlina se zvySenou hladinou tohoto AT-hook
proteinu v pfipad¢ inokulace ma xylém kolonizovany houbovym patogenem, ktery se
tak dostdva do nadzemni Casti rostliny, kde je exprese genu AHLI9 vyssi. Inzer¢ni
mutant ahll9 vykazoval vyssi citlivost k inokulaci houbou Verticilium, coz svédci o
jeho zapojeni v rezistenci. Jak konkrétné ovSem souvisejici mechanismus rezistence

funguje, je zatim otdzkou (Yadeta, Hanemian et al. 2011).

Protein AHL20 je rovnéZ spojovan s rostlinnou imunitou. Exprese proteinu glycerol-
kindzy, kédované u Arabidopsis genem NHOI, je spjata s imunitni odpovédi rostliny na
bakteridlni patogeny (Lu, Tang et al. 2001). Pravé protein AHL20 je negativnim
reguldtorem exprese genu NHOI, tudiz negativnim reguldtorem rostlinné imunitni
reakce na bakteridlni patogeny. Tento efekt byl pozorovan u rostlin se zvySenou expresi
genu AHL20 (Weigel, Ahn et al. 2000, Lu, Zou et al. 2010).

A Direct Recrultment Transkripéni faktor AGAMOUS je
i uitmen
o jeden z hlavnich regulatori vyvoje
Nuclear Matrix kvéth u Arabidopsis (Bowman,

Smyth et al. 1989). Jeden z jeho

cilovych geni je 1 AHL2I,

// / oznacovany téz jako GIANT KILLER

Srrt aﬁ 3 (GIK), jehoz zvySend exprese vede

— J K o dalsich .

MAR e snizeni exprese dalSich gend,

regulujicich vyvoj kvétu (Ng, Yu et
B g .

Indirect Madification al. 2009), coz ve vysledku vede

k defektim v kvétu. AHL21

transkript byl detekovan v kofenech,

Nuclear Matrix

kvétech 1 listech. U rostlin se
zvySenou expresi tohoto genu byla
prokdzana snizend fertilita, spojend
s vyvojovymi defekty generativnich

organt. Hladina exprese AHL21,

snizend pomoci RNAi, vedla, u
T — pomé&mé malé Casti rostlin, také
k vyvojovym  defektim v kvétu.

r Histone modification
Protein GIANT KILLER totiz, mimo

Obrazek 3: Dva modely negativni regulace genové exprese Jmé, negativne OVllVIlUJC expresi

pomoci proteinu AHL21. A) PPC doména proteinu AHL21 DNA-vazebného faktoru,
interaguje s chromatin-modifikujicimi enzymy. B) Protein tedkovavaiicih « 1
AHL21 zprostiedkuje pevnou vazbu mezi MAR DNA a zprostred Ovavajiciho odpoved na

jadernou matrix, kterd znemozni transkripci cilového genu auxin, ETTIN (Pekker, Alvarez et al.
(Ng and Ito 2010).



2005, Ng, Yu et al. 2009). AHL21 je transkripénim represorem AUXIN RESPONSE
FACTOR3, jehoz exprese je dilezita pii vyvoji kvétu. Byly vytvofeny dva modely, jak
AHL21 negativné reguluje expresi jinych gent. Prvni pifedpokladd ucast chromatin —
modifikujicich proteint a vede k dimethylaci histonu H3K9, a tim k umlc¢eni transkripce
ptisluSnych gend. Druhy model uvazuje pevné navazéni cilové sekvence DNA na
jadernou matrix, vedouci opét k umléeni exprese, jak ukazuje Obrdzek 3 (Ng and Ito
2010).

S nacasovanim kvétu je spojen protein AHL22, jeho zvySena
exprese totiz u huseniCku pisobi sniZzeni transkripce genu
FLOWERING LOCUS T. Naopak fenotyp velmi c¢asného
kveteni byl pozorovan u rostliny, umlcujici hned ¢tyti AHL
geny — AHL22, AHLIS, AHL27 a AHL29, protoze mutant
ahl22 nevykazoval fenotyp odlisny od kontroly (Yun, Kim et
al. 2012). Protein AHL22 totiz interaguje s nckolika

histonovymi deacetyldzami a methyltransferdzami, ¢imZ  Obrazek 4: Silné vétvena

redukuje acetylaci histonu H3 a zvySuje i jeho methylaci  rostlinaArabidopsis thaliana
s vysokou expresi AHL22, ktera

(H3K9me2) v intragenové, AT bohaté oblasti FLOWERING  yykyetla az po 150 dnech (Xiao,
LOCUS T. Mutant se zvySenou expresi tohoto genu  Chenetal 2009).
vykazoval, krom pozdniho kveteni, i malé a pokroucené listy

v pfizemni rizici (Yun, Kim et al. 2012). Konstitutivné¢ zvySena exprese, zajisténa
zatfazenim AHL22 genu za promotor viru tabdkové mozaiky 35S, méla za nésledek
rostliny, které vykvetly az po 150 dnech a byly sterilni, jak ukazuje Obrazek 4. Lodyhy
téchto rostlin byly velmi siln€ vétvené, rostliny byly senzitivni k fotoperiod¢.
Semenécky rostlin se zvySenou expresi AHL22 mély kratsi hypokotyly, oteviené délohy
a mely otevieny apikdlni hacek, a tento fenotyp vykazovaly dokonce 1 pfi
skotomorfogennim vyvoji (Xiao, Chen et al. 2009).

AHL25 byl popsdn jako regulator biosyntézy giberelind, ktery se uplatiuje ve
zpétnovazebné smycce jejich syntézy jako transkripéni aktivator (Matsushita, Furumoto
et al. 2007). Rostliny se zvySenou expresi AHL25 mély v dospélosti vétsi plochu organtl,
listd a kvétt, podobné jako je tomu u rostlin se zvySenou expresi blizce ptibuznych genii
AHL27 a AHL29 (Jiang, Heard et al. 2004).

ZvySena exprese genu AHL29 (SUPPRESSOR OF PhyB, SOB3) u Arabidopsis vedla
k fenotypu zkraceného hypokotylu a pomalejSiho vyvoje listové ruzice, listy i1 kvéty
vSak po ctyfech tydnech ristu byly vétsi nez u kontroly. Toto bylo zplsobeno
zpomalenym, ale déletrvajicim rdstem bunck, nikoliv jejich zvySenou proliferaci.
AHL29 nereguluje rist rostliny ptimo, ale ovliviiuje ristové reakce rostliny na svétlo.
Pfi dlouhém dni rostliny s vy$si expresi AHL29 vykvetly pfiblizn€ o tyden diive nez
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rostliny pivodniho genotypu, a diky pomalejSimu ristu mély opozdénou senescenci
(Street, Shah et al. 2008).

Dvojity mutant v genu AHL27 a AHL29, ahl27ahl29, za standardnich podminek
nevykazoval pozménény fenotyp proti kontrole, pfi snizeném osvétleni vSak semenacky
vykazovaly fenotyp prodlouzeného hypokotylu. Co se tye naCasovani kvétu, tento
dvojity mutant nevykazoval rozdilny fenotyp v porovnani s kontrolou. Tyto dva geny

jsou blizce piibuzné a v negativni regulaci riistu hypokotylu na svétle jsou redundantni
(Street, Shah et al. 2008).

Velka cast AHL genl u Arabidopsis thaliana byla popsdna u rostlin se zvySenou expresi
daného genu, nebo u nasobnych mutantli, protoze jednoduchy mutant nevykazoval
zménu ve fenotypu, coz svéd¢i o jejich redundanci. Rostlinng specifické AHL proteiny
jsou tedy zapojeny v Siroké Skale procesii jejich ristu a vyvoje, kde funguji jako
transkripéni faktory, vazici se na A-T bohaté¢ oblasti DNA. Pievaznd vétSina
experimentl byla provadéna na modelové rostliné Arabidopsis thaliana. Nékteré z AHL
proteind jesté¢ nebyly funkéné charakterizovany, nebo jsou informace o jejich fungovani
neuplné. Kazdopadné tato skupina proteinli poskytuje znaéné moznosti jejich dalSiho
studia.
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8.2.Postranni koreny
Kofenovy systém rostlin, jak ho zname, je velmi dynamicka struktura. Kofeny, jakozto
vétvici se struktury, odlisSné od prytu, se prvné¢ objevily ve svrchnim devonu, asi 400
miliont let zpét. Az v dobé pied 375 miliony lety ale pronikly do substratu, a tim
umoznily pfisun vody a mineralnich latek (Raven and Edwards 2001). I dnes je hlavnim
ukolem kotfenového systému piijem vody a dalSich latek, potiebnych pro rostlinu
(Malamy and Benfey 1997). Postranni kofeny a kotfenové vlasky zvétSuji absorpéni
plochu kofenového systému. Nékteré rostlinné druhy, v rdmci maximalizace absorpéni
plochy, dovedou tvofit nahloucené postranni kotfeny (Shane and Lambers 2005).
Porozuméni vzniku, vyvoje a regulace této dynamické struktury rostlinného téla mize

byt aplikovano v zemé&dé€lstvi, pfi snaze o zvySovani vynost urody.

Vznik postrannich organti stonku vychézi ze stonkového apikdlniho meristému. Naproti
tomu, postranni kofeny vznikaji z pletiv mimo kofenovy apikalni meristém. Tato pletiva
vSak, pochopitelné¢, maji plvod v apikdlnim meristému kofene. U vétSiny
dvoud¢loznych, vcetn¢ Arabidopsis thaliana, vznikaji kofeny endogenné, z bunck
pericyklu, pfiléhajicim k protoxylémové ¢asti cévnich svazkt (McCully 1975). U jinych
rostlin existuji 1 jiné moZnosti vzniku bocnich kofentt (McCully 1975, Dubrovsky,
Doerner et al. 2000), tento text se vSak bude vénovat zejména modelové rostling

Arabidopsis thaliana.

Buiiky pericyklu, pfiléhajici ke xylémovému poélu cévniho svazku jsou, u Arabidopsis,
dvakrat del§i a téméf dvakrat SirSi v porovndni s bunkami pericyklu, pfiléhajicich
k floémovym polim (Laskowski, Williams et al. 1995). Lisi se 1 strukturni
charakteristiky bun€k pericyklu u protoxylémovych a protofloémovych polid. Bunky
pericyklu u protoxylému, kompetentni ke vzniku postrannich kofenl, obsahuji vice
vakuol, vice elektrodenznich ribozomi a vétsi jadro. Naproti tomu buiiky pericyklu u
floému obsahuji jednu centralni vakuolu a méné ribozomt, maji tudiz charakter plné
diferenciované bunky. Zde je patrné, ze ne jen bunécny typ, ale 1 pozi¢ni informace ma

veliky vliv na chovani a kompetence dané bunky (Parizot, Laplaze et al. 2008).

8.2.1. Lokalizace postrannich koienii
Vzhledem ke struktufe diarchniho radidlniho cévniho svazku v koteni Arabidopsis

vznikaji postranni kofeny proti sob¢, pfi péstovani rostlin na agarovych plotnach pak
miZeme jejich orientaci fikat vpravo-vlevo (Laskowski, Grieneisen et al. 2008).
Primérni kofen se pfirozené vini a staci, ¢imz zajiStuje rovnomeérné prostoroveé
uspofadani postrannich kotfent (De Smet, Tetsumura et al. 2007). Auxinové maximum
v kompetentni oblasti je instruktivni a dostate¢né pro iniciaci vzniku postranniho kotene
(Dubrovsky, Rost et al. 2001). Vznik takového maxima je prostorové regulované a
souvisi s tvarem matetského kofene, vznikd zpravidla na vnéj$i strané jeho ohybu
(Fortin, Pierce et al. 1989). Toto bylo prokdzano i cilenym ohybéanim primarniho kotene.
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V diferenciacni zoné€ je nejvyssi hladina auxinu v diferenciovanych vodivych pletivech
na vn¢js$i strané ohybu, nebot’ je zde niz§i exprese PIN pienasect (Laskowski,
Grieneisen et al. 2008). Pro tuto determinaci mista vzniku je vyuzit nejen auxin,
transportovany z nadzemni ¢asti rostliny, nybrz i auxin, syntetizovany v meristematické
oblasti kotfene (Ljung, Hull et al. 2005).

8.2.2. Vyvoj postrannich korent
Pro iniciaci vzniku primordia postranniho kotfene je tfeba aktivovat builky pericyklu,

kompetentni k jeho tvorbé. Vybér konkrétnich zakladatelskych bunék, které daji
vzniknout primordiu, zajiStuje auxin, jak bude vysvétleno pozdéji. Sérii antiklindlnich a
periklinalnich déleni pak vznika primordium postranniho kotene, které prorusta pletivy
kotfene matefského. Dojde k vytvotreni apikalniho meristému postranniho kofene, ktery
pak, jako plnohodnotny kofen, mize dat vznik postrannim kofentim vysSich fadua.
Inicidly meristému postranniho kotfene tedy, na rozdil od inicidl meristému primérniho
kotene, vznikaji postembryonalné. Sled udalosti, vedoucich ke vzniku postranniho
kotene, byl autory Malamy a Benfey rozdélen na 8 stadii. Toto déleni se pouziva dodnes
(Malamy and Benfey 1997).

Stddium I je prvni detekovatelnd faze vyvoje primordia. Dochazi
k asymetrickému, antiklindlnimu dé€leni bun¢k pericyklu, ptiléhajicich k protoxylémové
¢asti cévniho svazku. Organogeneze postranniho kofene u Arabidopsis miize vychazet
z jedné nebo ze dvou longitudinalnich fad bunék pericyklu (Dubrovsky, Rost et al.
2001). K iniciaci tvorby primordia postranniho kotene dochdzi ve vzdalenosti 3 — 8 mm
od Spicky primarniho kofene. Timto asymetrickym dé¢lenim zakladatelskych bunék
pericyklu vznikaji napadné krat$i buiiky, které budou déle tvofit primordium (Malamy
and Benfey 1997, Dubrovsky, Doerner et al. 2000) a delSi bunky se schopnosti
antiklinalniho déleni (Benkovad and Bielach 2010). Asymetrickému rozdéleni bunék
pfedchazi migrace jader zakladatelskych bunék, kterd je fizena auxinem (Goh, Joi et al.
2012). Minimalni pocet bun€k pericyklu, nezbytny pro iniciaci tvorby primordia, jsou tf1
(Dubrovsky, Rost et al. 2001). Nelze pfedem fici, které z bun¢k pericyklu, ptiléhajici
k protoxylému, daji vznik primordiu postranniho kofene (Laskowski, Williams et al.
1995). Produktem prvniho vyvojového stadia je 8 az 10 kratSich bun¢k (Malamy and
Benfey 1997).

Typickym znakem II. stadia je periklindlni dé€leni, které rozdéluje primordium do dvou
vrstev — vnéj$i a vnitini. Periklinalné se vSak dé€li jen bunky zakladatelské, bunky na
periferii vznikajiciho primordia toto periklinalni déleni nepodstupuji. Primordium za¢ina
dostdvat vypoukly tvar (Malamy and Benfey 1997). Tyto pocate¢ni faze vyvoje
primordia postranniho kofene jsou zcela zdvislé na pfisunu ristovych regulatort
z mateiského kotfene. Pokud je primordium v I. ¢i II. stddiu, spolu se segmentem

matefského kotene, pfesunuto na médium bez pfidanych fytohormoni, primordium

21



nepokracuje ve vyvoji. Ve vyvoji v téchto podminkéch pokra¢ovala pouze primordia,
tvofend nejméné ttemi vrstvami bunék, kterd jiz ziskavaji v tomto sméru vétsi autonomii
(Laskowski, Williams et al. 1995).

Ve III. stddiu vyvoje primordia postranniho kofene pokracuje vnéjsi vrstva bunck
je jiz jasn¢ zfetelny. Bunky na periferii primordia tvofi nyni jedno- az dvouvrstevnou
strukturu (Malamy and Benfey 1997).

IV. stddium je charakterizovano periklindlnim délenim vnitini vrstvy bunék primordia.
Ctyfvrstevné primordium ma tedy 2 vn&jsi a 2 vnitini vrstvy. Primordium prorazi
endodermis (Malamy and Benfey 1997).

Béhem V. stadia se antiklindln¢ d€li centralni buiiky obou vnéjSich vrstev primordia.
Bunky vnitini vrstvy se zvétSuji a déli, ¢cimz vyviji na vnéjsi vrstvy bunck primordia
tlak, diky némuz primordium prostupuje primérni kirou matefského kotene (Malamy
and Benfey 1997).

VI. stadium zahrnuje nékolik udalosti. Periklindlné¢ se déli vné&jsi vrstva primordia,
primordium prostupuje primarni kiirou k rhizodermis. Buiiky vnitini vrstvy primordia se
prodluzuji, aby daly zéklad vodivym pletivim. V radidlnim uspofddéni v tomto
vyvojovém stadiu je jiz pozorovatelny zéklad stélé, obklopeny vrstvami endodermis,
primarni klry a rhizodermis. Je patrna vznikajici kofenova ¢epicka (Malamy and Benfey
1997).

V VII. stddiu bunky primordia pokracuji v antiklindlnich délenich. Primordium je
pfipraveno vynofit se z matefského kofene. Vynofeni v VIII. stiddiu je umoZnéno
primarné objemovym ristem bunék. K déleni bun¢k dochazi zejména v apikalni ¢asti
primordia (Malamy and Benfey 1997). V okamzZiku vynofeni ma postranni kofen 8 — 10
vrstev bun¢k (Laskowski, Williams et al. 1995).

