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CILE:
TEORETICKA CAST

Zpracovani literarni reSerSe na téma mitogen-aktivované proteinkinasy (MAPK),
zamé&fené piedev§im na mitogen-aktivovanou proteinkinasu 3 (MPK3) z Arabidopsis
thaliana

PRAKTICKA CAST

Kultivace rostlin Arabidopsis thaliana Col-0 a mpk3-4/2 v in vivo a in vitro
podminkach

Mikroskopické pozorovani fenotypu kofene a nadzemni ¢asti mutanta mpk3-4/2
Vyhodnoceni vysledki pomoci Imagel software

Genotypizace mutanta mpk3-4/2 metodou PCR

Extrakce proteinti z kontrolnich a mutantnich semenacku Arabidopsis thaliana

Ov¢éfeni absence proteinu MPK3 v mutantovi mpk3-4/2 metodou western blot



1 UVOD

Rostliny jsou na rozdil od Zivoc¢ichi sesilni organismy, a proto jsou Casto vystavovany
nepfiznivym podminkam zivotniho prostfedi (abiotické a biotické stresy), ze kterého
nemohou uniknout (Zhu, 2002). Pro adaptaci rostlin na nepfiznivé podminky existuje
mnoho bunéénych signalnich komponent, které vyvolavaji specifické odpovédi na
stresové podminky. Diky tomu je rostlina schopna se adaptovat a v nepfiznivych
podminkach ptezit (UIm et al., 2002). Mezi tyto signalni komponenty patii také
mitogen-aktivované proteinkinasy (MAPK), enzymy patfici do skupiny serin/threonin
proteinkinas, které funguji ve formé kaskad. MAPK kaskady jsou schopny reverzibilné
fosforylovat proteinové substraty, a tim pfendSet a zesilit signdl vyvolany riiznymi
vnéj§imi stimuly az do buné¢ného jadra. K ptenosu signalu tedy dochazi fosforylaci
jednotlivych komponent signalni drahy az na koneCny substrat. Deaktivace probiha
defosforylaci pomoci MAP kinasovych fosfatas. Mitogen-aktivované proteinkinasy jsou
zapojeny do klicovych buné&nych procest jakymi jsou napiiklad bunécné déleni,
genova exprese, bunééna diferenciace a proliferace (Morris 2001; Romeis 2001; Tena et
al., 2001; Zhang et al, 2001). Mitogen-aktivovana proteinkinasa 3 z Arabidopsis
thaliana (MPK3) o velikosti 42 kDa patii mezi nejlépe prostudované MAP kinasy
Arabidopsis thaliana a je znamo, ze se ucastni mnoha bunéénych odpovédi v reakci
rostliny na osmoticky stres, oxidativni stres, na stres zptsobeny t¢Zzkymi kovy nebo také
pii napadeni rostliny patogenem (Ichimura et al., 2002; Liu et al., 2010; Xu et al.,
2016). MPK3 vsak také hraje dulezitou roli pti vyvoji rostliny, konkrétné naptiklad pti
embryogenezi nebo pii vyvoji priduchti (Bergmann et al., 2004; Wang et al., 2007; Li
etal., 2017).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Signalni kaskada mitogen-aktivovanych proteinkinas u rostlin

2.1.1 Adaptace rostlinnych organismii

Jelikoz rostliny Zziji na rozdil od zivocichti pfisedavym zplisobem Zzivota, je pro jejich
preziti nutné, aby se v piipad¢ nepiiznivého Zivotniho prostfedi na nové podminky
adaptovaly (Zhu, 2002). Rostliny pak mohou byt vii¢i novym podminkam rezistentni,
tolerantni nebo citlivé. Pokud jsou rezistentni, vytvofi si nové vlastnosti, které zabrani
stresovym faktoriim pusobit na rostlinu a ta diky tomu pfezije. Mezi znak rezistence
patii naptiklad zesileni bunécné stény. V ptipadé tolerance stresové faktory na rostlinu
pisobi, ale neovlivni ji natolik, aby musela ménit sviij metabolismus, a rostlina tedy
piezije. Pokud je rostlina citliva k novym podminkam, neni schopna se adaptovat a
nepiezije (Potikha et al., 1999).

Adaptace na environmentalni zmény je umoznéna diky aktivaci signalnich komplext
charakteristickych pro urcité organismy. Mechanismus signalnich kaskad reguluje
bunécnou odpovéd vyvolanou vngjsimi zménami (Ulm et al., 2002). Rozpoznavani
extracelularnich stimulil je zajiStovano membranovymi receptory jako napiiklad RLK
(receptor-like kinase) a RLP (receptor-like proteins), které aktivuji komplex
vyvolavajici efektivni intracelularni odpovéd” (Osakabe et al., 2013). B&hem tohoto
signalniho procesu hraji dulezitou roli mitogen-aktivované proteinkinasy (MAPK),
které prendsi a zesiluji specificky signal zachyceny receptory. MAP kinasy timto

zpusobem modifikuji mnozstvi specifickych cilovych substrati (Rodriguez et al., 2010).