Dalsi déleni buné¢k je vazano na apikalni ¢ast primordia, kde dochazi ke vzniku inicidl, a
tudiz meristému postraniho kotene. Od tohoto okamziku se jiz nemluvi o primordiu,
nybrz o postrannim kofeni (Malamy and Benfey 1997). Marta Laskowski vSak
prokézala, ze jiz primordium, skladajici se z alesponi ze tii vrstev bunék, je schopné
pokracovat ve vyvoji 1 bez vnéjsi stimulace fytohormony, a v tomto ptipadé¢ mluvi o

vvvvvv

et al. 1995).

8.2.3. Regulace vyvoje postrannich korenii
Kofenovy systém je velmi dynamickou strukturou, jejiz uspofaddni je ovliviiovano
geneticky 1 environmentaln¢é. Veskeré reakce rostliny musi byt regulovany, aby byl
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pomér cena/uzitek pro rostlinu udrzitelny. Regulaénich mechanismi, ovlivilyjicich
kofenovou architekturu, je celd fada. Tento text se bude vénovat fytohormonalni
regulaci vyvoje postrannich kofent, kterd mé k experimentélni ¢asti prace nejblize.

Auxin

Auxin, jehoz primarni zdroj se v rostliné naléza ve vyvijejicich se listovych primordiich
stonkového apikalniho meristému, hraje klicovou roli v mnoha procesech, mimo jiné i
pfi zakladani postrannich kotenti (Benkova, Michniewicz et al. 2003). Auxin je z mista
syntézy transportovan akropetaln¢ stiednim valcem do kofent, kde je jeho tok
v bazélnim meristému kofene otocen (Blilou, Xu et al. 2005). Pro piijem auxinu do
bunck slouzi proteinové rodiny AUX a LAX, pro vydej auxinu z bunék rodina proteinli
PIN. V buinkach kofenové cCepicky jsou membranové proteiny AUXI1 rozmistény
pomérné homogenné a zprostiedkovavaji otaCeni auxinového transportu z akropetdlniho
na bazipetdlni. Naproti tomu PIN proteiny, vyznacujici se poldrni buné¢nou lokalizaci,
urcuji smér bazipetalniho transportu. Pravé modifikaci bazipetalniho transportu auxinu
pomoci proteintt PIN2 a AUXI1 reguluje Arabidopsis gravitropickou reakci (Marchant,
Kargul et al. 1999, Swarup, Friml et al. 2001).

Mechanismus odpovédi bunky na auxin je zalozen na degradaci transkripénich
represord, ¢imz dojde ke zméné genové exprese (Zenser, Ellsmore et al. 2001). Tato
signdlni drdha zahrnuje n¢kolik komponent. Prvni komponentou je auxinovy receptor
TIR1, ktery je soucasti komplexu ubiqitinové ligazy SCF. Dale jsou zde zapojeny
transkripcni faktory, zprostiedkovavajici odpovéd’ na auxin (ARF), a jejich transkripcni
represory (AUX/IAA) (Kepinski and Leyser 2005). Pfi nizké hladiné auxinu v buiice
proteiny AUX/IAA brani transkripci ARF proteini. ARF proteiny jsou transkripénimi
faktory pro cilové geny, zapojené v odpovédi na auxin. Pokud hladina auxinu v bufice
vzroste, auxin zprostiedkuje navazani AUX/IAA proteinti na ubigitinovou ligazu. Tim
spusti jejich degradaci a uvolni z represe transkripci prislusnych ARF gent, ¢imz dojde
k aktivaci exprese urcitych cilovych genii odpovédi na auxin. U Arabidopsis je znama
cela fada proteint AUX/TAA a ARF. Ty, které jsou vyznamné pii utvateni postrannich
kotentl, jsou ukdzany na Obrazku 5 (Lavenus, Goh et al. 2013). Nejvice je zndmo o
vlivu SOLITARY-ROOT/IAA14, jehoZz mutace zcela blokuje transkripci jemu
specifickych ARF proteinli a tim 1 iniciaci postrannich kofent (Fukaki 2001). Mezi
cilové geny ARF transkripénich faktort patii i LATERAL ORGAN BOUNDARIES-
DOMAIN/ASYMMETRIC LEAVES (LBD/ASL), zapojené v regulaci prvniho,
asymetrického bunécného déleni zakladatelskych bunek (Goh, Joi et al. 2012).
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Obrazek 5 shrnuje zapojeni riznych moduld odpovédi na auxin béhem komplexniho procesu vzniku postranniho
kotfene (Lavenus, Goh et al. 2013).

Pro iniciaci vyvoje primordia postranniho kotene, ale i pro jeho dalsi vyvoj, je auxin
klicovym regula¢nim faktorem. V bazdlnim meristému dochdzi k endogenni oscilaci
hladiny auxinu, kterd koreluje s uréenim mista vzniku postranniho kotfene (Moreno-
Risueno, Van Norman et al. 2010). Vznik auxinového maxima na vnéjsi strané¢ ohybu
kotene matetského je zptisoben zvétSenim (zejména protazenim) bunék na vnéjsi strané
ohybu, vSak pii zachovani po¢tu PIN pienaseci na buiiku a zvySenim poctu AUXI1
prenasect (Laskowski, Grieneisen et al. 2008). K iniciaci vzniku primordia postranniho
kotene dochdzi v diferenciacni zon€, kde jsou jiz buiiky elongovany (Dubrovsky, Rost et
al. 2001), diferencia¢ni zona primarniho kotfene se 1i$i parametry auxinového toku od
zony elongacni 1 meristematické. V meristematické zoné¢ dochdzi k otaCeni auxinového
toku, od vodivych pletiv k vng&jsim pletivim kofene. Cast auxinu se recyklaci vraci
k vodivym pletivim, ¢imz je =zajiSténo auxinové maximum Vv klidovém centru.
Elongacni zona se vyznacuje silnou expresi PIN ptenasectl, coz vede k transportu auxinu
do vodivych pletiv a tudiz ke snizeni jeho hladiny v epidermis a primarni kiife. Na
prechodu elongacni a diferenciac¢ni zony dochézi ke snizovani exprese PIN proteint.
Auxin v diferenciacni z6n€ cykluje mezi vn&Simi pletivy a pletivy vodivymi
(Laskowski, Grieneisen et al. 2008).

Mezi auxinovym maximem v protoxylému v bazdlnim meristému a iniciaci vzniku
postranniho kofene byva konstantni ¢asovy usek, i vzdalenosti mezi jednotlivymi
postrannimi kofeny je relativné konstantni (De Smet, Tetsumura et al. 2007). Auxinové
maximum je instruktivni pro osud kompetentnich bunék pericyklu a indukuje prvni
asymetrické déleni (Dubrovsky, Sauer et al. 2008), ke vzniku maxima dochdzi diky
rozdilné expresi PIN pienaSeclii v diferenciacni zon¢ matefského kofene (Laskowski,
Grieneisen et al. 2008). Pro iniciaci vzniku primordia je klicovy bazipetalni auxinovy
tok. Pfi inhibici polarniho auxinového transportu, pomoci N-1-naftylftalamové kyseliny,

dochdzi k vyraznému snizeni poc¢tu vznikajicich postrannich kofent, nebot’ k akumulaci
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auxinu dochazi pouze v apikdlni zo6n¢ kotene (Casimiro, Marchant et al. 2001). Buiky
pericyklu, kompetentni k iniciaci postrannich kofenl setrvavaji v G2 fazi bunétného
cyklu, v niz jsou drzeny inhibitory cyklin-dependentnich kinaz, konkrétné¢ KIP-
RELATED PROTEIN2 (KRP2). Tento protein zajistuje jadernou lokalizaci ptislusné
cyklin-dependentni kindzy CYCD2;1 (Sanz, Dewitte et al. 2011). Transkripce proteinu
KRP2 je v bunkach pericyklu, nekompetentnich k tvorbé postrannich kotend, vysokd a
zabranuje zde aktivaci bunééného cyklu (Himanen, Boucheron et al. 2002).
V kompetentnich bunkach pericyklu je exprese KRP2 snizovana auxinem. (Himanen,
Boucheron et al. 2002).

Exprese AUX1, auxinového pienasece, zajist'ujiciho vstup auxinu do bunék, je vdzana
na vSechny bunky, zapojené v tvorb¢ primordia postranniho kofene. V mladém koieni je
pak exprese AUX1 detekovatelna ve Spicce a na bazi postranniho kotene, a také slabé v
jeho vodivych pletivech, kde auxin zprostiedkovava napojeni na vodiva pletiva kotene
matefského (Marchant, Bhalerao et al. 2002).

Akropetdlni transport auxinu, sméfujici z nadzemni ¢asti rostliny do kofene, je klicovy
pro koordinované pronikdni postranniho kotfene kofenem matefskym (Reed, Brady et al.
1998, Casimiro, Marchant et al. 2001). Pfi odstranéni nadzemni Casti semenacku
Arabidopsis, tudiz i listovych primordii jakozto zdroje auxinu pro akropetalni transport,
dochdzi k inhibici pronikani postrannich kofent, jejich iniciace ale neni narusena
(Bhalerao, Eklof et al. 2002). Pronikdni také napomdhd aktivita LAX3, auxinového
importérového pienasece, ktery pienasi auxin z primordia do bun¢k nadloZnich vrstev
matefského kotfene. Exprese LAX3 je indukovdna auxin-responzivnimi transkripénimi
faktory ARF, tudiz je stimulovana v bunikach, ptekryvajicich pronikajici primordium.
Auxin zde, pfes degradaci represorovych proteinti, spousti tvorbu enzymu pro
remodelaci bunétné stény, ¢imz usnadiiuje separaci bunc¢k nadloznich vrstev a tim
snadny prichod postranniho kotene (Swarup, Benkova et al. 2008). Pokozkové buiky
kotene, které lezi nad pronikajicim primordiem, nejsou jeho tlakem roztrhany, jen
odtlaceny astanou. To svéd¢i o degradaci pektinli ve sttednich lamelach pokozkovych
bunék. Pektiny bunéénych stén a stfednich lamel primordia jsou metylovéany, tudiz
chranény pred ucinky téchto enzyml (Laskowski, Biller et al. 2006). Auxin také
moduluje expresi aquaporinii v kofenovém primordiu, kde snizuje hydraulickou
konduktivitu a tim optiméalné zpomaluje pronikani (Péret, Li et al. 2012). Vysledny tvar
primordia je ovliviilovan, spiSe nez koordinovanym délenim, odporem nadloZnich pletiv,

jak bylo dokdzdno na matematickych modelech (Lucas, Kenobi et al. 2013).

Cytokinin

O opacném efektu auxinu a cytokininu na vznik a vyvoj postrannich kofenil je znamo jiz
pomérné dlouho (Goodwin and Morris 1979). Nizké koncentrace cytokinini, pfidanych
do média, mely pomérné mirny efekt na délku priméarniho kotene, ale silny efekt na
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hustotu kotfenl postrannich, ktera poklesla na ctvrtinu. Inhibi¢ni efekt cytokinind na
prodluzovani primarniho kotfene a hypokotypu lze zvratit inhibitorem syntézy etylénu
(Cary, Liu et al. 1995), na rozdil od inhibi¢niho efektu cytokininu na postranni kofeny.
Efekt cytokininil na primarni kofen je tedy, na rozdil od efektu na bo¢ni koteny, zavisly
na etylénu (Laplaze, Benkova et al. 2007). Cytokininy ovlivituji expresi PIN proteint,
(Bielach, Podlesékova et al. 2012) a jejich fosforylaci, ovliviiujici jejich polarni
bunécnou lokalizaci (Marhavy, Duclercq et al. 2014), ¢imz narusuji formovani
auxinového maxima. Cytokininy inhibuji prvni asymetrické déleni bun€k pericyklu,
nebot’ zastavuji bunécny cyklus v G2 fazi. Naproti tomu stimuluji pfechod G1 — S fazi
bunééného cyklu, ¢imz pozitivné reguluji prodluzovani jiz se vyvijejicich primordii
postrannich kotfenti (Li, Mo et al. 2006). Exogenni aplikace naruSuje organizaci
bunéénych déleni ve vznikajicim primordiu (Laplaze, Benkova et al. 2007, Bielach,
Podlesakova et al. 2012).

Nejvyssi obsah cytokinini je v zon€ iniciace vzniku postrannich kotfent (Lohar, Schaff
et al. 2004), nebot’ kofenovy apikdlni meristém je hlavnim mistem jejich vzniku.
V bazédlnim meristému a v oblasti iniciace primordia postranniho kofene je vSak
cytokininovd signalizace reprimovdna. K cytokininim jsou citlivé bunky pericyklu,
ptiléhajici k protoxylému (Laplaze, Benkova et al. 2007), coz piedchazi iniciaci nového
primordia v pfiliSné blizkosti toho vyvijejictho se. Koncentrace cytokininii ve
vyvijejicich se primordiich je velmi nizkd, stoupd v VI. vyvojovém stadiu primordia,

kde je spjata s vyvojem vodivych pletiv (Bielach, Podlesdkova et al. 2012).

Ostatni fytohormony, zapojené v regulaci korenové architektury
Abscisova kyselina (ABA) prokazatelné ovliviiuje signalizaci a zvySuje syntézu etylénu

(Cracker and Abeles 1969, Luo, Chen et al. 2014). ABA inhibuje, prostfednictvim
produkce etylénu, délku kotene u Arabidopsis (Luo, Chen et al. 2014) a inhibuje vyvoj
primordii postrannich kofenil, kterd pak nejsou schopna aktivovat vlastni meristém
(Casimiro, Beeckman et al. 2003). K této reverzibilni inhibici dochédzi po vynofeni
postranniho kotfene z pletiv matetského, ale jeSté¢ pred aktivaci jeho meristému. ABA
totiz sniZzuje expresi cyklinu D3 a cyklin-dependentni kindzy B1 (De Smet, Signora et al.
2003).

Etylén stimuluje produkci auxinu a jeho ndsledny bazipetdlni transport v kofenovém
systému Arabidopsis (Stepanova, Hoyt et al. 2005) zvySenou expresi AUXI, PIN3 a
PIN7. V mistech iniciace postrannich kofenli zvySeny auxinovy transport zabrafuje
vzniku auxinového maxima (Lewis, Negi et al. 2011). V kofenovém apexu etylén
stimuluje auxin-responzivni genovou expresi degradaci AUX/IAA represorti (Rizicka,
Ljung et al. 2007). Mutant v auxinovém receptoru, fir/, byl insenzitivni k auxinu,
nikoliv vSak k etylénu, coZ ukazuje na nezavislost téchto signalnich drah (Lewis, Negi et
al. 2011). Mutaci stabilizované negativni regulatory odpovédi na auxin, AXR2/IAA7 a
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AXR3/IAA17, vyvolaly auxin- i etylén-insenzitivni fenotyp (Ruzicka, Ljung et al.
2007). Co se tyce ovlivnéni vétveni kofene, u etylénu zavisi na jeho koncentraci. Velmi
nizka koncentrace etylénu stimuluje vznik postrannich kofent, vyssi ho vsak silné
inhibuji diky ruSeni auxinového maxima vlivem zvySen¢ho transportu auxinu (Lewis,
Negi et al. 2011). Vzdy v8ak plati, ze citlivost na etylén je patrnd pouze u té Casti
primarniho kofene, ktera byla na médiu s etylénem, respektive jeho prekurzorem,
kultivovédna. Etylén podporuje pronikani primordii matefskym kofenem, ale pouze pfi
pfisunu auxinu z nadzemni c¢asti rostliny. Dé&je se tak diky zvySeni poctu déleni
specifickych bun¢k v primordiu, coz pronikdni urychluje. Pfi vysoké koncentraci
etylénu byl prokazan jeho efekt na reorganizaci kotenového systému — jeho vlivem
piijal postranni kotfen ulohu kofene primarniho. Etylén také siln¢€ inhibuje prodluzovani

bunck pericyklu, ptiléhajicich ke xylému (Ivanchenko,

Muday et al. 2008). s
Odpovéd’ na gibereliny je, u Arabidopsis, regulovdana £

auxinem (Fu and Harberd 2003). Gibereliny stimuluji §- )

polarni transport auxinu (Li, Zhu et al. 2015), na rozdil fg 5 7/

od auxinu vSak gibereliny ve vysSich koncentracich ? § \
nevykazuji inhibi¢ni efekt (Tanimoto 2012), Obrazek £- ‘
6. Auxin stimuluje giberelinovou signalizaci 1 Cl_sr‘?/centration -

biosyntézu (Fu and Harberd 2003). Jejich tloha ve  Obrdzek 6: Rozdil v reakei kofene na rizné
koncentrace giberelinu a auxinu (Tanimoto

vétveni kofene zatim neni jasna. 2012).

Efekt brasinosteroidll na riist kofend je zavisly na koncentraci. Pii nizké koncentraci je
jejich vliv na prodluZovani kofenil pozitivni, pfi vysoké koncentraci inhibi¢ni (Miissig,
Shin et al. 2003). Brasinosteroidy pozitivné ovliviiuji iniciaci vzniku primordii
postrannich kofend, také stimuluji akropetdlni auxinovy transport. Pfi nizkych

koncentracich maji auxin a brasinosteroidy synergicky efekt (Bao, Shen et al. 2004).

Strigolaktony negativné ovliviiuji pfechod z V. do VI. faze vyvoje primordia (Ruyter-
Spira, Kohlen et al. 2011) a stimuluji dlouzeni kotfenovych vlaskt (Kapulnik, Delaux et
al. 2011). Jejich Gc¢inky na formovani postrannich kofent zavisi na dostupnosti fosfatu —
pii jeho dostatku vétveni kofenti inhibuji, pfi jeho nedostatku naopak stimuluji.
Stimuluji rist primarniho kofene (Ruyter-Spira, Kohlen et al. 2011), diky zvétSeni
meristematické a pfechodové zony. Signalizace strigolaktony vede k indukci syntézy
etylénu, jehoz signalizace vede ke stimulaci syntézy a transportu auxinu (Koltai 2011).

Jak je patrné, fytohormonalni ovlivnéni kofenové architektury je velmi komplexni
proces. Fytohormondlni regulace je velmi dilezitou, nikoliv vSak jedinou moZnosti
regulace vétveni kofenl. Velmi dilezitd je 1 environmentalni regulace vyvoje
postrannich kotfend, ktera vSak, v souvislosti stématem tohoto textu, nebude

diskutovana.
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9. Material a metody

9.1.Biologicky material
Jako rostlinny modelovy organismus pro experimentalni ¢ast této diplomové prace byly
pouzity rostliny husenicku Thalova Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia-0 a jeji
vetejn¢ dostupné inzeréni mutanty (http://signal.salk.edu).

V této praci byly také vyuzity dva modelové mikroorganismy. Prvnim znich je
Escherichia coli, kmen DH50 a kmen DBB3.1, nesouci rezistenci k ccdB kazeté.
Druhym pak Agrobacterium tumefaciens, kmen GV3101, nesouci gentamycinovou a

rifampicinovou rezistenci.

9.1.1. Kultivace Arabidopsis thaliana
Rostliny Arabidopsis thaliana byly pted kazdym vysevem vernalizovany po dobu 3 dnti

pti 4°C, az poté byly vysety na piislusné kultivaéni médium ¢i peletu.

Rostliny, uréené pro kiizeni, produkci semen ¢i transformaci, byly péstovany na
raselinovych peletdich v minipafeniStich v kultivaéni mistnosti s fotoperiodou 16/8,

vlhkosti 40% a zéfivkovym osvétlenim 100pmol/m?/s.

Rostliny, urcené pro izolaci DNA metodou CTAB, detekci aktivity glukuroniddzy
(GUS) a analyzu kotenové¢ architektury byly péstovany sterilné na hranatych ¢i kulatych
Petriho miskach s pevnym 0,2 MS médiem (Murashige and Skoog 1962) s 1% agarem a
sachar6zou. SloZeni kultivacniho média ukazuje Tabulka 1. Médium bylo sterilizovdno
v autoklavu 2540EK (Tuttnauer) pii 121°C, 0144MPa po dobu 20 minut a nalévano
sterilné ve flow-boxu. Semena pro tento typ vysevu byla, jeSté pied vernalizaci,
sterilizovana 15 minut desinfekénim chlornanovym roztokem (20% roztok SAVO s 1%
Tritonu) a posléze ve flow-boxu tfikrat proplachnuta sterilni destilovanou vodou. Plotny
(misky) s médiem, poseté vernalizovanymi semeny, byly pifeneseny do kultivacni
mistnosti s fotoperiodou 16/8, vlhkosti 40% a zafivkovym osvétlenim 100pmol/m?s,
zde byly ulozeny pod uhlem 45° viici zdroji svétla. Pro kultivace, hodnotici kotfenovou
architekturu, byly plotny po vysku semen zabaleny do tmavé, nepriisvitné textilie, pro

omezeni priniku svétla ke kofenlim.

Slozky MS Agar Sacharéza dH,0
Navazka 043¢ 5,0g 5,0g 500ml

Tabulka 1: Slozeni pevného kultivacniho média.
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9.1.2. GUS detekce
B-glukuroniddza je enzym, ktery je schopen metabolizovat bezbarvy substrit (X-gluc)

na modrou, nerozpustnou srazeninu. Detekce byla provadéna na fixovaném rostlinném

materialu.

Rostliny byly kultivovany 7 ¢i 14 dni na plotn¢ s pevnym médiem (Kapitola 9.1.1.)
Sestijamkové desticky (multiplate) byly vychlazeny na ledu, do kazdé jamky byly
odpipetovdny 3ml 90% acetonu, vychlazeného na -20°C. Za pomoci pinzety byly celé
rostliny opatrné preneseny do jamek na desti€ce k vychlazenému acetonu, do kazdé
jamky 1-2 rostliny. Fixace probihala 30 minut v -20°C. Po ukonceni fixace byl z jamek
odstranén aceton a jamky byly dvakrat promyty vychlazenym promyvacim pufrem
(Tabulka 3), po 3ml/jamka. Vzorky byly alespoii 60 minut odvzdusiiovany v exsikdtoru
za pomoci vakuové pumpy (tlak byl snizen pod 10kPa), poté byl promyvaci pufr
nahrazen pufrem barvicim (Tabulka 3) v objemu 2ml/jamka. Barveni probihalo pfes noc

ve vodni 14zni, temperované na 37°C ve tm¢.

Réno byl barvici roztok v jamkach nahrazen 15% glycerolem se 2% dimethylsulfoxidu
(DMSO) v davce 2ml/jamka, nechal se plisobit 30 minut. Po uplynuti inkubace byl tento
roztok glycerolu nahrazen koncentrovangj$im, 30% glycerolem se 2% DMSO, 2ml na
jamku, a opét se nechal 30 minut ptsobit. Stejnym postupem byl tento nahrazen 50%
glycerolem s 0,1% tritonu, po 30 minutdch ptisobeni byl nahrazen 65% glycerolem se
2% DMSO (Tabulka 4). I tento se nechal 30 minut ptsobit, jiz se ale neodsaval. Z néj
byly rostliny opatrné pfesouvany rovnou na podlozni skli¢ko s projasiiovacim roztokem,
kde byly rostliny piekryty krycim sklickem. Pro zabranéni rozmacknuti fixovanych
pletiv rostlin byly mezi podlozni a kryci skli¢ko umistény prouzky parafilmu. Takto

pfipravené prepardty se nechaly minimalné ptes noc projasnit pii 4°C.

Projasiiovaci roztok byl pfipravovan rozpuSténim 0,04g thiosiranu sodného ve 20ml
65% glycerolu. Po rozpusténi bylo pfidano 17g jodidu sodného a 0,4ml DMSO.
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Zasobni roztok Pfiprava Skladovani
50mM ferrokyanid rozpustit 1,055g v 50ml dH,0 v lednici
50mM ferrikyanid rozpustit 0,825g v 50ml dH,O v lednici

rozpustit 30mg X-gluc v 1,5ml

. v mrazaku -20°C
DMSO, rozalikvotovat po 500ul

X-gluc alikvot

0,2M kysely dihydrat 15.6g doplnit do 500ml dH,0 lednici
,6g doplnit do v lednici
dihydrogenfosfore¢nanu sodného gcop ?
0,2M stiedni dodekahydrat . ..
B ] 35,8g doplnit do 500ml dH,0 v lednici
hydrogenfosfore¢nanu sodného
. i 39ml 0,2M kyselého a 61ml
0,1M fosfore¢nanovy pufr, pH Lo . ..
70 0,2M stiedniho fosfore¢nanu v lednici
’ sodného doplnit do 200ml dH,O
Tabulka 2: Priprava a skladovani zasobnich roztokti pro GUS detekci
0,IM
Pufr 50mM ferrokyanid | 50mM ferrikyanid fosfore¢nanovy X-gluc
pufr
Promyvacfi pufr
500l 500l 49ml -
50ml
Barvici pufr 20ml 200ul 200ul 19,3ml 300ul

Tabulka 3: SloZeni pufit, vyuzivanych pii detekci GUS. Pufry se pfipravuji pfimo pied upotiebenim,
neskladujf se.

9.1.3. Mikroskopicka analyza
Pletivové specificky expresni vzorec, ziskany pii detekci GUS, byl analyzovan

mikroskopicky, za pouZiti diferencialniho interferen¢niho kontrastu (DIC). Pozorovéany
byly celé projasnéné rostliny (wholemount). K pozorovani byl pouzit mikroskop
BX51
Instruments) s LCD RGB filtrem, pro snimdni a digitdlni zpracovani byl pouzit program
MicroCCD.

Olympus a monochromatickd kamera U4000 Digital Camera (Apogee

9.1.4. Analyza koi‘enového systému
Rostliny, u nichZ méla byt provedena kofenova analyza, byly péstovany sterilné na

plotnéch (Kapitola 9.1.1.) Tyto plotny byly skenovany na skeneru Perfection V750 Pro
(Epson) v rozliSeni 1200dpi. Skeny pak byly analyzovany v programu NIS Elements
pomoci modulu kofenového analyzatoru. Vystupy pak byly statisticky zpracovany.
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9.1.5. Izolace DNA metodou Oxford
V piipad¢ této prace byla DNA, vyizolovand metodou Oxford, vyuzivana pouze jako
templédt pro genotypovaci PCR, jak bude vysvétleno v Kapitole 9.1.6. Pti izolaci byl
pouzivan upraveny protokol (Edwards, Johnstone et al. 1991).

Odebirdny byly jeden az dva nejmladsi listy kazdé rostliny, které byly zamrazeny
v tekutém dusiku ve 2ml zkumavce s nerezovou mleci kouli. K homogenizaci vzorku
byl pouzit mlyn Retsch MM301, homogenizace probihala 30s pfi 23 kmitech/s. K jesté
zmrzlému homogenizatu bylo piidano 200l extrakéniho pufru (Tabulka 4), po kratkém
vortexovani na piistroji MS2 Minishaker (IKA®) byly ze vzorkd vyndany mleci koule.
Suspenze byla centrifugovana 2 minuty pfi 14000rpm na centrifuze MiniSpin Plus
(Eppendorf). Supernatant byl pienesen do Cisté¢ 1,5ml zkumavky (180ul) a byl k nému
pfipipetovan stejny objem isopropanolu, smés byla promichdna a 2 minuty nechéna
odstat. Nasledovala 4minutova centrifugace pii 14000rpm, pfi niz se vytvoril pelet.
Supernatant byl odstranén pomoci vodni vyvévy a pelet byl promyt 1ml 70% ethanolu,
nasledovala centrifugace Smin pii 14100rpm. Po odsati supernatantu byl pelet nékolik
minut vysouSen v laboratorni teploté. Nakonec k nému bylo ptidano 45ul sterilni dH,O

a Syl sterilniho 10xTE pufru. DNA je obsazena v kapalné fazi nad peletem.

y . Koncentrace .
Slozky etrakéniho Koncentrace L Objem ve 100ml o
) . 3 v extrakénim L Skladovani
pufru zasobnich roztokli extrakéniho pufru
pufru

. v laboratorni
Tris HCI, pH 7,5 M 200mM 20ml .
teploté

v laboratorn{
Roztok NaCl SM 250mM Sml .
teploté

v laboratorn{
EDTA, pH 8,0 0,5M 25mM Sml .
teploté

v laboratorn{
SDS 10% 0,5% Sml .
teploté

v laboratorn{
dH,0 65ml .
teplote

Tabulka 4: Slozeni extrakéniho pufru. Extrakéni puft se sterilizuje klavovanim.

9.1.6. Inserc¢ni mutanty a jejich ovérovani
Po objedndni semen T-DNA inser¢nich mutantli ze Salk Institute Genomic Analysis

Laboratory (SIGnAL), http://signal.salk.edu/isect.2.html, bylo tfeba najit v liniich
homozygotni jedince. K tomuto ovéfeni byla pouzita genotypovaci polymerdzova
fetézova reakce (PCR), jedinci jsou testovani na piitomnost a nepfitomnost insertu. PCR
je metoda, pfi niz dochazi k amplifikaci ur¢itého tseku DNA, ohrani¢eného primery.
Amplifikace je zprostfedkovana termostabilni DNA-dependentni DNA polymerdzou
Taq (Fermentas). PCR se sklddd z nékolika navazujicich fazi, které jsou oddéleny
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teplotné (teplota urcuje d¢€j v reakci) a casové (Cas urcuje délku dané faze reakce a tudiz
i jeji vysledek). PCR probihd v cyklech. Tabulka 5 ukazuje schéma genotypovaci PCR.

Krok v cyklu Teplota Doba trvani
Pocatecni denaturace 94°C 120s
Denaturace 94°C 30s
Nasedani primera 57°C 60s Opakovani 25 krat
Synteticka faze 72°C 60s
Dosyntetizovani 72°C 600s

Tabulka 5: Schéma cyklu genotypovaci PCR

Pro ovéreni vlozeni insertu v obou alelach genu se pouzivaji tfi primery (Obrazek 7),
umoznujici rozeznat homozygotniho mutanta (HM), heterozygotniho (HZ) a
neovlivnénou rostlinu (WT). Slozeni reakéni smési pro genotypovaci PCR je vyznaéeno

v Tabulce 6. PCR byla provadéna v cycleru T100™ Thermal Cycler (Bio Rad).

1. Protocol for SALK T-DNA primer design

BPos
T-DNA
WT  HZ HM
[ Y [ IS | S— |
" 900 NN NN

enome —I

[ Fianking Sequence] 410+N .

N RP *N=0~300

pZone | Ext5 Max N Ext3 pZone

Obrézek 6: Princip genotypovani. Vlevo je znazornéno rozlozeni tfi primerd, pouzivanych pro testovani pomoci
PCR. Vpravo pak vysvétlivka, jak z vysledku agarézové elektroforézy poznat pocet mutovanych alel u konkrétniho
jedince. Pfevzato z http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html.

Primer
. Taq
. Pufr Primer LP DNA
Reagencie | dH,0 MgCl, dNTP polymeréza
10xTaq RP (WT)/BP (Oxford)
(Fermentas)
(mutant)
Objem 9,75ul 2ul 1,6ul 0,4pul 2ul 2ul 0,25ul 2ul

Tabulka 6: SloZeni reakéni smési pro genotypovaci PCR. V jedné reakci byly vzdy dva primery. Celkovy objem
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9.1.7. KriZeni HM
Pro vytvafeni dvojitych mutanti bylo pouZzito kiiZzeni. HM rostliny byly nejprve
kultivovany na raselinovych peletich, ke kiiZzeni se pfistupovalo v dobé, kdy mély
rostliny né€kolik mélo kvétnich stvoll s dostatkem mladych poupat. Jedna z rostlin byla
uréena jako mateiska (9), na niz se budou vyvijet semena, druhd jako otcovska &) ),

ktera poskytne pyl.

Matetské rostliné byly ostfihany vsechny doposud vyvinuté SeSule, kvéty a nakvetla
poupata, pod binokuldrni lupou Olympus SZX7 byla vybrana tii nejvétsi poupata,
vSechna ostatni byla pinzetou opatrné odstranéna. Poupatiim byly opatrné odstraiiovany
kvétni obaly a nezralé tyCinky, aby byl odhalen samotny pestik. Na zbyld poupata, resp.
pestiky, byl pod lupou pienesen pyl z otcovské rostliny. Takto opyleny pestik byl
uzavien do PE sacku s ustfizenymi rohy, aby se pfedeslo vysychéani a kontaminaci cizim
pylem. Sacek byl podepien Spejli a oznacen. Sundan byl po 2 dnech, kdy jiz zacal byt
patrny vyvoj Sesule.

Nakiizené SeSule byly po uzrani a zaschnuti sklizeny a vysety na raselinové pelety. F1
generace je uniformni, testovani proto probihalo az v F2 generaci. Vzhledem ke
Stépnému pomeru a pravdépodobnosti vyskytu HM dvojitého mutanta (1 ze 16 rostlin)
bylo vyseto 30 rostlin F2 generace, které byly testovdny genotypovanim na matefskou a
otcovskou rostlinu stejnym postupem, jako v kapitole 9.1.6.