2.1.2 Mitogen-aktivované proteinkinasy

Mitogen-aktivované proteinkinasy (MAP kinasy, MAPK) hraji velmi dulezitou roli
v eukaryotickych buikéach pii procesech adaptace organismu na nepiiznivé podminky
(Ichimura et al., 2002; Colcombet a Hirt, 2008; Rodriguez et al., 2010). Tyto

fosforylacni kaskady zprostiedkovavaji prenos a amplifikaci extracelularniho signalu do



bunky, kde vyvolaji odpovéd’ na stresové stimuly (Lewis et al., 1998; Madhani a Fink,
1998; Schaeffer a Weber, 1999; Widmann et al., 1999). Jedna se 0 signalni enzymy
patiici do skupiny serin/threonin proteinkinas, které jsou schopné reverzibilné
fosforylovat a tim aktivovat cilovou molekulu na bunétné trovni. Timto je zajiSténa
intracelularni signalni transdukce v organismu (Smékalova et al., 2014b). Z celkového
poctu proteinkinas obsazenych v Arabidopsis thaliana (ptiblizné¢ 1000), vice nez 100
gend koduje komponenty MAPK signalni drahy (Teige et al., 2004). V rostlinach jsou
MAPK kaskady spojeny s ruznymi fyziologickymi, vyvojovymi, biochemickymi a
hormonalnimi odezvami. S pouzitim specifickych protilatek proti jednotlivym MAPK
bylo zjisténo, ze aktivace MAP kinas koreluje s odezvou rostliny na rizné abiotické a
biotické stresy stejné jako fidi proces bunééné diferenciace, vyvoj, rist a metabolismus
(Morris 2001; Romies 2001; Tena et al., 2001; Zhang et al, 2001).

MAPK funguji ve formé kaskad, které obsahuji tfi zakladni komponenty (Obr. 1).
Prvni komponentou této signalni drahy je mitogen-aktivovana proteinkinasa kinasa
kinasa (MAP3K, MAPKKK nebo MEKK), ktera reverzibilné fosforyluje druhou
komponentu signalni drahy — mitogen-aktivovanou proteinkinasu kinasu (MAP2K,
MAPKK nebo MKK). Tieti komponentou je mitogen-aktivovana proteinkinasa (MAPK
nebo MPK), ktera je aktivovana fosforylaci pomoci MAP2K (Keshet a Seger, 2010). Ta
pak miiZze pfenaset signal na r0zné substraty, kterymi jsou ptfedevSim transkripéni
faktory (Ishihama a Yoshioka, 2012), cytoskeletalni proteiny (Samajova et al., 2013) a
dalsi proteinkinasy (Popescu et al., 2009). MAP2K ma dvojitou specificitu, jelikoZz
muze byt fosforylovana na serinovém nebo threoninovém reziduu konzervovaného
motivu S/T-X3-5-S/T, nalezeného v aktivacni smycce tohoto enzymu (Tanoue a
Nishida, 2003). Aktivovanda MAP2K poté fosforyluje threoninové a tyrosinové
residuum konzervovaného motivu T-X-Y v aktivacni smycce piislusné MPK (Keshet a

Seger, 2010) (Obr. 1).
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Obr. 1 Pfenos signalu prostiednictvim kaskady mitogen-aktivovanych proteinkinas. Signal
z extracelularniho prostoru je zachycen receptorem na plazmatické membrané a nasledné
prenesen na MAPKKK, ktera poté aktivuje MAPKK fosforylaci serinového nebo threoninového
rezidua. Posledni komponentou této kaskady je MAPK, ktera je aktivovana dvojitou fosforylaci
Thr a Tyr. Signdl je poté pienesen na konecné substraty, jako jsou transkripéni faktory,
cytoskeletalni proteiny zajist'ujici vezikularni transport a zmény ve formaci cytoskeletu a dalsi
kinasy. Fosforylace jednotlivych komponent je zajisténa hydrolyzou ATP.

2.1.2.1 Mitogen-aktivované proteinkinasy kinasy Kkinasy

Mitogen-aktivované proteinkinasy kinasy (MAP3K, MAPKKK nebo MEKK) patii
mezi nejvice zastoupené serin/threonin kinasy vgenomu A. thaliana. Tyto
proteinkinasy byvaji aktivovany vnéj$im stimulem, jehoz signal je zachycen
membranovym receptorem. V nékterych piipadech, kdy je MAPK kaskada tvoifena vice
nez tfemi komponenty mtuze byt MEKK aktivovana i nadfazenou MAP4K, ktera je
soucasti kaskady (Jonak et al., 2002).