9.1.8. Kultivace bakterii Escherichia coli
Escherichia coli byla v této praci vyuzivana k pomnoZeni plasmidi. Kultivace E. coli

probihala za aerobnich podminek pti 37°C pfes noc, na pevném nebo tekutém LB médiu
(Tabulka 8). Kultivace na pevném médiu probihala na plastovych, sterilnich Petriho
miskdch o priméru 9cm v termostatu (Heraeus Instruments), kultivace v kapalném
médiu probihala na tfepacce Ceromat® H Biotech International pfi 180rpm ve sterilnich
zkumavkdch se 3ml média. Podle potieby byla do média pfidavéana ptislusna antibiotika
v zavislosti na genech rezistence plazmidu, jimiz byly bakterie transformovéany. Média
byla sterilizovdna klavovanim, priace s bakteriemi byla provadéna steriln¢ ve flow-boxu.
Kratkodobé se plotny s bakteriemi uchovavaly v lednici, pro dlouhodobé&j$i uchovavani
byla zvolena forma konzervy — ke 400ul bakterialni suspenze v tekutém médiu bylo
ptfidano 100ul sterilniho 50% glycerolu. Smés byla promichana a zamrazena v tekutém
dusiku a uchovavéna v -80°C.

o Pepton Kvasnicovy
Chemikalie ] NaCl Agar
(tripton) extrakt
Navazka 10g Sg S5g 15¢

Tabulka 7: Rozpis chemikalii pro pfipravu 11 pevného LB média. Antibiotika jsou do média ptidavana az po jeho
zchladnuti nanejvyse 60°C, pracuje se sterilné. Tekuté médium se pfipravuje stejné, jen bez agaru. Obé formy se




9.1.9. Kultivace Agrobacterium tumefaciens
Agrobacterium tumefaciens, jakozto druhy modelovy mikroorganismus, vyuzivany

v této praci, byl vyuzivan pro transformaci rostlin, jak bude popsano nize. Kultivace
Agrobacteria probihala aerobné, na pevném ¢i tekutém LB médiu (Tabulka 7)
s piislusnymi antibiotiky pti 28°C. Kultivace na pevném médiu probihala na plastovych,
sterilnich Petriho miskdch o priméru 9cm v termostatu Mini Incubator (Labnet),
kultivace v kapalném médiu probihala na tfepacce Ceromat® H Biotech International
pii 180rpm ve sterilnich zkumavkach ¢i Erlenmayerovych bankéch. Pravidla pro prici a
kratkodobé i dlouhodobé uchovavani Agrobacteria odpovidaji t€m pro E. coli (kapitola
9.1.8)).

9.1.10.Transformace bakterii elektroporaci
Elektroporace je metoda transformace mikroorganismil plasmidovou DNA, vyuzivajici

schopnosti elektrického Soku vytvofit v bakterii péry. Plasmidovd DNA nese geny pro

selek¢ni markery.

K elektrokompetentnim bunkdm (kapitola 9.1.11) byly na ledu pfipipetovany 2ul
odsolené ligacni smési (Kapitola 9.2.7), LR reakce (Kapitola 9.2.20) nebo jiné
plasmidové DNA, celd smés byla promichéna Spi¢kou pipety a nechdna na ledu 1
minutu. Smés byla pipetou prevedena do vychlazené elektroporacni kyvety, sklepnuta
na dno a kyveta byla zvenku osuSena. Elektroporace probihala v elektroporitoru
Eporator electroporator (Eppendorf), nastaveného na 2400 — 2600V pro E. coli a 1900 —
2100V pro A. tumefaciens. IThned po aplikaci Soku byl k bakteriim pfidan Iml sterilniho
zivného média, SOCI pro E. coli a YEB recovery pro A. tumefaciens (Tabulka 8 a 9),
bakterie v médiu byly prevedeny do sterilni zkumavky v ni byly kultivovidny ve své
kultivacni teploté 1 hodinu v ptipad¢ E. coli, 3 hodiny v ptipadé A. tumefaciens, vzdy
aerobné na tfepacce. Po uplynuti této inkubace byly bakterie centrifugovany 10s pfi
10000rpm za vytvotfeni peletu, ktery byl resuspendovan ve 100ul SOC1 ¢i YEB
recovery média a vyset na plotnu s pevhym LB médiem s pfisluSnymi selekénimi
antibiotiky (Tabulkal0).

Otestovani narostlych kolonii probihalo pomoci kontrolni PCR (Kapitola 9.2.2).
Templatem byl stér z precarkované kolonie (pfecarkovani je nezbytny krok k eliminaci
faleSn¢ pozitivnich vysledkl), primery byly pouzity stejné, jako pro amplifikaci
sekvence z genomové DNA. Délka syntetické faze s Taq polymerdzou se odvijela od
délky insertu (60s/1kbp), teplota naseddni primerti byla pocitana pomoci on-line Tm

kalkulatoru.
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Chemikalie Navazka
Pepton 1,00g
Kvasnicovy extrakt 0,25g

Glukéza 0,1802¢g

NaCl 0,0292¢

KCl 0,0093¢g

MgCl, 0,1016g

MgSOg4 0,1232¢g

Tabulka 8: Chemikalie pro ptipravu 50ml SOC1 média. Médium bylo
sterilizovano filtraci ptes 0,22um jednorazovy filtr Naglene pomoci injekéni
stiikacky. Kratkodobé bylo uchovavano v lednici, dlouhodobé v mrazaku

pii -20°C.
Chemikalie Navazka

Pepton 10g
Kvasnicovy extrakt lg
Sachadza Sg

MgSOy4 0,5¢

NaCl 0,58¢g

KCl1 0,19¢g

MgCl, 0,95¢g

Tabulka 9: Chemikalie pro ptipravu 11 YEB recovery média. Médium bylo
sterilizovano filtraci pfes 0,22um jednorazovy filtr Naglene pomoci injekéni
stiikacky. Uchovavano bylo v lednici.

L Koncentrace v .
Antibiotikum | Zasobni roztok | Rozpoustédlo o Redéni Skladovani{
médiu
Kanamycin 50mg/ml dH,O 50mg/1 1000x v lednici
. v marazaku -
Hygromycin 25mg/ml dH,0 25mg/1 1000x 20°C
. . v marazaku -
Spectinomycin 100mg/ml dH,0 100mg/1 1000x 20°C
. L v marazaku -
Rifampicin 10mg/ml methanol 100mg/1 100x 20°C
Gentamycin v marazaku -
100mg/ml dH,0 100mg/1 1000x 20°C

Tabulka 10: Pouzivana antibiotika. Pro praci s E. coli byl pouzit kanamycin a hygromycin, pro praci s Agrobacteriem byl
pouzivan rifampicin a gentamycin pro udrzeni virulence, dale hygromycin a spektinomycin. Pro préci s rostlinami byl
pouzivan hygromycin.
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9.1.11.Priprava elektrokompetentnich bakterii
Bakterie E. coli byly kultivovany pfes noc na pevném LB médiu bez antibiotik,

bakteridlni stér z plotny byl kultivovdn opét pfes noc v 50ml tekutého LB média
v Erlenmayerové baiice na tfepacce (kultivace Kapitola 9.1.8.). 5Sml této bunétné
suspenze bylo zaockovano do 500ml tekutého LB média ve 21 Erlenmayerové baiice
(Cim vetsi, tim lepsi, kvili provzdusnéni). Kultivace v tiepacce trvala ptiblizné 2 az 3
hodiny, do dosazeni urcité optické denzity 0,500 — 0,600 pii vinové délce 600nm,
opticka denzita byla méfena v Iml vzorku. Pti dosazeni spravné denzity byly bakterie
ihned zchlazeny na ledu na 30 minut, posléze rozalikvotovdny do Sestnacti 50ml
sterilnich falkon. Veskera dal$i prace jiz byla provadéna na ledu, manipulace
s otevienymi bakteriemi ¢i médii probihala sterilné¢ ve flow-boxu. Falkony byly
centrifugovdny na chlazené centrifuze Universal 32R (Hettlich Zentrifugen) pii 4°C,
4500rpm 15 minut. Supernatant byl slit, bakterie byly resuspendoviny v malém objemu
sterilni dH,O a suspenze byla doplnéna sterilni dH,O do 50 ml. Opakovala se
centrifugace se stejnymi parametry, nasledovand odstranénim supernatantu a
resuspendaci v malém objemu vody. Vzdy dvé falkony byly slity do jedné, kterd byla
opét doplnéna dH,O do 50 ml. Znovu probéhla 15 minutova centrifugace a odstranéni
supernatantu. V tomto kroku byly bakterie resuspendovany ve 2ml sterilniho 10%
glycerolu, obsahy vSech 8 falkon bylo slito do jedné a doplnéno sterilnim 10%
glycerolem do 20ml. Optickd denzita byla méfena na spektrofotometru Bio Mate5
(Thermo Spectronic), méten byl 50xtedény vzorek (proto blank byla dH,0O, nikoliv 10%
glycerol). Suspenze byla centrifugovana, pelet byl resuspendovdn v 10% glycerolu.
Suspenze byla rozalikvotovana po 50ul do 0,2ml zkumavek a ihned zamraZena
v tekutém dusiku. Kompetentni buniky byly skladovany pii -80°C. Objem 10% glycerolu
pro resuspendaci se vypocital z optické denzity 50x fedéného vzorku:

Opticka denzita j-¢oonm 0,1 odpovida 10® bun&k/ml. Vzorek je vsak 50x fedény, a ve
falkoné je tohoto vzorku 20 ml. Ve findlnim produktu je tfeba mit minimalng 3x10"
bunék/ml. V mém piipadé¢ byly bakterie resuspendovany v 10ml sterilntho 10%
glycerolu, nebot’ namétena optickd denzita fedén¢ho vzorku byla 0,603, v Iml mych
kompetentnich bungk bylo tedy 6x10' bunék.

Pfi prvnim méfeni optické denzity jsem vSak nezvladla odhadnout spravny okamzik,
Opticka denzita 3—¢oonm byla 0,634, coz se podepsalo na celkové nizsi, ale jeste stale
uchézejici u¢innosti - 10° kolonii/1pg DNA.

Elektrokompetentni bunky Agrobacterium tumefaciens jsem sama nepiipravovala,
pouzila jsem bunky, pfipravené Mgr. Lenkou Stillerovou a Mgr. Ivanem Kulichem, Ph.
D. dle standardniho protokolu.
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9.1.12.1zolace plasmidové DNA z bakterii
Pro izolaci DNA byly pozitivné otestované kolonie zaockovany do sterilni zkumavky se

3ml tekutého, provzdusnovaného LB média s pfisluSnymi antibiotiky, jak je uvedeno
v Kapitole 9.1.8. Izolace byla provadéna pomoci kitu Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification Systém (Promega) piesn¢ podle pfilozeného navodu.

9.2.Prace s DNA

9.2.1. Izolace rostlinné DNA metodou CTAB
Pro izolaci rostlinné DNA, kterda mé slouzit k dalSimu molekularné-biologickému

vyuziti, byla pouzita metoda izolace pomoci cetrimonium bromidu (CTAB). Byl
pouzivan upraveny protokol rychlé izolace vysokomolekularni rostlinné DNA (Murray
and Thompson 1980).

Do 2ml zkumavky se 2 mlecimi koulemi bylo ptidano 3 az 6 listd Arabidopsis thaliana,
ekotypu Col-0, péstované sterilné na plotndch s pevnym médiem. Zkumavka byla
zamrazena v tekutém dusiku a jeji obsah byl homogenizovan ve vibraénim mlynu
Retsch MM301, homogenizace probihala 30s pfi 23 kmitech/s. K homogenizitu bylo
ptipipetovano 500ul 2xCTAB (Tabulka 11), byly vyjmuty nerezové mleci koule a
vzorky byly inkubovdny 30 minut v 65°C pii 300 kmitech/min na termomixéru
Thermomixer komfort (Eppendorf). Po vychladnuti bylo v digestofi pfipipetovano
1000ul smési chloroformu a isoamylalkoholu (v poméru 24:1) a obsah zkumavky byl
promichéan. Nésledovala centrifugace 5 minut pfi 14000rpm. Horni faze byla pfenesena
do ¢isté zkumavky, kde k ni bylo pfidano 1000ul ¢istého ethanolu. Smés byla rucné
promichana a uloZena na 30 minut do lednice pro lepSi vysrazeni DNA. Nasledovala
centrifugace, opét Smin pfi 14000rpm, za vytvofeni peletu na dné. Supernatant byl
odstranén za pomoci vodni vyvévy, pelet byl promyt 1000ul 70% ethanolu. Nasledovalo
10 minut odstfed’ovani pfi 14000rpm, odsati supernatantu a vysouSeni pelety nékolik
minut pi1 37°C. Nakonec bylo pifidano 40ul dH,O a 10ul 10xTE pufru a peleta se
nechala rozpoustét 30 minut pti 37°C a 300 kmitech/min.

Chemikalie Pozadovana koncentrace Navazka

TRIS (TRIZMA hydrochlorid) 100mM 2,40g; titrovat na pH 8
CTAB 2% 4,00g

EDTA 20mM 1,42¢

NaCl 1,4M 16,40g
Polyvinylpyrrolidon 2% 4,00g

Tabulka 11: Rozpis chemikalii pro pfipravu 200ml
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9.2.2. Polymerazova retézova reakce (PCR)
PCR byla vyuzivana k amplifikaci tiseki DNA, s nimiz bylo déle pracovdno. Pouzitym
primerim se vénuje kapitola 9.2.3.

Pro amplifikaci promotori, potiebnych pro transkripéni fuzi, byla pouzivana Taq DNA
dependentni DNA polymeraza. Pro amplifikaci delSich usekt, konkrétné promotoru i
s genem, vyuzivanou pii translaéni fuzi, byla pouzivana Phusion polymeraza
s proofreadingovou aktivitou. Tyto dvé pouzivané termostabilni polymerazy se lisi ve
schématu PCR cyklu (Tabulka 12), 1 ve slozeni reak¢ni smési (Tabulka 13). Pro vypocet
teploty nasedani primerti, kterd vychazi z teploty tani (Tm) u primert byl vyuzit Tm
kalkuldtor na webovych strdnkdch vyrobce, Thermo Scientific pro Taq polymerézu,
New England BioLabs pro Phusion polymerdzu. Obvykle byva pfiblizné¢ o 3 az 6°C
nizsi nez vypoctena Tm. Pti pocatecni optimalizaci PCR byly reakce michany v objemu
20ul, pro amplifikaci za ucelem ziskani vétsiho mnozstvi amplifikované sekvence DNA
byly pouzivany reakce o objemu 50ul, vzdy v 0,2ml PCR zkumavkach. Reakce byly

vzdy michany na ledu.

Polymeraza Taq polymeraza Phusion polymeraza
Faze cyklu Teplota Cas Teplota Cas
Denaturace 1 94°C 120s 94°C 120s
Denaturace II 94°C 30s 94°C 30s <
Nasedéani

L, Tm Calculator | 60s Tm Calculator | 30s
primerd

30x

Syntetickd faze | 94°C 60s/1000bp 94°C 35s/1000bp
Dosyntetizovani | 94°C 600s 94°C 600s

Tabulka 12 ukazuje rozdily ve schématu PCR cyklu mezi dvéma pouzivanymi polymerazami.

Polymeriza Taq polymerédza Phusion polymeraza
Pro 20pl reakéni . . . .
. Slozka Objem Slozka Objem
smes
dH,0 14,15ul dH,0O 13,1ul
Pufr 10xTaq 2ul Pufr 5xPhusion 4ul
MgCl, (25mM) 1,2ul - -
Ptimy primer 0.5u1 Ptimy primer 0.5u1
(Fwd) (20uM) (Fwd) (20uM)
Zpétny primer Zpétny primer
petny p 0,5ul petny p 0,5ul
(Rev) (20uM) (Rev) (20uM)
dNTP (10mM) 0,4ul DTP (10mM) 0,4ul
DNA 1ul DNA 1ul
Polymeraza Polymeraza
0,25ul 0,5ul
(5U/ul) (2U/ul)

Tabulka 13 ukazuje slozeni 20ul reakce u dvou pouzivanych polymeraz. U Phusoin polymerazy je jiz hot¢ik

soucasti pufru.
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9.2.3. Primery
Navrh primert pro ucely této prace probihal manualné v textovém editoru MS Word,

kde byla hleddna piihodnd sekvence s nizkym opakovidnim nukleotidii a zaroven

cvwr

nekomplementarnich mist. Pro vétSinu amplifikovanych sekvenci bylo tfeba primery

nekolikrat prepracovat, aby reakce uspokojivé bézela. Zde uvedené primery jsou ty

spravné fungujici, jejich vyrobu provadéla firma Generi Biotech. Vstupni sekvence pro

navrhovani primerd byly stazeny z http://signal.salk.edu/isect.2.html.V tabulce 14 je

seznam primerd, pouzitych pii experimentalni ¢asti této prace.

Ptidané
Cilovy vektor ﬁ‘;:lf lifikovany lljr?rzrfe:/ru Sekvence primeru iﬁfstii)ki?:)
enzym
FBA_FWD |CTGCAGTCACATAGCTAGCAGACGATCG | Psi
Promotor FBA
FBA_REV | GGATCCAGTGATGGTGATCAATCTCTC BamHI
DRDA10 Promotor AHLI18_FWD | CTGCAGATGACACAGATGCAAG Pstl
AHLIS AHLI8_REV | GGATCCATTCCTCTTCTGATTCGCTA BamHI
Promotor SEC7_FWD | CTGCAGCCACCGGTAACGAAT Pstl
SEC7 SEC7_REV | GGATCCGAGCTCAGCGACTCA BamHI
Promotor AHL18_FWD | CTGGTACCTCTGATGCTAAGTGCCG Kpnl
— AHLIS AHL18_REV | TCGTCGACTCCTCTTCTGATTCGC Sall
Promotor SEC7_FWD |CGAGGTACCGGCTTACCTCACCG Kpnl
SEC7 SEC7_REV |CAGTCGACACGGCGAGCTCAG Sall
Promotor+gen | AHL18_FWD | CAACATCTGCAGACCTCAGCTTTCAGCGA | Psil
TagmRUBY AHLIS AHL18_REV | TTAGGATCCAAAGACGGTCGTTGCGTTCC | BamHI
Promotor+gen | AHL22_FWD | CGGCTGCAGGTGCGAGTGTGAGCTGG Pstl
AHL22 AHL22_REV | GCGGGATCCAAAGATGGTCTCGGAGTTCC | BamHI
Linie Mutovany gen | Primer LP Primer RP
SALK_022937 |AHL28 AGTTTCTTTGCTCTTCCTCCG GTCACCACTGCTTACGAAAGC
SALK_065839 |AHL28 TGAGAAACCATTGATGGAGATG | TTTTTGGGATCTTTCTGGGTC
SALK_143279 |AHL22 ACTCTTCAGCCGGAAAAGATC |CTGCTAGTCAACGCAAAACAC
SALK_151047 | AHL29 CAGCATGTTTCTTCCATCTCC | TGGAGACTCCTCTTCCTCTCC
SALK_018866 | AHL22 GAAAAGACTCGTGACTGTTTGC | AAGACGGTGACACTTTCCATG
SALK_120768 | AHL2 AAGAGGTCCCACCACTTGAAG |TTAATTTTCCCCATCGGATTC
SAIL_646_A02 | AHL28 CACAAATTTCAAAGGCTCACG | TTCCGTGGAAAGTAATGGTTG
SALK_085216 |AHL29 CAGCATGTTTCTTCCATCTCC | TGGAGACTCCTCTTCCTCTCC
SAIL_346_C06 | AHLIS TATCGTTGGGGATGCTCTTAG | ACGTCATGGAGATAACCAACG

Tabulka 14: Seznam primerd. V horni ¢asti jsou primer, které byly pouzity pro klonovani. Ve spodni ¢asti tabulky

se nachdzi primery pro genotypovani.
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9.2.4. Plasmidy

Plasmid je cyklickd molekula DNA, kterou je

schopen pfislusny modelovy

mikroorganismus replikovat a exprimovat jeji geny, tedy i1 selekéni a reportéroveé

markery. Pfi klonovani dochéazi k vkladéani sekvence DNA, ziskané amplifikaci pomoci

PCR, do pfedem definovaného mista plasmidu (vektoru). Agrabacterium tumefaciens

ma schopnost definovanou ¢ast binarniho plasmidu pfenést, v podobé T-DNA, do

genomu modelové rostliny, kde pak probihd studium daného genu.

7o~

Zde uvedené plasmidy byly pouzity v experimentalni ¢asti této prace.
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Obrazek 6: Bindrni vektor pRD410

Binarni vektor pRD410 (Obrézek 6) byl zpocatku pouZivan pro zaklonovéani promotori
kandidatnich geni — FBA, AHL18 a SEC7. Diky jeho zna¢né velikosti, nizkému poctu

kopii v bakteriich a ne zrovna idedlnimu rozloZeni restrik¢énich bylo po roce netispésné

prace od tohoto vektoru ustoupeno.
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Obréazek 7: Vstupni vektor pPENTR1A
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dva typy vektorti. Mens$i vstupni vektory (Obrazek 7 a 8), které se v bakteriich geny pro
prislusné rezistence a slouzi k pomnozeni plasmidu v E. coli. S témito vektory byla,
diky jejich malé velikosti, pomérné¢ snadnd manipulace. Ze vstupniho vektoru byla
nejprve restrikci vystépena ccdB kazeta, kterd byla nahrazena insertem. V ptipadé, ze se
do bakterie E. coli kmene DHS5a dostal vektor s ccdB kazetou, bakterie byla zahubena.
Pomoci LR reakce (Kapitola 9.2.10) byl insert, pomoci rekombina¢nich mist attl/attR,
pienesen do vétsiho, cilového vektoru (Obrazek 9 a 10), ktery, krom selekénich
markert, nese i1 prisluSny reportérovy gen. Tento vektor je jiz bindrni, tudiz kompetentni

k transformaci rostlin prostfednictvim A. tumefaciens.

9.2.5. Restrikeni Stépeni
Restrikéni endonukledzy jsou enzymy, které jsou schopny Stipat specifické sekvence

DNA. Restrikéni mista byla do sekvence ptiddvana jako soucéast primerd. Pouzité
enzymy pii StipAni DNA zanechdvaly na vladkné piesahy (lepivé konce), které byly
vyuzity dale pfi ligaci. V této praci bylo Casto pouzivano dvojité Stépeni — sekvence
DNA byla restrihovana dvéma riznymi enzymy, na zacatku a konci sekvence. Piislusné
fragmenty byly od sebe oddéleny, vyfiznuty a vyciStény za vyuziti agarové
elektroforézy (Kapitola 9.2.8 a 9.2.9). Restrikce byla také pouzivana pro kontrolu
plasmidt, vyizolovanych z bakterii (Kapitola 9.1.3).

Restrik¢éni reakce byla michéna na ledu, vlastni restrikce pak probihala pfes noc pfii
37°C. Pouzité restrikéni enzymy (Thermo Scientific/New England Biolabs), byly, na
zéklad¢ online nastroje Double Digest Finder/Calculator na strankdch vyrobce,
kombinovény s pfisluSnymi pufry. Uk4dzkové schéma restrikéni reakce je v Tabulce 15.

Vyrobce Thermo Scientific New England Biolabs
Slozky reakce Objem Slozky reakce Objem
dH,0 8ul dH,0 12ul
Pufr Pufr BamHI 2ul Pufr 3.1 2ul
. Plasmid
Substrat : Plasmid oul TaqmRUBBY 4l
strat enz agqm
b e pENTRIA W 4 H
AS-N
Xhol 0,5ul Pstl 1ul
Enzymy
Kpnl 0,5ul BamHI 1ul

Tabulka 15: Ukazkové ptiklady restrikce vektorti pomoci dvou enzymu. V obou piipadech zde vznikly lepivé
konce, které byly vyuzity pfi ligaci.
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9.2.6. Zatupeni koncii
Zatupeni koncii bylo pouzivano pii praci s vektorem pRD410, kde musely byt pouzity
jiné restrikéni enzymy na vektor a jiné na insert. Vysledkem byly sekvence otevieného
plasmidu a insetru s lepivymi konci, které ale nebyly kompatibilni. Zatupeni je proces,
pfi némz dojde k dosyntetizovéni, a tim k odstranéni pfesahu na jedné ¢i obou stranach
sekvence, diky ¢emuz vektor a insert prestanou byt nekompatibilni. Zatupeni ale snizuje

ucinnost ligace.

V piipad¢ této prace byl vektor nejprve nastépen prvnim enzymem ve 30ul reakci,
restrikce byla tepelné inaktivovana. Zatupeni probihalo pfidanim 3ul 1mM nukleotidl a
0,2ul T4 DNA polymerazy, po dobu 20 minut pfi 11°C. Po teplotni inaktivaci enzymu
(75°C, 10 minut) nasledovala restrikce druhym enzymem. VSechna prace byla

provadéna na ledu.

9.2.7. Ligace
Ligace je metoda, pii niz jsou, pomoci enzymu T4 ligdzy (Thermo Scientific), spojeny
fragmenty DNA — v tomto piipad¢ vektor a insert. Diky ptitomnosti lepivych konct je
dana orientace insertu vic¢i vektoru. Pii vypoctu slozek ligacni smési je tfeba dbat
koncentrace DNA vychozich latek [ta byla zjistovana bud’ agar6zovou elektroforézou
nebo pomoci pfistroje NanoDrop2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific)] a
stechiometrickych pomért. Pro ptipadné zahust'ovani roztoku byl vyuzit Concentrator
Plus (Eppendorf). Insert je tfeba dat v nadbytku — aby se zvysila pravdépodobnost, Ze se

s vektorem potkaji ve spravné orientaci.

Reakéni smés pro ligaci byla michdna na ledu. Pfiklad liga¢ni smési, kterd vedla
k pozitivnim bakteridlnim koloniim, je uveden v Tabulce 16. Ligace béZela pies noc pii
15°C, nasledné byla teplotné inaktivovdna (65°C, 10 minut).

Slozky ligacni smési Objem
Insert — AHL18; 2,6kbp 4ul
Vektor — pENTR1A; 2,3kbp 6ul
10xT4 pufr 1,5ul
dH,O 3ul
T4 ligdza 0,5ul

Tabulka 16: Priklad ligace, kdy koncentrace rozstfizeného vektoru byla
priblizné 5x mensi nez koncentrace insertu po restrikci . Celkovy objem
reakce byl 15ul.

Po tepelné inaktivaci je tfeba ligatni smés odsolit, aby neméla vysokou vodivost.
(Kapitola 9.1.10). K odsoleni byly pouzity odsolovaci komurky, které byly pifipraveny
rozvafenim odsolovaci smési (Tabulka 17), kterd byla rozalikvotovana do 1,5ml
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zkumavek. Zkumavky byly se stojanku ptelepeny klavovaci paskou, do které byla
vpichnuta zluta Spicka, jejiz hrot sahal asi do 1/3 vysky odsolovaci smési ve zkumavce.
Smés se nechala ztuhnout, Spicky byly vynaty a komirky se skladovaly v lednici,
obalené parafinem. Pro odsoleni bylo 10ul liga¢ni smési napipetovano do komurky do

otvoru po zluté Spicce a nechalo se odpolovat 90 minut v lednici.

Slozky smési Koncentrace Navazka
dH,O - 30,03g
Glukéza 100mM 0,5945¢
Agaréza 1% 0,3g

Tabulka 17: SloZeni odsolovaciho roztoku. Tfi setiny gramu vody navic jsou pocitany na odpar. Po¢itano na 30ml
odsolovaciho roztoku, coz je asi 20 odsolovacich komirek.

9.2.8. Gelova agardzova elektroforéza
Gelova elektroforéza je metoda, vyuzivajici negativniho naboje DNA. Je zalozena na

rozdelovani DNA podle jeji schopnosti prochazet poréznim gelem, tudiz podle velikosti,
pfipadné tercidrni struktury. Hnaci silu pro transport DNA gelem poskytuje
stejnosmérny elektricky proud, tvofici pole o napéti 5 - 10V/cm, v zdvislosti na

zvoleném napéti.

Agar6zové gely byly pfipravovany nalitim rozvafeného média (Tabulka 21) do forem s
hiebeny, do vzniklych jamek pak byly po utuhnuti gelu nandSeny vzorky. Pied
nanesenim na gel byly vzorky smichany s loadovacim pufrem (Tabulka 20) v poméru
5:1. Vzorky byly nanaSeny do jamek gelu, umisténého v elektroforézni vané s 0,5xTAE
pufrem (pfipravovanym z koncentratu 50xTAE, jak uvadi Tabulka 19), v némz byl gel
cely ponofen. Do jamky vedle vzorkll byl nandsSen srovnavaci standard pro uréeni délky
a koncentrace fragmenti DNA — marker 1kbp GeneRuler pro klonovani, 100pb
GeneRuler pro genotypovani (oboje Thermo Scientific, Obrazek 11. Pro foceni geli byl
vyuzivan G:BOX s UV transilumindtorem (SynGene) a k nému kompatibilni software
GeneSnap. V piipadé vyfezavani urcitého bandu DNA byla pouzita UV lampa TCX-
20.M (Vilber Lourmat).

Slozky Mnozstvi
TRIS base 121g
Kyselina octovd, vychlazend 28,5ml
EDTA 50ml
dH,O 421,5ml

Tabulka 19: Slozeni roztoku 5S0xTAE
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Slozky Koncentrace v roztoku Objem
Bromfenolova modf 0,03% 0,015¢g
Glycerol (Cisty, 99,2%) 60% 30,24ml
TRIS HCI (100mM, pH 7,6) 10mM Sml
EDTA (0,5M, pH 8,0) 60mM 6ml
dH,0 Doplnit do 50ml 8,76ml
Tabulka 20: Slozeni 50ml 6xloadovaciho pufru pro nanaseni vzorki do jamek gelu
Slozky Koncentrace v roztoku Mnozstvi
Agardza 1,2% 3,6g
0,5xTAE - 300ml
GelRed™ 0,01% 30ul

Tabulka 21: Slozeni 300ml média pro agarézovou elektroforétu. TAE pufr s agarézou byl rozvaten

v mikrovInné troubé&, po mirném zchlazeni byl pfidan GelRed™

s hiebeny.

(Biotium) a médium bylo rozlito do forem

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder

0’GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder,
ready-to-use
bpng/05pg %

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use

0.5 pgiane, 8 cm length g,
1XTBE,5V/em, 1 h
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10000 300 60 o0 9
q00° 300 60 % é:%»é” %:ﬁ 3'§
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1XTAE, 8V/iem, 3 h

Obrazek 11: 1Kb a 100pb markery slouzily jako standardy pro uréovani délky a koncentrace fragmentu DNA na gelu.

9.2.9. Izolace DNA z fragmentu gelu
Izolace DNA z fragmentu gelu byla vyuzivana vzdy, kdyz byl, pomoci agarézové

gelové elektroforézy, odd€len a vyfiznut poZzadovany fragment DNA, zejména produkt
restrikce. Hranolek gelu byl vyfiznut do pfedvazené zkumavky. Pro lepSi rozpousténi
byla zkumavka s gelem umisténa na né€kolik minut do mrazdku. Pro izolaci DNA byl
pouzivan High Pure PCR Product Purufucation Kit (Roche), bylo postupovano podle
navodu vyrobce. Kit slouzil i pro pfecisténi PCR produktu v kapalné fazi, kde byla
vytéznost izolace vyssi.
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9.2.10.LR reakce
LR reakce je homologni rekombinace, ktera je vyuZivana v GATEWAY® systému. LR

reakce slouzi k pfenosu insertu ze vstupniho vektoru (entry) do vektoru cilového
(destination), bez nutnosti insert vystépovat a opét ligovat.

Nejprve byly zméfeny koncentrace vstupniho klonu (donoru) a cilového vektoru
(akceptoru). Za pokojové teploty byly plasmidy smichdny (Tabulka 22), reakce byla
doplnéna do 4pl TE pufrem. Rekombinaéni enzym LR Clonase™II enzyme mix byl po
dobu 2 minut inkubovédn na ledu s ob¢asnym zamichanim. K 4pl smési plasmidi byl
ptidan 1ul LR Clonase I enzyme mix, smés byla zamichéna a krétce sto¢ena. Reakce
byla inkubovana pies noc pii 22°C. K ukonceni reakce byl pouzit 1ul Proteinasy K a
vzorek byl inkubovan 10 minut pii 37°C. Tento ,kanibalsky“ enzym neni nutné
inaktivovat. Produkt LR reakce nebyl odsolovan, k elektroporaci do E.coli DH5a byl
vyuzit 1pl produktu. Nésledny postup odpovidal Kapitole 9.1.10 a nasledujicim.

y ; Pouzito pro transkrip¢ni fuzi
Slozka Pokyn vyrobce
pAHL18::GUS
Donorovy klon 50 — 150ng (1 - 7ul) 2,5ul (koncentrace 30ng/ul)
Akceptorovy plasmid 150ng (1ul) 1ul (koncentrace 200ng/ul)
TE pufr (pH 8,0) Do 8ul 0,5ul

Tabulka 22: LR reakce — pokyn vyrobce a ptiklad uspésné LR reakce, provadéné pii experimentalni ¢asti této
prace. Vyrobce uvadi celkovy objem reakce 8ul s pfidanim 2ul Proteinasy K, v této praci byla reakce provadéna
v polovi¢nim objemu. Koncentrace plastidi byly méfeny ptistrojem NanoDrop.

9.2.11.Transformace rostlin metodou Floral dip
Stabilni transformace rostlin byla provadéna metodou Floral dip, za vyuZiti bakterii

Agrobacterium tumefaciens. Po elektroporaci (Kapitola 9.1.10) a otestovani
precarkovanych kolonii (Kapitola 9.1.12) byly pozitivni kolonie sterilné zaockovany do
sterilni zkumavky se 3ml tekutého LB média s pfisluSnymi antibiotiky, kde se nechaly
rast 2 dny na tfepacce pii 28°C. Suspenze byla sterilné prevedena do 50ml tekutého
selekéniho média ve 100ml Erenmayerové bance, suspenze byla za stejnych podminek
kultivovéna do zakaleni, pfiblizné€ 24 hodin. Kultura byla ptelita do 50ml falkony a v ni
centrifugovana 20 minut pii 4500rpm za vytvoteni peletu bakterii. Po sliti supernatantu
byl pelet resuspendovan ve 20ml infiltracniho média (Tabulka 23), a tato suspenze byla

pouzita k vlastni transformaci.

Transformovany byly rostliny Arabidopsis thaliana Col-0. Pted vlastni transformaci jim
byly odstfihany vSechny jiz vytvorené SeSule a kvéty, zbyly tudiz jen kvétni stvoly
s mnozinou zavitych poupat. Bakterie v infiltraénim roztoku byly nality do malého
igelitového sacku, do n¢jz byla postupné macena vSechna poupata. Kazdé poupé bylo
v roztoku drZeno piiblizné 3 sekundy, pomoci jemné manipulace se sa¢kem byl roztok
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aplikovan na vSechna poupata ze vSech stran. Po smoceni vSech poupat byla rostlina

umisténa na 12 hodin do temna, a byla obalena igelitovym sackem, aby se zamezilo

vysychdéni rostliny i1 bakterii.

Slozky Koncentrace Mnozstvi
Sacharéza 5% 2,0g
Silwet L-77 (500ul/1) 0,05% 20ul
Voda - 40ml

Tabulka 23: Slozeni infiltraéniho média. Po¢itano na 40ml, tudiz na dvé transformace.