MAP3K se déli do tii hlavnich skupin: MEKK-like, Raf-like a ZIK-like, z nichz
funkce prvnich dvou skupin byla potvrzena u rostlin (Colcombet a Hirt, 2008). Tato
skupina je reprezentovana 20 ¢leny rozdélenymi do 6 podskupin Al-A6 podle

podobnosti sekvence a strukturnich motivi. Do skupiny Al patii napt. MEKKI-
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MEKK4 (Ichimura et al., 2002). Studia mutanti s geny MEKK vyfazenymi z ¢innosti
(tzv. knock-out mutanti) prokazuji, Ze tyto kinasy hraji vyznamnou roli pfi rdstu a
vyvoji, stejné jako v reakcich na abiotické a biotické stresy (Virk et al., 2015).
Konkrétné MEKK1 se ucastni obrany rostliny proti suchu, osmotickému stresu a doteku
(Mizoguchi et al., 1996). Je soucasti kaskady MEKK1-MKK1/MKK2-MPK4, ktera
reguluje bunéénou odpoveéd’ po napadeni nekrotrofnimi patogeny. Timto zptisobem je
MEKKZ1 zapojena Vv signalni kaskad¢é reagujici na bioticky stres (Teige et al., 2004;
Ichimura et al., 2006; Suarez-Rodriguez et al., 2007; Gao et al., 2008; Kong et al.,
2012). Do podskupiny A2 se fadi MAP3K oznacovana jako YODA, ktera se zcastnuje
regulace buné&¢ného déleni, ristu a vyvoje. Dalsimi zastupci MAP3K u Arabidopsis jsou
ANP1, ANP2 a ANP3 (Arabidopsis NPK1 homolog) fadici se do podskupiny A3, které
maji podobnou funkci jako YODA (Ichimura et al., 2002; Krysan et al., 2002;
Bergmann et al., 2004; Lukowitz et al., 2004).

Riznymi abiotickymi a biotickymi stresy je také aktivovana MAP3K zvand Raf43
patéici do skupiny Raf-like. ZvySena exprese genu Raf43 byla zaznamenana po
pusobeni chladu, sucha, oxidativniho a osmotického stresu, stejné¢ jako v pritomnosti
riznych kment patogend (Virk et al., 2015). Funkce ZIK-like MAP3K v rostlinach
nebyla dosud potvrzena (Colcomber a Hirt, 2008).

2.1.2.2 Mitogen-aktivované proteinkinasy kinasy

Jak jiz bylo zminéno, mitogen-aktivované proteinkinasy kinasy (MAP2K, MAPKK
nebo MKK) maji dvojitou specificitu, jelikoz mohou byt fosforylovany na serinovém
nebo threoninovém reziduu konzervovaného motivu S/T-X3-5-S/T, ktery je soucasti
aktivatni smycky (Tanoue a Nishida, 2003). U Arabidopsis thaliana byly
identifikovany dvé MA2PK, a to MKK1 a MKK2, které jsou spojené s biotickym i
abiotickym stresem. Napiiklad exprese genu MKK1 je vyvoldna poranénim (Morris et
al., 1997), patogennimi elicitory jako je flagellin a laminarin a peroxidem vodiku (Teige
et al., 2004). MKK1 a MKK2 nej¢astéji asociuji s jadernou MPK4, ktera spole¢né se
substratovym proteinem MKS1 (MAP Kkinase substrate 1) vyvolava odpovéd na
bioticky stres (Qui et al., 2008).



2.1.2.3 Mitogen-aktivované proteinkinasy

Treti komponentou MAPK signalni kaskady jsou mitogen-aktivované proteinkinasy
(MAPK nebo MPK), které jsou aktivovany fosforylaci threoninového a tyrosinového
residua konzervovaného motivu T-X-Y v aktiva¢ni smyc¢ce (Keshet a Seger, 2010). Pro
aktivaci MPK je tedy nutna dvojita fosforylace. V genomu Arabidopsis bylo
identifikovano 20 gent kédujicich MPK. Tyto MPK lze rozdélit do ¢tyi skupin A-D,
z nichz skupiny A-C obsahuji motiv T-E-Y (TEY podskupina) a skupina D obsahuje
motiv T-D-Y (TDY podskupina) (Menges et al., 2008) (Obr. 2). Do podjednotky A
patii MPK3 a MPK®6, které jsou zapojeny do hormonalnich a environmentalnich
stresovych odpovédi. Do podjednotky B patii MPK4, ktera se ucastni odpovédi na
environmentalni stres a regulaci buné¢ného deleni. Podjednotka C neni dosud zcela
prozkoumana, avSak jeji funkce se poji s expresi genu MPKY7. Druh4 skupina obsahujici
motiv TDY se lisi piedev§im tim, ze na C-termindlnim konci postrada CD doménu,
ktera funguje jako dokovaci misto pro MAP kinasy kinasy, fosfatasy a proteinové
substraty. Do této skupiny patii napt. MPK8, MPK9 a MPK15 (Ichimura et al., 2002)
(Obr. 2).
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Obr. 2 Schéma znazortiujici déleni mitogen-aktivovanych proteinkinas u rostlin. Cervené jsou
zvyraznény MAP kinasy vyskytujici se u Arabidopsis thaliana (AtMPK). Jednotlivé MAP
kinasy jsou rozdéleny dle funkénich domén dilezitych pro signalni transdukei a fosforylacniho
motivu T-X-Y (pfevzato z Ichimura et al., 2002).



2.1.3 Aktivace a inaktivace MAPK signalni kaskady

Kazda MAP Kkinasa se za normalnich podminek V eukaryotické buice vyskytuje
Vv inaktivni defosforylované formé. Podnétem pro aktivaci MAP kinas jsou vnéjsi
stresové stimuly. Tyto stimuly aktivuji membranové receptory nebo GTPazy které
ptenasi signal do intracelularniho prostoru (Chen a Thorner, 2007).

V bunice je signdl zachycen proteinovym pfenaseCem nebo pfimo piislusSnou
MAP kinasou. Vné&js$im stimulem mohou byt rizné abiotické stresy jako napi. sucho,
chlad, prilisna vlhkost, salinita, dotek, poranéni (Rentel et al., 2004, Huang et al., 2012)
nebo biotické stresy jako napiiklad bakterialni a plisnové infekce (Tena et al., 2001).
Po zachyceni signalu je MAP kinasa fosforylovana coz zpiisobi konformacni zmény a
tim je docileno vzniku aktivované MAP kinasy (Chen a Thorner, 2007) (Obr. 3).

Aktivované MAP kinasy jsou po transportu signdlu k cilové molekule inaktivovany.
V pfipadé neustalé aktivity nékterych kinas by dochazelo k interakcim, které
v klidovych podminkach organismus nevyzaduje. K inaktivaci neboli negativni regulaci
fosforylovanych MAP  kinas dochazi pomoci MAP kinasovych fosfatas
(Tanoue a Nishida, 2003). Jedna se tedy o fosforylaci reverzibilni. Do inaktivace MAP
kinas jsou zapojeny napft. protein-tyrosin fosfatasy (PTPs), serin-threonin fosfatasy
(PSTPs) nebo dualné specifické Ser/Thr a Tyr fosfatasy (DSPs) (Keyse, 2008) (Obr. 3).

MAPKK

ATP ADP

L

Fosfatasa

Obr. 3 Schéma ilustrujici reverzibilni fosforylaci. MAPK je aktivovana fosforylaci
prostiednictvim MAPKK. Dochazi tak k pfenosu fosfatové skupiny za hydrolyzy ATP. MAPK
se vraci do inaktivniho stavu pomoci defosforylace, ktera je katalyzovana specifickou MAPK
fosfatasou.



2.1.4 Mitogen-aktivované proteinkinasy a jejich substraty

Jak jiz bylo zminéno, posledni komponentou MAPK signdlni kaskady jsou mitogen-
aktivované proteinkinasy (MPK) aktivované prostiednictvim MAP2K. Proteomickou
analyzou bylo identifikovana 48 substrata pro MPK3 a 39 substrati pro MPK6. Celkem
26 téchto substrati je spoleénych pro ob¢ tyto MAP kinasy. Jako prvni substrat MAP
kinas byla identifikovana syntasa 1-aminocyklopropan-1-karboxylové kyseliny (ACC
syntasa), ktera hraje duleZitou roli pii syntéze rostlinného hormonu etylenu. DalSimi
substraty pro MAP kinasy jsou rizné transkripéni faktory, cytoskeletalni proteiny,
proteiny ucastnici se post-transkripéni modifikace mRNA, receptory, histony a enzymy
(Feilner et al., 2005). Piikladem substratu pro MPK3 a MPK®6 je transkrip¢ni faktor
SPCH (SPEECHLESS) regulujici vyvoj a funkci priducht (Lampard et al., 2008) a
transkripéni faktor WRKY46, ktery pozitivné reguluje expresi mnoha gend, vcetné geni
LEA (late embryogenesis abundant protein), které maji funkci v regulaci osmotického
stresu (Ding et al., 2014; Zhong et al., 2014; Sheikh et al., 2016). Mezi substraty MPK3
a MPKa6, které reguluji bioticky stres, patii protein AtPHOS32 aktivovany bakterialnim
elicitorem flagellinem-22 (flg22) (Merkouropoulos et al., 2008).