9.2.12.Selekce transformovanych rostlin
Po transformaci bylo z rostliny sklizeno znacné mnoZzstvi semen, z nichz vSak jen

zlomek nese inserci. Pro selekci transformovanych semen byla semena nejprve
vysterilizovdna v otevienych 1,5ml zkumavkéach plynnym chlérem v exsikatoru. Vyvoj
plynného chloru byl zajistén pfidanim 1,5ml koncentrované HCI do 50ml Sava.
Exsikator byl umistén v digestofi. Sterilizace probihala pfiblizné 5 hodin, pak byl
exsikator prenesen do flow-boxu a semena byla steriln¢ vyseta na plotnu se selekénim
0,2 MS médiem. Jako selekéni marker byl vyuzivan produkt genu ptislusné resistence
v T-DNA, kterd byla do rostliny vpravena bakterii Agrobacterium tumefaciens.

Rostliny, schopné piezit na selekéni plotn€, byly tspéSnymi transformanty.

Uspésnost selekce byla ovefena pfitomnosti reportérového genu, v pripadé transkripcni

fize se jednalo o gen pro GUS, pomoci PCR s primery pro GUS. Nésledna uspésna
detekce aktivity GUS na F1 rostlindch také uspéSnost transformace potvrdila.
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10. Vysledky

10.1. Expresni vzorec MGT180 odpovida expresi genu AHL18

10.1.1.Detekce aktivity GUS u linie MGT180
Semena linie MGT180 byla vyseta na agarovou plotnu s 02 MS médiem a 7 dni po

vykliceni byla na semenédccich provedena detekce aktivity GUS. Pii fixaci
formaldehydem, ktery snizuje aktivitu enzymu, bylo modré zbarveni, indukujici aktivitu
GUS, velmi slabé, mnohd pletiva nebyla obarvena vibec. Byla proto pouzivdna
acetonova fixace.

V nadzemni ¢asti rostlin byla aktivita GUS vdzana na vodiva pletiva — modré zbarveni
bylo patrné ve vodivych pletivech hypokotylu a fapikti, v hlavnich listovych zilkach a v
nékterych svéracich bunikach praduchii (Obrazky 12).

V kofeni byla aktivita promotoru lokalizovdna do bunck pericyklu, pfiléhajicim ke
xylémovym péliim, coz bylo dobie patrné pti proostieni bun¢k pericyklu a spirdlovité
ztloustlych cévnich elementi protoxylému. U mladych kotfenovych primordii byla
exprese pozorovana v celém objemu primordia, s postupnym proristanim se omezila na
bazélni oblast primordia. Po vynofeni byla ustanovena expresni doména v kofenové

cepiccee, zde byla exprese viditelna u primarniho i postrannich koteni (Obrazky 13).

Obrazky 12: Lokalizace aktivity GUS v linit MGT180 ve svéracich buiikach praduchi. Kalibra¢ni tisecka = 100pm.
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Obrazky 13 shrnuji lokalizaci aktivity GUS u linie MGT180. A v primarnim koteni, B a C
v prorustajicich primordiich, D a E v mladych postrannich kofenech a F v kofenové
&epicce postranniho kotene. Cervené Sipky ukazuji na lokalizaci zbarveni v réiznych
vyvojovych stadiich kofend. Kalibraéni tisecka = 100pum.
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10.1.2.Klonovani promotort kandidatnich geniti do vektoru s reportérovym
genem GUS
Pro potvrzeni expresniho vzorce a urceni, kterému z kandidatnich gent linie MGT180
odpovid4, byla provedena transkripéni fize promotori s GUS. Zde je shrnut postup
klonovéni:

Nejprve jsem se snazila zaklonovat promotory vSech tfi kandidatnich genti do binarniho
vektoru pRD410. Jako promotor byla brana genomova nukleotidova sekvence 2 —
2,5kbp pted zacatkem kodujici sekvence. Na Obrazku 14 jsou vidét PCR produkty,
Obrazek 15 ukazuje restrikci plasmidu. Ligace vSak nebyla nikdy uspé$nd, vzdy se mi
objevovaly jen fale$n¢ pozitivni kolonie bakterii (Obrazek 16) v dusledku zbytku ligacni
smési na povrchu setfené kolonie.  Ligace probihala na polotupo, z diivodu
nekompatibility restrikénich mist plazmidu a amplifikované sekvence. Kontrolni
restrikce identifikovala vzdy pouze prazdny plazmid.

e - '“‘ﬁ - ‘ ' _
FBA AHL SEC7 SEC7 [R5 / b FBA  FBA  FBA  secZ. sec?  secT
R
Nerozstiizeny (15kbp) A d
T ot 5 #
" Rozstfizeny (13kbp) %

V a v - - - i ] =
| i 11 ™

Obrazek 15: Produkt

restrikce plasmidu pRD410.

Na gel nanaSeny 2ul

restikéni smési.

RERD

Obrazek 14: PCR produkty = promotory ‘e -
vsech tii kandidatnich genti. Na gel

davkovano 2ul reakce a 1ul 1kbp markeru Obrazek 16: Falesné pozitivni

PCR nepiecarkovanych narostlych
bakteridlnich kolonii E. coli.

(vpravo).
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Po netspéchu s vektorem pRD410 jsem hledala jiny vektor, do kterého bych zkusila
promotory nyni jen dvou kandidatnich gendi, SEC7 a AHLIS, zaklonovat. Pro vyssi
efektivitu byl zvolen GATEWAY™ systém, v némzZ lze inserty mezi jednotlivymi
vektory piesouvat pomoci homologni rekombinace. Pro zaligovani se pouzivaly malé
vektory, vzniklé plasmidy bylo mozZno velmi efektivné pomnozit v E. coli. Origindlni
vektory v rdamci systému GATEWAY™ obsahuji ccdB (Kill) kazetu, ktera znemoZiiuje
jejich pomnozeni v bakterii E. coli kmene DHS5a, a je tfeba je pomnozovat pomoci
kmene DBB3.1, ktery je k ccdB kazeté rezistentni. Pti ligaci do vstupniho vektoru vzdy
bylo nezbytné nejprve ccdB kazetu pomoci restrikénich endonukledz vystépit, misto ni
byl pak zaligovan zvoleny insert. B&hem rekombina¢ni vymény mezi plasmidy
dochézelo k vyméné insertu za ccdB kazetu.

Promotory dvou kandidatnich gent byly klonovany do vektoru pENTR1A, jako selekéni
marker byl pouzit kamanycin. Obrazky 17 a 18 ukazuji mapu plastidi po zaklonovani,
tyto mapy byly vytvofeny pomoci programu Geneious. Na dalSich Obrazcich je pak

shrnut postup klonovéni.

rrnB_T1 _terminator
o 482
ax 2717 / %o
. [ 2
nE ~ Y
{ /\ %
B pPBR322_origin 72 A
& / 3 e o
.}n\? // rrnB_T2_terminator N

attl1 X

attL2
Ligation

attL2
Ligation

Obrazek 17: Mapa konstruktu promotoru SEC7 ve vektoru pPENTRI1A. Insert je zndzornén v pravé a spodni ¢asti
Sede. attL jsou rekombina¢ni mista na okraji insertu. Zelené je gen pro kanamycinovou rezistenci.
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20 rrnB_T2_terminator

rrnB_T1_terminator b
pBR322_origin attL2 i
attll  /*

Ligation

———HKanR2 (variant)

d ATH and pENTR

w0d'L
0oz’

attL2

Ligation

Obrazek 18: Mapa konstruktu promotoru AHL18 ve vektoru pENTR1A. Insert je znazornén v pravé a spodni
casti Sed¢. attL jsou rekombinacni mista na okraji insertu. Zelené je gen pro kanamycinovou rezistenci.

Obrazek 20 ukazuje
amplifikaci promotora AHL18

a SEC7 pomoci Taq
polymerazy. Na gel byly
davkovéany 2ul PCR produktu.
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Ma Obrazku 21 (nahore)lze vidét produkt PCR precarkovanych kolonii
bakterii, transformovanych konstruktem AHL18 (vlevo) a SEC7 (vpravo)
v pENTRu. Plasmidy byly z bakterii vyizolovany a kontrolné restrihovany,
jak ukazuji obrazky 22 a 23 (dole).

Obrazek 24 ukazuje produkt PCR reakce, kde byla jako templat vyuzita DNA
transformovanych rostlin, s pouZzitim primer pro GUS. Timto bylo ovéfeno,
7e obé linie transformovanych rostlin nesou gen pro GUS.

Po UspéSném zaklonovani promotorti obou kandidatnich genii byla provedena LR
reakce, ¢imZ byl insert rekombinaci pfesunut do binarniho vektoru pMDC162, kterym
byly, po jeho pomnoZzeni, transformoviny bakterie Agrobacterium tumefaciens.
Pozitivn¢ PCR otestované kolonie byly pouzity k transformaci rostlin metodou Floral
dip. Ziskand semena byla sterilizovdna suchou cestou (plynnym chlorem), a vyseta na
plotny s 0,2 MS médiem, jako selekce byl pouzit hygromycin. Piezivsi jedinci byli
z plotny pfeneseni na raSelinové pelety. Metodou Oxford jim byla vyizolovdna DNA,
ktera slouZzila jako templat pro kontrolni PCR s pouzitim primerii pro amplifikaci ¢asti
sekvence, kédujici UidA. Timto bylo ovéfeno, ze tito jedinci vskutku jsou UspéSnymi
transformanty. Byly takto ziskdny 4 linie rostlin pAHLIS8:GUS (tzn. ze 4
vyselektovanych rostlin) a 3 linie pSEC7:GUS. Nebyl mezi nimi pozorovan rozdil ve
fenotypu.
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10.1.3.Detekce aktivity GUS u transformanti
Pouzita byla F1 semena transformanti. Ta byla vyseta na pevné 0,2 MS médium,
sklizena byla 7 dni po vykliceni, a byla na nich provedena detekce aktivity GUS.

Linie rostlin, majicich gen pro GUS zatazen za promotor genu pro SEC7, byla po
detekci celd modrd, promotor SEC7 je tedy aktivni v celé rostling, zasaZenému genu v
linii MGT180 neodpovida.

Druhd linie transformovanych rostlin, majici gen pro GUS zafazeny za promotor
AHLIS8, ve vétsing kritérii linit MGT180 expresné odpovidala. Exprese u této linie byla
celkové napadné siln€jSi, nez u linie MGTI180. V kofeni byla vazédna na bunky
pericyklu, priléhajici ke xylémovym polim. Modré zbarveni indikovalo expresi i
v celych mladych kofenovych primordiich a zda se, Ze u vyvijejicich se primordii
dochazi k soustfedéni aktivity GUS do oblasti vodivych pletiv (Obrazky 25).
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Obrazky 25: Expresni vzorec transformantt pAHLI8:GUS

v kofeni. A — C primarni kofen, bila §ipka oznacuje
chloroplasty. D — F rizné vyvojova stadia primordii
postrannich kofent. G ukazuje diferenciacni zénu primarniho
kofene, zluta Sipka ukazuje na expresi v diferencujicim se
xylému. H hypokotyl. Cervené Sipky ukazuji na signifikantni
lokalizaci zbarveni v riiznych vyvojovych stadiich kofent a
hypokotylu. Kalibrac¢ni tisecka = 100pum.

Obrézky 26 ukazuji aktivitu GUS v listech.
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; gy ‘ —E
Obrazky 26: Expresni vzorec transformantti pAHLI8:GUS v listech. A ptechod hypokotylu ve stonek se zkracenymi

internodii, bila Sipka znaci fapiky listd. B exprese v prokambidlnich provazcich vyvijejiciho se listu. C ¢epel listu,

prostiena na vodiva pletiva. D Tataz listova cepel, proostiena na spodni pokozku s priduchy. Kalibra¢ni usecka =

100pm.
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10.1.4.Porovnani expresniho vzorce linie MGT180 a transformanta
ProAHL18:GUS
Byly srovnavany semenacky 7 dni, po vykli¢eni, fixované v acetonu a barvené 14 hodin
v temnu pti 37°C. Semenacky byly pfed vlastnim pozorovanim projasnény.

Na prvni pohled je patrné, ze intenzita modrého zbarveni je vyssi u transformantt (nez u
linie MGT180) pii zachovani stejnych podminek barveni. Nejvice je to patrné u
kotenovych Spicek, které jsou u transformantl zabarveny tak syté, ze nelze rozeznat
jednotlivé bunky, dale pak u svéracich bun¢k praduchi, kde se u linie MGT180 zbarvil
sem tam néjaky praduch, u transformanti AHLIS byla zbarvena podstatnd cast
praduchii. Dal§im parametrem v kofeni, ovliviiujicim intenzitu zabarveni, je jeho stafi —
u MGT180 se barvily nejvice starSi ¢asti kofene, naopak u transformantl byly
nejintenzivnéji zbarveny mladé ¢asti. V kone¢ném zhodnoceni lokalizace exprese na
urovni pletiv se u linie MGT180 a u AHLIS8 transformanti shoduje, lisi se ale intenzita
zbarveni, coz mize byt zpisobeno mistem vlozeni inzertu do genomu. Konkrétné toto
srovnani shrnuje Tabulka 24. Témito experimenty bylo dokézéano, ze expresni vzorec

linie MGT180 odpovida, s drobnymi nuancemi, genu AHLIS.

MGT180 AHLIS8
Celkovy , o Zbarveni sytéjsi, zejména v nejmladsich
OvY Zbarveni slabsi YIS, ZEICT !
habitus ¢astech kofene
Misty je zbarveni patrné v listovych Zbarveni lokalizovano nepravidelné ve
. zilkéach a ve svéracich bunkach svéracich buiikach priducht a v listovych
Listy o o , « 1 s g N . o
praduchty, neni zde vsak zadna zilkach. U vyvijejicich se listd i
Nadzemni pravidelnost. v prokambidlnich provazcich.
Cast Zbarveni lokalizovano ve vodivych Zbarveni lokalizovano ve vodivych
pletivech, ale vzhledem k tloustce pletivech, ale vzhledem k tloustce
Hypokotyl ‘o %4 o g
hypokotylu nebylo mozné poftidit hypokotylu nebylo mozné poftidit ostrou
ostrou fotografii. fotografii.
Exprese lokalizovand v buitkach | Exprese lokalizovana v buiikach pericyklu,
pericyklu, pfiléhajicich ke xylému. priléhajicich ke xylému, i zde je patrné
Primérni Casto je patrné "rozmyti" zbarveni "rozmyti" barvy. Intenzita zbarveni se
kofen vlivem difuze meziproduktt barvici zvySuje v mladsich ¢astech kofene a
reakce. Nejsilnéjsi je zbarveni ve graduje v kofenové Spicce. Exprese patrna
starSich castech kofene. béhem diferenciace xylému.
V rostlin€ jsou vidét primordia on . . , ,
© 1 < prmo™ Vétsina primordii je zbarvenych, a to tim
zbarvena (predevsim rané faze C . P .
. . L ! . . vice, ¢im je primordium blize ke $picce
Primordium | vyvoje) i nezbarvend. Po proniknuti N . o N
. P kotene. I zde je pozdé&ji exprese viditelna
je zbarveni viditelné zejména v ., .y e
4 Ly o 14 zejména v Cepicee a stiednim valci.
kotenové Cepicee, na bazi a ve stélé.
Kofen U delsich postrannich kofent je rovnéz
U delsich postrannich kotent je pozorovano zbarveni bunek pericyklu u
Postrannni | pozorovatelné zbarveni v pericyklu, | xylémovych poli. Intenzita zbarveni roste
kotfen ptiléhajicimu ke xylému. Zbarveni smérem ke $picce postranniho kofene, v
byva vSak pomérné slabé. nejmladsich Castech kotfene je exprese v
celém stiednim vélci.
y o < , Kofenové $picky jsou velmi intenzivné
U vSech primarnich a n€kterych pICKy Jsou vel .
, Yo . zbarveny u primdrnich i postrannich
. , postrannich kofent je zbarvena i Y o .y
Kofenova N Cxy . kotent, a to tak syté, ze od sebe nelze
o x kotenova Cepicka, zbarveni pak ; PR .
Spicka Y 1 oo rozeznat jednotlivé buniky. Sytost zbarveni
prechazi do pokozkovych vrstev, LT N N .
L v kofeni vzdy roste smérem ke kofenové
kde se ztraci. iy . .,
Spicce, kde je maximalni.

Tabulka 24 shrnuje rozdily a podobnosti v expresnim vzorci mezi linif MGT180 a AHLIS.
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10.2. Srovnani fenotypu na koirenech mutanta ahl18 a dalsich
geni z rodiny AHL

10.2.1.Vybér linii dostupnych inserénich mutantii
Genova rodina AHL gent u Arabidopsis thaliana ¢ita 29 €lent, a ne vSechny z nich jiz
byly popsdny. Jednim z jesté nepopsanych je i gen AHLIS8. Diky piedpokladané funkéni
redundanci nebylo ocekéavano, Zze by jednoduchy mutant mél fenotyp odlisSny od
kontroly.