2.1.5 Scaffold proteiny

Jednotlivé komplexy MAP kinas jsou udrzovany pohromadé pomoci tzv. “scaffold”
proteinii (Obr. 4). Jejich funkci je zprostfedkovani jak interakci mezi jednotlivymi
komponenty MAPK komplexu, tak i interakci mezi jednotlivymi komplexy (Morrison a
Davis, 2003). Ackoliv scaffold proteiny nebyly dosud u rostlin identifikovany,
predpoklada se, ze nékteré MAP3K mohou mit tuto funkci diky dlouhému N- nebo C-
terminalnimu konci. Je naptiklad znamo, Ze OMTKI1, MAP3K z vojtésky aktivovana
oxidativnim stresem ma dvoji funkci. Jednak hraje dualezitou roli v pfenosu signalu pfi
iniciaci bunécné smrti zptisobené H,0,, ale také se vaze na MAPK zvanou MMK3,

kterou selektivné aktivuje (Nakagami et al., 2004).
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Obr. 4 llustrace funkce "scaffold" proteinti v MAPK kaskade¢, jejichz tikolem je drzet jednotlivé
komplexy pohromad¢ a zprostiedkovavat tak jejich vzéjemné interakce.

2.1.6 Mitogen-aktivovana proteinkinasa 3

Mitogen-aktivovana proteinkinasy 3 (MPK3) patii mezi nejlépe charakterizované
MAPK u Arabidopsis thaliana. Jak jiz bylo zminéno dfive, tato MAPK patii do skupiny
A a vlastni motiv T-E-Y ve své aktivaéni smycce. Gen MPK3 (At3g45640) je
lokalizovan na 3. chromozomu a jeho exprese je nejcastéji aktivovana oxidativnim
stresem, hyperosmotickym stresem (Ichimura et al., 2002), stresem vyvolanym tézkymi
kovy, kontrétn¢ kadmiem (Cd) (Liu et al., 2010) a patogeny (Xu et al., 2016). MPK3 je
Casto aktivovan spole¢né¢ s MPK6. Bylo dokazano, Ze tyto dvé MAP kinasy sdili
prekryvajici se funkce v odpovédich na riizné stimuly. Studium mechanismu komplexu
MPK3/MPKG6 pii odpovédi rostlin na stresové faktory mimo jiné ukazalo, ze MPK3 a
MPK®6 reguluji biosyntézu etylenu, dilezitého rostlinného stresového hormonu (Clark et
al., 1998, Gao et al., 2003, Yoo et al., 2008) a kamalexinu, coz je fytoalexin, ktery
rostlina syntetizuje pii infekci patogenem (Ren et al., 2008; Xu et al., 2016). Dalsi
podkapitoly pojednavaji o roli MPK3 pii odpovédi na nejriiznéjsi abiotické a biotické
stresy.
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2.1.6.1 Role MPK3 p¥i oxidativnim stresu

Oxidativni stres je typ abiotického stresu, tedy stresu zptsobeného vlivem prostredi.
Béhem oxidativniho stresu jsou produkovany reaktivni formy kysliku (reactive oxygen
species — ROS), zahrnujici H,O,, superoxidové anionty a hydroxylové radikaly (Kovtun
et al., 2000; Apel a Hirt, 2004). ROS mohou byt pii vysoké koncentraci pro rostlinu
toxické, avSak v malém mnozstvi maji esencialni funkci pfi bunééné signalizaci, kde
funguji jako tzv. druhotni poslové (second messengers). Timto jsou uzce propojeny
s MAPK drahami (Rentel et al., 2004).

MPK3 muze byt aktivovana mnoha stresovymi podnéty vcetné¢ piisobeni H,0;
(Kovtun et al., 2000; Yuasa et al., 2001; Rentel et al., 2004) Pfitomnost peroxidu
vodiku aktivuje jiz zminovanou MAP3K u Arabidopsis — ANP1. Tato MAP3K iniciuje
aktivaci kaskady zahrnujici MPK3 a MPK6, které nasledné vyvolavaji specifickou
stresovou odpovéd’. Naopak ANP1 blokuje funkci rostlinného hormonu auxinu.
Existuje tvrzni, ze funkce auxinu je V pfitomnosti peroxidu vodiku negativné
regulovana (Kovtun et al., 2000) (Obr. 5).

Reaktivni formy kysliku také zvySuji expresi genu OXI1 (oxidative signal-inducible
1) v A. thaliana. Tento gen koduje serin/threonin kinasu. Kinasa OXI1 je dulezita pro
aktivaci MPK3 a MPK®6 (Obr. 5), které se podileji na obranném mechanismu rostliny
vici oxidativnimu stresu. Tento mechanismus je dilezity naptiklad pfi udrzovani
normalniho ristu kofenovych vlaskd, coz bylo prokazano piipravou oxil mutanta
sumlcenym genem OXI1, ve kterém byla funkce MPK3 a MPK6 a tudiz i obranna
funkce narusena (Rentel et al., 2004).

11
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Obr. 5 Schéma MAPK kaskady aktivované oxidativnim stresem u Arabidopsis thaliana.
Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou vnimany pomoci receptoru, ze kterého je signal pfenesen
na MAP3K ANPI1. Ta dale aktivuje MPK3 a MPK6. Béhem oxidativniho stresu je aktivovana i
kinasa OXII1, ktera také pienasi signal az na MPK3 a MPK6. Pii oxidativnim stresu vSak
dochazi k inhibici funkce rostlinného hormonu auxinu (AUX).

2.1.6.2 Role MPK3 pfi osmotickém stresu

Rist rostlin a jejich produktivita jsou c¢asto vystaveny mnoha stresim, vcetné
osmotického stresu. Osmoticky stres je vétSinou zpiisoben suchem, vysokou salinitou
nebo nizkymi teplotami, coz vede ke snizené dostupnosti vody (Zhu 2002; Boudsocq a
Lauriere 2005). Za osmotickych stresovych podminek dochazi k mnoha zménam
Vv bunce, napf. K biosyntéze kyseliny abscisové (ABA), aktivaci specifickych signalnich
drah a ke zménam v genové expresi tak, aby organismus mohl aktivné reagovat a
pfizpusobit se stresovym podminkam (Zhao et al., 2017).

Béhem hyperosmotického stresu jsou v rostlinach A. thaliana aktivovany MAP
kinasové drahy, které¢ hraji esencidlni roli pfi bunéné odpovédi, jedna se zejména 0
MPK3 a MPK6. Bylo zjjisténo, Ze rostliny vystavené hypoosmotickému a
hyperosmotickému stresu za pouziti sachar6zy, mannitolu a NaCl, vykazuji rapidni
zvySeni aktivity MAP kinas, véetné MPK3 a MPK®6. Srovnanim vysledd aktivity
signalni drahy MPK3 a MPK6 pii pisobeni hyperosmotického stresu a stresu
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zptisobeného mechanickym poskozenim bylo zjisténo, ze zfejmé existuje urcita
spojitost a vzajemné interakce Vbunécné odpovédi na tyto dva stresové faktory
(Droillard et al., 2002).

V rostlindch vystavenych osmotickému stresu bylo detekovano rapidni zvySeni
aktivity MAP kinas, které jsou soucasti kaskady MKK9-MPK3/MPK®6. Tato kaskada
nasledné¢ vyvolava zvySeni hladiny indolovych glukosinolatd (IGS) a 4-methoxy
indolyl-3-methyl glukosinolatt (4MI3G), sekundarnich metaboliti dobfe znamych pro
svou roli v bunééné odpovédi a obranné rostliny zejména proti herbicidim a patogentim
(Agerbirk et al., 2009; Bednarek a Osbourn 2009, Zhao et al., 2017). Nicméné bylo
zjisténo, Ze glukosinolaty jsou zapojeny také v odpovédi na abiotické stresy (SKirycz et
al., 2010). Pusobeni osmotického stresu na dvojitétho mutanta mpk3/mpk6 vedlo ke
snizené akumulaci 4MI3G a zvyseni citlivosti rostliny stejné tak jako u mutanta mkk9.
MPK3 a MPKG6 jsou tedy vtomto pfipad¢ aktivovany nadfazenou MKK9 kinasou
(Droillard et al., 2002) (Obr. 6).

Dilezitou roli v odpovédi na osmoticky stres hraji specializované epidermalni bunky
zvané pruduchy. Priduchy reguluji vyménu plynu (CO, a O,) a vody mezi rostlinami a
jejich okolim. Ptitomnost priducht je tedy nezbytné nutnd pro rust rostliny a jeji
adaptaci v neptiznivych podminkach (Nadeau a Sack, 2002; Woodward et al., 2002;
Hetherington a Woodward, 2003). Priiduchy se mohou vyskytovat jak na abaxialni, tak i
adaxialni stran€ listu v zavislosti na druhu rostliny. Jsou formovany pomoci
asymetrického bunécného déleni (Nadeau a Sack, 2002) a jejich vyvoj a funkce jsou
regulovany jak environmentalnimi podminkami, tak i geneticky (Wang et al., 2007).