Pti vybéru konkrétnich inser¢nich mutanti jsem vychdzela z expresnich dat Cipovych
experimentli, dostupnych na eFP  Browseru (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb.cgi), a byly vybirdny geny, jejichz exprese je detekovatelnd v kofeni.
Genova rodina AHL se déli na 2 tfidy (Fujimoto, Matsunaga et al. 2004), primarné byly
vybirdany geny ze tfidy A, kam naleZzi 1 AHLI8 (Tabulka 25 a Obrazek 27), a podle
stranky http://signal.salk.edu/isects.html k nim byly objednany ptislusné genotypovaci
primery (Tabulka 14).

jitudinal 00 ngitudinal
il exoression oral expression

AHL2 AHL22

Obrazek 27: Tyto geny splnily vySe uvedena kritéria — pochdzi z genové rodiny AHL, jejich exprese
je vazana na urcCita pletiva kofene a tfi ze Ctyf jsou zafazeny ve stejné tfidé jako AHLIS.
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10.2.2.Genotypovani jednoduchych mutanti, hodnoceni korenové
architektury

Pro nasledujici praci bylo objednano né€kolik linii inserénich mutanti. Pro inseréni
mutanty v genech, kde to bylo mozné, byly objedndny linie dvé. Soupis objednanych
lini{ je v Tabulce 25.

Linie Postizeny gen
SALK_065839 ahl2
SALK_120768 ahl?
SAIL_346_C06 ahll8
SALK_018866 ahl2?2
SALK_143279 ahl2?2

SAIL_646_A02 ahl28
SALK_022937 ahl28
SALK_151047C ahl29
SALK_085216C ahl29

Tabulka 25 ukazuje seznam objednanych linii inser¢nich mutanti. S ¢ervené oznacenymi liniemi bylo dale pracovano.

Po ogenotypovani (Obrdzky 28), byly u vSech pouzivanych linii nalezeny homozygotné
mutantni rostliny. S jejich F1 generaci byla nésledné provadéna analyza kotfenového
systému. Na Obrazku 28 je vysledek genotypovani inser¢nich linii. PCR byla
provadéna, vyjma linie ahll8, duplexné, v kazdé reakci probihalo testovani zaroven na
inserci i WT. Popis drahy odpovida genotypu testované rostliny.

ahl28 ahl29 ahl2 ahl22 ahl18

Obrazky 28: Nalezeni homozygotnich jednoduchych mutanti od vSech dale pouzivanych linii.
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10.2.3. Analyza korenového systému jednoduchych mutantii

Pro analyzu kotenového systému byly rostliny kultivovany na pevném 0,2 MS médiu na
hranatych plotndch o hrané¢ 10cm. Kazd4 z ploten byla vertikdlné rozdélend, jedna
polovina plotny byla oseta semeny mutanta a druhd semeny kontrolnimi, aby se tak
ptedeSlo vlivu pfipadné variability mezi jednotlivymi miskami. Jako kontrola byli
pouziti jedinci, jejichz rodice byli vystépeni jako WT, pro SALK linie byla jako kontrola
pouzivan WT od linie ahl22 (SALK 143279), pro SAIL linie byl pouzit WT od linie
ahll8 (SAIL_346_C06). Na kazdé plotn¢ bylo osm semen, semena byla vysévana do
horni tfetiny plotny, aby mély kofeny dost mista. Pti kultivaci byly spodni 2/3 misky
zabaleny v neprithledné tmavé latce, aby se zamezilo priniku svétla ke kofeniim. Bylo
totiz prokdzéano, ze fototropin, jakozto receptor modrého svétla, je siln¢ exprimovan
v elongacni zon¢ postrannich kofent. Zde svou lokalizaci kopiruje akumulaci auxinu,
zaroven je jeho exprese negativné regulovdna svétlem. Fototropin negativné ovliviluje
délku postrannich kotfenl ptes signalni drahu auxinu. (Moni, Lee et al. 2015). Pfistup
svétla ke kofenim také ovliviluje transformaci nefotosyntetizujicich plastidi na
chloroplasty, jak ukazuje Obrazek 25C. Analyzovany byly semenacky 14 dni po
vykli¢eni, 15 az 20 jedinct od kazdé¢ linie. Kofeny se Casto sbihaly a kfizily, coz
znemoznilo analyzu postrannich ofenti vysSich fadt. Z hodnoceni byly vynechédny
rostliny, jejichZ kofeny zarostly do média, zdejs$i hypoxie je jist¢ ovlivnila vice nez
genetické pozadi. Plotny byly skenovédny v rozliSeni 1200dpi. Obrizek 29 ukazuje
ptiklady skenu plotny.

Obrazek 29: Ukazkovy sken plotny, ktery byl pouZit pro analyzu kofena.
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Vysledky kotenové analyzy byly zpracovany v programu NCSS 9.0 testem ANOVA.
Hodnocené byly tyto parametry: Priimérna tloustka kotene, celkova délka kofenového
systému, pocet kofenovych Spicek, tlouStka priméarniho kofene, délka primarniho
kotene, délka primdrnihokofene od apikdlntho meristému k prvnimu postrannimu
koteni, celkova délka postrannich kofeni a celkovy pocet postrannich kotfend. U
zadného z hodnocenych parametrii nevysSel statisticky signifikantni vysledek (P<0,05,
n>12). Variabilita se spiSe odvijela od podminek kultivace na kazdé¢ plotné (Graf 2), nez
od genetického pozadi rostlin, coZ demonstruje vyznam standardizace a optimalizace
kultivacnich podminek. Moznou piicinou variability je rozdilné mnoZzstvi média na
jednotlivych plotnéch, jeho nedostatecné promichani ¢i rozdilna teplota pii nalévani. Na
Grafu 1 jsou vidét délky primarniho kofene jednotlivych linii.

C12vs C1

85000 -

75000 -

65000 4

C12

55000 -
Graf 1 ukazuje srovnan{ délky primarnich kofenti u mutantd

(ahl) v porovnani s kontrolou (wt). Neni zde vidét zadny
signifikantni rozdil. Chybové usecky udéavaji smérodatnou
odchylku.

45000

35000

T T T T T T T T T T
ahl18 ahl2 ahl22 ahl28 ahl29 wt18 wt2  wit22 w28  wt29
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C7vs C1

320000 -

255000 ~

190000 ,
Graf 2: Statisticky signifikantni rozdily jsou vzdy mezi

c7

I
r

1200007 jednotlivymi kultivacemi. ahlX oznacuje mutovany gen (x),
wtX pak znaci kontroly, péstované na plotnach spolu s ahlX.
Chybové usecky udavaji smeérodatnou odchylku.
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10.2.4.KriZeni
Diky absenci pozorovatelnych fenotypovych rozdilti mezi kontrolou a jednoduchymi
mutanty jsem se rozhodla je vzajemné nakfizit. JelikoZ mym cilovym genem byl
AHLIS, provedla jsem ktizeni ahll8 s ostatnimi liniemi. Tabulka 26 ukazuje provedena
kiiZzeni a oznaceni kiizencu (Kapitola 9.1.7). Pro zjednodusSeni nasledného testovani byla
vzdy rostlina ahll8 brana jako rostlina otcovska (&), druhy mutant jako rostlina
mateiska (9).

o . , . Oznaceni
Mateiska rostlina (?) | Otcovska rostlina (&) Kizent
ahl2 ahll8 C
ahl22 ahll8 B
ahl28 ahll8 E
ahl29 ahll8 D

Tabulka 26: Oznaceni linii, vzniklych kiiZzenim matefské rostliny s ahll8§.

10.2.5.Genotypovani dvojitych mutanti, pilotni fenotypovani

Prvni naktizena generace, F1, je uniformni. Testovani proto probihalo az v F2 generaci.
Bylo vyseto 30 semen od kazdé linie kiizeni, rostlindm byla metodou Oxford
vyizolovina DNA a testovdana pomoci genotypovaci PCR. U kazdé rostliny bylo
zaznamenano, kdy se ji zaCaly prodluzovat internodia, vedouci k tvorbé generativnich
organt, ty s nejdiivéj$im nastupem generativni faze byly testovany jako prvni. Obrazky
29 shrnuji vysledky genotypovani kfiZencd, nejprve vzdy kombinace na @, pak na 4. U
linie ktizenci C (ahl2xahll8) byly mou chybou zaménény vzorky, diky ¢emuz byl
nalezen pouze HZ, nikoliv v§ak HM dvojity mutant.

B11 (ahl18xahl22)

D4 (ahl18xahl29) E15 (ah/28xahl18)

Obrazky 29 ukazuji genotypovani dvojitych mutantd.
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Jiz pfi odebirani listki F2 generace dvojitych mutanti byla rostlina, nasledné
ogenotypovand jako dvojity HM mutant E15, napadné odlisné od ostatnich svym tvarem
listd. Tento fenotyp se projevil i v nédsledujici generaci, jak ukazuji Obrazky 30. Krom
jinych listl vykazovala rostlina E15 i fenotyp brzkého kveteni (u E15 se kvétni stvol
objevil po 22 dnech, WT az po vice nez mésici), coz je v souladu s dostupnymi
informacemi o AHL genech, jak je popisovano v literarnim piehledu, Kapitola 8.1.2. U
ostatnich identifikovanych dvojitych mutantd se brzké kveteni neprojevovalo.

E15 v F2 generaci (pii odbéru

listku pro izolaci DNA)
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Obrazky 30 ukazuji odlisny fenotyp rostlin E15. A Fotografie F2 generace, potizena pti odbéru listkd pro izolaci
DNA. B — D F3 generace E15 14 dni po vykliceni. E a F WT 12 dni po vykli¢eni pro srovnani. G Fenotyp
brzkého kveteni E15 (26 dni po vykliceni) je, v porovnani s WT (24 dni po vykli¢eni), zietelny.

Tésné pred napsanim této prace byla provedena zkusma kultivace dvojitych mutantd,
op€t na plotnach s pevnym 0,2 MS médiem, pro ,,okometrické* zhodnoceni fenotypu
dvojitych mutant (Obrazky 31). Kultivace byla provedena jen na malém poctu jedinc,
pro vytvoteni spolehlivych zavéra bude potfeba dalSich experiment.

E15 B11
Obrazek 31 ukazuje pilotni kultivaci dvojitych mutanti. A a B E15, C aD B11. Na plotné je vzdy vpravo WT,
vlevo dvojity mutant.

10.3. Translacni fize AHL18 a AHL22 - dodatec¢ny cil
Po bliz§im zaméteni se na AHL geny, konkrétné AHLIS8, byl stanoven dalsi cil — pokusit
se lokalizovat produkt genu AHLIS a jeho nejbliz§iho paralogu AHL22 (Obréazek 1).
AHL proteiny jsou proteiny jaderné, proto byla jejich lokalizace zamySlena v trovni
pletiv. Inspiraci byl ¢lanek (Zhou, Wang et al. 2013) o buné¢né neautonomnim ptisobeni
dvou blizce ptibuznych AHL proteinti.

Pro klonovani byl opdt vyuzit systém vektort GATEWAY™. Jako vstupni vektor byl
pouzit modifikovany vektor TagmRUBY (Obrézek 8), o jehoz modifikaci se postaral
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Mgr. Ivan Kulich, Ph. D., jako cilovy binarni vektor byl pouzit pPBGWT (Obrazek 10),
do n€hoz byl konstrukt pfenesen LR reakci. Insert (sekvence promotoru i s genem) byl
amplifikovdn pomoci Phusion polymerazy, pouzité primery jsou v Tabulce 14. Obrazky
32 shrnuji postup klonovéani. Vysledné donorové plazmidy byly osekvenovany a
zkontrolovany.

PCR produkty ProAHL:AHL Produkty restrikce: inserty a vektor

Obrazek 32: Produkty PCR a restrikce (po procisténi). Restrihované fragmenty byly zahustény a pouzity
k ligaci.
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Obrazky 33: Konstrukty AHLIS8 (nahote) a AHL22 (dole) v TagmRUBBY. Vytvofeno v programu Geneious

Na Obrézcich 33 jsou vidét mapy vstupnich vektordi TagmRUBBY se zaklonovanymi
inserty. Obrazek 34 ukazuje pozitivné tetované bakterialni kolonie.

Po jejich ptevedeni do bindrniho
vektoru pBGWT (LR reakci) a
pomnozeni kontruktu jim byly
transformovény bakterie
Agrobacterium  tumefaciens. Byl
proveden Floral dip, potencialné

transformovand semena byla, v dob¢

v b - uE‘

odevzdani této prace, vyseta na

selekéni médium.

Obrazek 34: Testovci PCR bakterialnich kolonii, transformovanych pAHL18:AHL18-mRUBY, respektive pAHL22:AHL22-mRUBY.
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11. Diskuze

11.1. Expresni vzorec linie MGT180 odpovida expresi AHL18
Na linii MGT180 bylo od pocatku cileno diky lokalizaci aktivity zasazeného promotoru.

Promotor je totiz aktivni v buiikach pericyklu, ptiléhajicich ke xylémovym polim, které
davaji, v piipadé modelové rostliny Arabidopsis thaliana, vzniknout postrannim
kotenim (McCully 1975). V této praci bylo prokazano, ze genem, za jehoz promotor se
zatadil insert sreportérovym genem vV linii MGTI180, je AHLIS (At3g60870),
transkripcni faktor s dosud nepopsanou funkci. Ve vySe zminéné diplomové praci Mgr.
Maria Dolores Gutierrez Alanis bylo, pro kandidatni gen AHLIS, identifikovano misto
inserce v jeho promotoru, pfiblizné 500bp pied pocatkem translace (ATG). Potvrzeni
inserce bylo provedeno na rostlindich pAHLI8:GUS, jejichZ expresni vzorec se shoduje
s expresnim vzorcem MGTI180, alespon co se tyce pletivové specifity. Byly
porovnavény rostliny 7 dni po vykliceni, detekce enzymatické aktivity GUS u linie
MGT180 a pAHLI8:GUS byla, pro ucely srovnani, provadéna soucasn¢ a u obou linii
byl pouzit totozny postup. Ve vysledku se mezi liniemi pomérné vyrazné lisila intenzita
aktivity GUS, coz ale mize byt vysvétleno snizenim aktivity promotoru v liniit MGT180
vlivem inserce. Misto vlozeni T-DNA do genomu Arabidopsis thaliana ve vytvoiené

linii nebylo zjistovano.

Na pocatku prace jsem pro linii MGT180 méla tii kandidatni geny, které identifikovala
Mgr. Marie Dolores Gutierrez Alanisové pomoci TAIL PCR ve své diplomové praci
jako inzerce Ds elementu pouzitého pti konstrukci knihovny do genomu. Prvni z nich,
FBA (At2g01140), jedna z plastidovych aldoldz, zapojenych v Calvinové cyklu a
plastidové glykolyze (Hatano-Iwasaki and Ogawa 2012, Mininno, Brugiere et al. 2012),
byla z kandidatnich genii vylou¢ena uvahou, Zze gen, jehoZ produkt se ucastni
fotosyntézy, bude mit vyraznou expresi v nadzemni ¢asti rostliny. U linie MGT180 vSak
prevlada exprese v koteni. S dal§imi dvéma kandidatnimi geny, SEC7-like (At3g60860)
a AHLIS8, bylo dale pracovano, za vytvoreni transformovanych rostlin pAHLI8:GUS,
respektive pSEC7:GUS. Gen AHLI8 byl povaZovan za hlavniho kandidata. Po detekci
aktivity GUS u téchto dvou typid transformantti byla jasné¢ prokdzana shoda MGT180
SAHLIS.

11.2. Gen AHL18: Jeden z mnoha
AHLIS8 patii do genové rodiny AHL, ¢itajici u Arabidopsis thaliana 29 ¢lent. Kazdy
AHL protein obsahuje dva typy domén — AT-hook, kterd zajiStuje jeho vazbu do
malého zlabku AT bohatych sekvenci DNA, a PPC (Fujimoto, Matsunaga et al. 2004).
Pravé tato PPC doména jim umoziiuje interakce s dalSimi proteiny, at’ uz s jinymi AHL
proteiny a transkripénimi faktory za vzniku homo- ¢i heterokomplexi (Zhao, Favero et
al. 2013), jak ukazuje Obrdzek 35, ¢i napiiklad s histonovymi deacetyldzami a

metyltransferdzami, coz jim davéa schopnost epigenetickych modifikaci histonti (Yun,
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Kim et al. 2012). Pfes PPC doménu se mohou AHL proteiny navazat na jadernou matrix
(Fujimoto, Matsunaga et al. 2004), a hydrofobni ¢ast PPC domény je zodpovédna za
jadernou lokalizace AHL proteint. Dosud charakterizované AHL proteiny jsou zapojeny
v riznych aspektech vyvoje rostlin, od fytohormonové regulace a signalizace v ptipadé
AHL21 a AHL25 (Matsushita, Furumoto et al. 2007, Ng, Yu et al. 2009), rostlinné
imunité¢ a obranné odpovédi u proteini AHL15, AHL19, AHL20 a AHL27 (Lu, Zou et
al. 2010) ¢i vyvoje xylému kofene u AHL3 a AHLA (Zhou, Wang et al. 2013). Pravé
posledné jmenovand prace je zatim jedinou, kterd se tyka zapojeni AHL proteint ve
vyvoji kotene, konkrétné v regulaci vyvoje vodivych pletiv. Zde bylo také poprvé

popsano jejich bunécné neautonomni plisobeni.