Asymetrické bunééné déleni, a tim tedy 1 vyvoj priduchd, je regulovano jiz znamou
drahou YODA-MKK4/MKK5-MPK3/MPK6 (Bergmann et al., 2004; Wang et al.,
2007). V knock-out mutantech mpk3 a mpk6 a v mutantech s umlé¢enou funkci MKK4 a
MKKS byla potlacena funkce a vyvoj priuducht. Z toho vyplyva, ze MAP kinasova
aktivita je pro koordinaci pokozky listu nezbytna (Wang et al., 2007). Pro vizualizaci
funkce MPK3 a MPK6 aktivity pii vyvoji praducht byl pouzit dvojity mutant
mpk3/mp6, u kterého byly tvofeny nadmérné shluky pruduchi a bylo poruseno pravidlo
vyskytu minimdlné jedné epidermalni buiiky mezi jednotlivymi praduchy jako u
divokého typu rostlin A. thaliana. Stejnych vysledkt bylo dosazeno pii pozorovani
dvojitych mutanti mkk4/mkk5 a mutanta yda (mutace genu YODA) (Obr. 7), coz
dokazuje, ze YODA, MKK4/MKKS5 a MPK3/MPK6 jsou komponenty stejné signalni
drahy (Wang et al., 2007).
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MAP kinasova aktivita reguluje vyvoj a funkci praduchii prostfednictvim rostlinného
hormonu kyseliny abscisové (ABA). Role kyseliny abscisové v signalizaci zahrnuje
predevsim otevirani a uzavirani praduchi v zavislosti na ptisobeni vnéjsich stimulti jako
je napt. svétlo, CO, a vlhkost. Casto interaguje se signalnimi molekulami v procesu
spojeném s obranou rostliny vic¢i pusobeni biotického a abiotického stresu (Zhang
2014). Gen AIK1 (ABA-insensitive protein kinase 1) kodujici MAPKKK20 hraje
dalezitou roli vregulaci bunééného délni, ristu bunky a uzavirani praducha
podminéného kyselinou abscisovou. Tato MAP3K je pravdépodobné soucasti kaskady
AIK1-MKK5-MPK3/MPKG6 (Obr. 6). Pozorovani mutantnich rostlin aikl ukazalo, ze
uzavirani priduchti neni tak citlivé na ptisobeni ABA jako u kontrolnich rostlin.
Uzavirani priiduchti bylo tudiZ inhibovano a rostliny tak béhem plisobeni stresu suchem

ztratily mnohem vice vody neZ kontrolni rostliny (Li et al., 2017).
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Obr. 6 Schéma MAPK kaskady aktivované osmotickym stresem u Arabidopsis thaliana.
Osmoticky stres vyvolava aktivaci signalni drahy AIK1-MKK5-MPK3/MPK6. MPK3 a MPK6
mohou byt také fosforylovany MKK9 nebo MKK4.
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Obr. 7 Vizualizace vyvoje praduchi na abaxialni strané listu Arabidopsis thaliana u knock-out
mutantd MAP kinas, které jsou souéisti drahy podilejici se na tvorbé priaduchi. Mutant yda (A),
dvojity mutant mkk4mkk5 (B) a dvojity mutant mpk3mpk6 (C) vykazuji nadmérné shluky
praduchl, kde je poruseno pravidlo vyskytu minimalné¢ jedné epidermalni builky mezi
jednotlivymi praduchy (pfevzato z Wang et al., 2007).

2.1.6.3 Role MPK3 pfri stresu tézkymi kovy - kadmiem

Kadmium je toxicky tézky kov, zplsobujici environmentalni znecisténi. Mize zpusobit
mnoho toxickych reakci v rostlinach, napf. inhibici rdstu kotfent, poskozeni listh
(Wojcik a Tuckendorf 1999; Nocito et al., 2002), inhibici funkce praduchti, chiadnuti
nebo smrt (Barcelo a Poschenrieder 1990). Kadmium zptsobuje fadu biochemickych
zmén vcetné inhibice fotosyntézy (Nyitrai et al., 2003) a modifikace v expresi gent
(Herbette et al., 2006; Sarry et al., 2006). MPK3 a MPKG6 z Arabidopsis jsou
aktivovany pfi bunécné odpovédi na stres vyvolany kadmiem diky akumulaci ROS, ale
pfesna funkce MAP kinas v bunécné odpovédi na stres t€zkymi kovy neni zndma (Liu

etal., 2010).

2.1.6.4 Role MPK3 pfri biotickém stresu

oy e

jejich derivaty, jejichz zvysena hladina je indukovana aktivitou MPK3 a MPKG6. Tyto
latky jsou esencialni pro obranu rostliny proti patogenim (Bednarek et al., 2009; Clay
et al., 2009; Fan et al., 2011; Stotz et al., 2011). Bylo prokazano, ze latka sulforaphan
(4-methylsulfynilbutyl isothiokyanat), pfirodni produkt vznikly z alifatického
glukosinolatu (AGS), inhibuje rtst bakterie rodu Pseudomonas u Arabidopsis (Fan et

al., 2011). Tento obranny mechanismus pusobi také pii napadeni rostliny plisni rodu
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Botrytis, kde MAP kinasy indukuji zvySeni hladiny indolovych glukosinati (IGS) (Xu
etal., 2016).

MPK3 a MPKG6 se také ucastni odpovédi na pisobeni bakteridlniho elicitoru
flagellinu-22 (flg22), ktery se vaze na receptor FLS2 (flagellin sensing 2) a z néj je
signal dale pfenasen pomoci jiz znamé signalni drahy MEKK1-MKK4/MKK5-
MPK3/MPK6 (Asai et al., 2002) (Obr. 8). MPK3 a MPK®6 jsou aktivovany pomoci
flg22 i v nepfitomnosti MEKK1 kinasy (Obr. 8), coz naznauje, Ze této signalni
kaskady se mohou ucastnot i jiné MAP3K (Ichimura et al., 2006; Nakagami et al.,
2006; Suarez-Rodriguez et al., 2007).