Vzhledem k poctu genit AHL rodiny je velmi pravdépodobné, Zze budou znacné
redundantni. VétSina rostlin, které v experimentech vykazovaly zmény fenotypu, méla
bud’ uméle zvySenou expresi urcit¢tho AHL genu, nebo byly ndsobnymi mutanty, jako
AHL27 a 29 (Zhao, Favero et al. 2013) ¢i mély snizenou expresi nékolika AHL genii
pomoci RNA interference, jako v ptipadé AHLIS, 22, 27 a 29 (Xiao, Chen et al. 2009).
ZvySena exprese byla zajistovana bud’ pomoci promotoru 35S, jako tomu bylo v ptipadé
AHL20 (Lu, Zou et al. 2010), AHL21 (Ng, Yu et al. 2009) a AHL22 (Yun, Kim et al.
2012) nebo pomoci activation tag linii, jako v pfipadé¢ AHLI9 (Yadeta, Hanemian et al.
2011). Na funkéni redundanci mlze ukazovat 1 absence zfetelného fenotypu u
jednoduchych mutantii v této praci. Zaroven jsou vsSak tyto geny u rostlin velmi
konzervované, lze tudiz predpokladat, ze budou vyznamné pro urCité aspekty ristu a
vyvoje rostliny. Proto byl, pro sledovéani funkce genu AHLIS, jeho inzer¢ni mutant
ahll8 naktizen sjemu sekvencné nejpiibuznéjSim ahl22 a s dalSimi tfemi mutanty,
z nichz dva nélezi do skupiny A (Zhao, Favero et al. 2014), které maji, podle eFP
browseru, expresi v kofeni (Obrazek 27). Jedinym doposud zndmym fenotypem rostliny
p35S:AHLIS je fenotyp totozny s p35S:AHL22, tudiz fenotyp zpozdéného kveteni. U
rostliny se zvySenou expresi AHL22 je tento fenotyp zplsobeny negativni regulaci
exprese genu FLOWERING LOCUS T. Dalsim fenotypovym znakem je zkraceny
hypokotyl (Xiao, Chen et al. 2009, Yun, Kim et al. 2012). Opacny fenotypovy projev,
tudiZ brzké kveteni, vSak vykazovala az rostlina, umlcujici 4 AHL geny (Xiao, Chen et
al. 2009). Krom vlivu AHL3 a AHL4 na vyvoj vodivych pletiv (Zhou, Wang et al. 2013),
se vSak zadny c¢lanek o AHL genech nezabyval jejich tlohou pfi vyvoji kofenového

systému.

Transkripéni fuze pAHLI8:GUS poodhalila mozné zapojeni genu AHLIS ve vzniku
postrannich kofenti diky expresi v kompetentnich buiikach pericyklu, jak dokazuje
obrazek 25A. Na Obrazku 25G je vidét, Ze je jeho exprese vdzdna na diferencujici se

buiky xylémovych elementl, a Obrazek 26B wukazuje expresi tohoto genu
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v prokambidlnich provazcich vyvijejictho se listu. Tyto vysledky naznacuji moznou

komplexni dlohu proteinu AHL18 v diferenciaci buné€k ¢i celych organti.

v AT-hook Motif

@» G-R-F-E-l-L Motif in

PPC/DUF296 Domain

Transcription / \ Transcription

Factor Factor .

Obrazek 35 ukazuje interakci heteromeru AHL gentl, navazanych v malém zlabku AT bohatého useku DNA
(Cervené), s transkripénim faktorem (Zhao, Favero et al. 2013)

11.3.  Analyza koienii jednoduchych mutantt
Statistické vyhodnoceni kofenové analyzy jednoduchych mutanti dopadlo vice méné
podle oc¢ekavani, zadny z jednoduchych mutanti nevykazoval signifikantni fenotypovy
jednoduchy mutant bez fenotypové odlisnosti. Jedinou vyjimkou je prace o AHLA4, kde
jednoduchy inzeréni mutant ahl4 vykazoval fenotyp piidavné vrstvy xylémovych
elementl v kofeni (Zhou, Wang et al. 2013).

Vysledky z kultivace jednoduchych mutantd byly statisticky nesignifikantni a
vykazovaly silny vliv podminek jednotlivych ploten. Pro dosazeni co nejidealné;jSich
podminek kultivace by bylo vhodné zajistit, aby byl na kazdou plotnu nalit shodny
objem média. Po sterilizaci v autoklavu je tfeba médium peclivé zamichat, aby se fadné
rozpustily vSechny pevné slozky. A¢ byla média, ¢ekajici na naliti na plotny, ponechana
v jesté horkém autoklavu, je zfejmé, Ze posledni nalévané médium bylo nejchladnéjsi,
tudiZ 1 nejviskoznéjsi ze vSech, coZ mohlo zhorsit schopnost rozpousténi a difuze latek

v médiu.
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11.4. Dvojiti mutanti: Pokus - omyl?
Rostliny s mutaci je v jednom AHL genu, podle piedpokladd, nemély pozorovatelny
fenotypovy projev odlisny od kontroly. Proto byl mutant ahll8 kiizen s ostatnimi
jednoduchymi mutanty, pouzitymi v této praci. Nejvétsi ocekavani bylo vkladano do
dvojitého mutanta ahll8ahl22, diky blizké piibuznosti gentt AHLIS a AHL22. Bohuzel
neni mnoho zndmo o vzajemnych interakcich mezi riznymi AHL proteiny a nelze je tak
dobfe odhadovat, proto byla tato metoda kiizeni vybranych jednoduchych mutanti

vlastné nahodnou zkouskou jejich interakci.

Hledéani dvojitych homozygotnich mutanti bylo provadéno v F2 generaci nakiizenych
rostlin. V prubéhu jejich rastu byl zaznamenavan den, kdy se zacala prodluzovat
internodia lodyhy, patrna jako rtst kvétniho stvolu z piizemni listové ruzice. Rostliny, u
nichz byl ptechod z vegetativni do generativni faze urychlen, byly testovany jako prvni.
Ze vSech nakiizenych linii, pouze u linie E bylo brzké kveteni spojeno s nalezenim
dvojittho homozygotniho mutanta, coz ukazuje, Ze toto urychleni muze byt jen
vysledkem pfirozené variability. Navic, rostlina E15, identifikovand jako dvojity
homozygotni mutant, vykazovala zmény ve tvaru listi, jak ukazuje Obrazek 30. Tyto
zmeény byly pozorovany i v F3 generaci, tudiz jsou vazany na genetické pozadi rostliny.

Kromé linie C byly u vSech nakiiZzenych linif nalezeny homozygotni dvojiti mutanti.
prace jsem vyzkousela kultivaci dvojitych mutantii linie B a E na plotnach s agarovym
médiem. Kultivace byla provddéna na jiz diive pfipravenych plotnach s 0,2 MS médiem
a 1% agaru, coZ mohlo ovlivnit celkovy habitus kultivovanych rostlin. Kultivace byla
provadéna na malém poctu rostlin (10 pro kazdou linii kfizencit). Zavéry z této kultivace
proto nemohou byt brany jako smérodatné vysledky, jen jako moZny ndmét pro
vytvofeni hypotézy. Podle té, rostliny linie B maji, v porovnani s kontrolou, delsi
primarni kofen. Rostliny linie E vykazovaly fenotyp brzkého kveteni, jiného tvaru listl
(Obrazek 30) a jejich kvétni stvol byl celkové méné pevny, kvétni stvoly rostlin linie E
spiSe polehéavaly, neZ staly. Na plotnéch se rostliny E jevily celkové spiSe mensi.

O divodech rozdilného fenotypu rostliny E15 se zatim dad jen polemizovat. E15 je
ktizencem ahll8 a ahl28, znichz ani jeden ztéchto genli jeSt¢ nebyl funkcné
charakterizovdn. Podle fylogenetického stromu patii oba geny do stejné skupiny
(Fujimoto, Matsunaga et al. 2004), Obrazek 1. Recentni podrobnéjsi analyza ukézala, ze
geny AHLIS a AHL2S8 patti do skupiny ,,A*, ale kazdy do jiného oddilu, jak ukazuje
Obrazek 37 (Zhao, Favero et al. 2014). Nejblizsi ptibuzny AHL28 je gen AHLI7, ani ten
vSak jeSté nebyl funkéné ocharakterizovan. Zvlastni fenotyp linie E15 ukazuje na
pravdépodobné velmi komplexni interakce mezi AHL proteiny. Bude potieba jesté fada
dalSich experimentl, aby byly interakce, vedouci k fenotypu zubatych listd,
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rozkli¢ovany. Ve skupiné ,,A“ AHL gend, do niz nalezi AHLI8 a AHL2S, se nachéazi
vétSina doposud popsanych AHLgent — AHLIS5, AHLI9 a AHL27, regulujici obranné
reakce rostlin ¢ AHL25, zapojeny v giberelinové a AHL2] v auxinové regulaci.
Zejména protein AHL21, ktery je zapojen, pies protein ETTIN, v signdlni transdukci
auxinu. Byl prokdzan jeho vliv na vyvoj a diferenciaci generativnich orgdnu (Ng, Yu et
al. 2009), coz nasvédcuje mozné spojitosti s ovlivnénim diferenciace listl u dvojitého
mutanta E15. S diferenciaci tvaru listd vSak miize souviset i protein AHL18, jak ukazuje
Obrazek 26B, na zaklad¢ jeho exprese v prokambidlnich provazcich vyvijejiciho se listu,
jak dokazuje Obrazek 36 (Scarpella, Francis et al. 2004).

A zoAG LEDAG apas ) 4DAG
(7; £ DAG @m 6.5 DAG
14 DAG
g &1
" —/ “ Obrizek 36: Schéma ukazuje vyvoj listového
e prokambia (modfe) a xylému (hnéd€). Vpravo je
vyiez z obrazku 26B, shodny s pfechodem stadii
E aZz F ze schématu. To dokazuje, ze AHLIS je
vskutku exprimovan v prokambidlnich
provazcich (Scarpella, Francis et al. 2004).
J 8 DAG
54
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Obrézek 37: Postaveni genit AHL18 a AHL28 ve fylogenetickém stromu AT-hook gend skupiny A
(Zhao, Favero et al. 2014). Fialové Sipky ukazuji na postaveni téchto gent.
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Fenotyp zubatych listh u Arabidopsis thaliana byl prokdzan u rostlin se zvySenou
expresi KRP2, které mély dvakrat vétsi buiiky. Exprese proteinu KRP2 je negativné
ovliviiovana auxinem (Sanz, Dewitte et al. 2011), coz vede k ivaze, ze dvojity mutant
E15 by mohl mit naruSenou auxinovou akumulaci ¢i signalizaci. Jde vSak pouze o Cistou
spekulaci, byt pomérné atraktivni, protoze KRP2 je dilezitym reguldtorem vyvoje
pericyklu v kotenech. Fenotyp zubatych listii, ndpadné podobny fenotypu E15, je na
Obrazku 38 (Ferjani, Ishikawa et al. 2013).
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Obrazek 38: Fenotypovy projev mutantl se zvySenou expresi KRP2 je ndpadné podobny fenotypu rostlin E15.

Protein AHL25 ovlivituje syntézu giberelini (Matsushita, Furumoto et al. 2007), a
gibereliny jsou u Arabidopsis thaliana spojovany s naCasovanim kvétu (Blazquez,
Green et al. 1998). Tento aspekt, spolu s prokdzanou roli proteinu AHL22 jakozto
nejbliz§iho piibuzného AHL18, mohou byt zapojeny do ovlivnéni Casu kveteni u
dvojitého mutanta E15. Spole¢nym jmenovatelem jim jsou nejspiSe deacetylace a
metylace histonil, které se odrazi ve zméné exprese cilovych genti (Ng and Ito 2010,
Yun, Kim et al. 2012).

11.5.  Transla¢ni fuze
Transkripéni fazi bylo ukdzdno, kde je gen AHLI8 exprimovan. Misto exprese ale
nemusi byt shodné s mistem fungovani proteinu, jak bylo dokazano u proteinit AHL3 a
AHLA4 (Zhou, Wang et al. 2013), kter¢ si jsou fylogeneticky blizce ptibuzné. Na zakladé
této informace byl dalsi postup smefovan k lokalizaci proteinu AHL18 a AHL22 pomoci
translaéni faze. Transkripéni fize pAHL22:GUS ukézala, ze protein je exprimovéan i
v koteni (Obrazek 39) (Yun, Kim et al. 2012). V téZe publikaci provedli i transla¢ni fuzi
p35S:GFP:AHL22, ktera prokazala ptitomnost AHL22 v oblasti kofenového apikéalniho
meristému. Lokalizace proteinu byla ale detekovdna u linie se zvySenou expresi

proteinu, navic byla hodnocena jen kotfenova Spicka. Proto jsem se rozhodla pokusit se,
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pomoci transla¢ni fuze s fluorescencnim proteinem mRUBY, lokalizovat proteiny
AHL18 a AHL?22 a ovéfit, jestli spolu kolokalizuji, tudiz jestli spolu mohou potencialné
interagovat. V dob& psani této prace byly rostliny Arabidopsis thaliana Col-0 teprve
sklizeny po transformaci, a proto vysledky transla¢ni flize je$t€ nemohu prezentovat.
V kazdém ptipad€ jest¢ bude potfeba mnoho baddni, abychom poznali proteinové
interakce AHL18, jeho vliv na regula¢ni mechanismy a pfipadné jimi zprosttedkované
ovlivnéni vétveni kotfeni.

{

Ctrnactidenni transformované rostliny ProAHL22:GUS dokazuiji Ctyitydenni transformované rostliny ProAHL22:GUS ukazuiji
expresi AHL22 v kofeni, vak bez detaillli na trovni bunék. expresni doménu AHL22. Rostliny byly péstovany v piidé.

Obrézek 39 ukazuje expresni vzorec AHL22, vlevo na 14 - dennich rostlinach péstovanych na plotnach
s médiem (Xiao, Chen et al. 2009), vpravo u 4 - tydennich rostlin, péstovanych v pidé (Yun, Kim et al. 2012).

11.6. AHL proteiny: Co dal?

V nejblizsi dobé bude tfeba vyselektovat transformované rostliny v rameci translacni faze
PAHLIS:AHLIS8:mRUBY a pAHL22:AHL22:mRUBY a zjistit, je-li mozné, Ze spolu tyto
dva proteiny interaguji. Srovnani lokalizaci promotorové aktivity AHLIS8 a produktu
tohoto genu by mélo odpovédét, zda je jeho plisobeni bunécné autonomni. Jisté by bylo
zajimavé zkusit, pomoci kvasinkového dvojhybridniho systému, které z dalSich AHL
proteinll interaguji s AHL18. DalS$i pozornost si jisté zasluhuje 1 dvojity mutant E15.
Jeho zktizeni s rostlinou DR5:GUS by mohlo napovédét, je-li u této rostliny naruSena
akumulace auxinu a odpoveéd jeho signalizacni drahy, kterd by mohla byt pfi¢inou
fenotypu zubatych listd. Zvyseni exprese AHLIS8, jeho zatfazenim za 35S promotor, by
také mohlo pfinést zajimavé vysledky, zejména na kofenovém systému. Pravdépodobné
by rostlina téz kvetla pozdé&ji, jak jiz bylo prokazéano (Xiao, Chen et al. 2009).

AHL geny skytaji Siroké pole plsobnosti pro dalsi vyzkum. Jejich vysoka
konzervovanost sved¢i o jejich vysokém vyznamu v zivot€ rostliny. Z 29 paralog AHL
jich doposud pouze 10 bylo funkéné charakterizovano. Z toho vSak pouze dva, AHL3 a
AHILA, byly zkoumény v souvislosti s kofenovym systémem.
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12. Zaver

Primarni cil této prace, identifikace genu, jehoz promotor byl zasazen insertem v linii
MGT180, byl splnén. Zasazen byl promotor genu AHLI8, jak bylo dokdzdno
transkripéni fazi ProAHL18:GUS. AHLIS patii, spolu s dal$Simi 28 AHL geny, do
genové rodiny transkripénich faktori, které jsou zapojeny zejména ve vyvoji rostliny a
v reakci na stres. Analyza jednoduchych AHL mutanti neprokézala viditelny efekt
mutace na usporadani kotfenového systému rostliny Arabidopsis thaliana. U dvojitych
mutanti jesté bude tfeba dalsi prace, aby mohl byt statisticky prokazan jejich ptipadny
vliv na vétveni kofene. Zvlastni pozornost si pak zaslouzi dvojity mutant E15,
ahl18ahi28, jehoz fenotyp je jiz na prvni pohled rozeznatelny od WT. Transla¢ni fuze,
ktera ma prokazat bunécn¢ autonomni ¢i neautonomni ptisobeni proteint AHL18 a
AHL22, teprve ¢eké na své dokonceni a vyhodnoceni.

AHL proteiny jsou konzervované u vSech vyssich rostlin, coz napovida jejich klicové
roli v urcitych vyvojovych procesech rostlin. Jejich dalsi studium je proto aktudlni
tématikou. AHLIS8 je exprimovén v bunikdch pericyklu, pfiléhajicich ke xylémovym
p6lim, coz ho urcuje jako mozného kandidata pro ovliviiovani vétveni kofene. V této
praci bylo také ukazano, ze je exprimovan v ranych fazich vyvoje prokambidlnich
provazcu v listu a xylémovych elementi v kofeni. Struktura kofenového systému je
klicova pro péstovani zeméd¢lskych plodin, proto kazdy pokrok, ktery se v tomto sméru
ve vyzkumu ucini, mize byt malym krokem pro védce, ale velkym skokem pro lidstvo.
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