Jak jiz bylo fe¢eno, MPK3 a MPKG6 také reguluji biosyntézu etylenu (Clark et al.,
1998, Gao et al., 2003, Yoo et al., 2008) a kamalexinu (Ren et al., 2008; Xu et al.,
2016). Béhem biosyntézy etylenu vznika jako vedlejsi produkt kyanovodik (Peiser et
al., 1984; Bottcher et al., 2009), ktery se akumuluje v rostlinach vystavenych stresu a
ucastni se riznych biochemickych procest v rostling. Jeho detoxifikaci pomoci nitrilas
vznikaji aminokyseliny asparagin a asparat, a také amoniak. Kyanovodik ma také
ziejmé diky své cytotoxicité schopnost inhibovat rist patogenli v rostliné a diky tomu

hraje vyznamnou roli v imunitni reakci rostlin (Xu et al., 2016).
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Obr. 8 Schéma MAPK kaskady aktivované biotickym stresem pomoci bakterialniho elcitoru
flagellinu-22 (flg22) u Arabidopsis thaliana. Po vazbé flg-22 na receptor FLS2 je spusténa
signalni draha MEKK1-MKK4/MKK5-MPK3/MPKG6. V nepfitonosti MEKK1 mohou byt
ostatni MAP Kinasy aktivovany i jinou MAP3K.

FLS2

2.2 Modelovy organismus Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana neboli huseni¢ek rolni se vyuziva jako modelovy organismus
v molekularni genetice rostlin. Pro experimentalni analyzy bylo sesbirano mnoho
riznych ekotypt z ptirodnich stanovist. Je vhodnym modelovym organismem v mnoha
ohledech. Jeho vyhodou je rychly rist v laboratornich podminkach od kli¢eni az po
dozrani semen, pficemz tento cyklus trva piiblizné Sest tydnd. Rostliny Arabidopsis
dosahuji malého vzristu (do 25 cm). Kvéty dortstaji do velikosti 2 mm a jejich
vyhodou je samosprasnost, tzn., Ze po otevieni kvétu je pyl pfenesen piimo na povrch
blizny. Proto je jejich péstovani v podminkach in vitro a in vivo velmi vhodné. Listy
jsou pokryty drobnymi chloupky zvanymi trichomy, které jsou vhodnymi modely pro
studium morfogeneze a diferenciace bunék. Stonek a kofen maji pro studium fenotypu
jednoduchou strukturu. Dalsi vyhodou je, Zze v jedné generaci je rostlina schopna

vyprodukovat az nékolik set Sesuli s vice nez 5000 semen (Meinke et al., 1998).
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V roce 2000 byl dokoncen projekt sekvenovani genomu Arabidopsis. Vysledky
tohoto projektu byly poté publikovany ve specidlnim c¢isle ¢asopisu Nature. Genom
Arabidopsis je pomémé& maly. DNA je tvofena pfiblizng 100-120 x 10° bp, z toho asi
90% DNA koduje proteiny (The Arabidopsis Initiative, 2000). Sekvenovanim genomu
Arabidopsis thaliana bylo identifikovano 20 gent kédujicich MAPK, 10 gent
kodujicich MAP2K a ptiblizné 60 gent kodujicich MAP3K, z ¢ehoz vyplyva, ze mezi
jednotlivymi MAP kinasami existuji vzajemné interakce (viz Obr. 5, Obr. 6 a Obr. 8).
Napftiklad jedna MAP kinasa miize byt aktivovdna vice nadfezenymi MAP kinasami a
sama miize aktivovat vice nez jednu podiazenou MAP kinasu (Colcombet a Hirt, 2008;

Rodriguez et al., 2010)

2.3 Transformace rostlin Arabidopsis thaliana pomoci Agrobacterium
tumefaciens

Mnoho mikrobil, které asociuji s rostlinnymi nebo zivoc¢iSnymi hostiteli koordinované
reguluji velké mnozstvi gent potiebnych pro tyto asociace. Vyvoldvaji expresi genil
vV odpovédi hostitele a uvoliiuji rizné chemické signaly. Tato funkce je dobfe zndma
napiiklad u bakterie Agrobacterium tumefaciens, kterd je schopna transformovat
rostlinné bunky dvoudéloznych rostlin (Cho a Winans, 2005).

Gram-negativni pidni bakterie Agrobacterium tumefaciens je fytopatogen, ktery je
schopen béhem svého Zivotniho cyklu geneticky transformovat buniky dvoudéloznych
rostlin, nejlépe protoplasty a houbové spory (de Groot et al., 1998). Tato geneticka
transformace je provazena tvorbou tumorli pfipominajicich korunu obklopujici
napadené misto (Crown gall tumor). Tumory zasahuji do normalniho rastu infikovanych
rostlin. Hostitelské organismy jsou transformovany v nahodné pozici genomu obvykle
v jedné kopii. Formace tumorti je nasledkem transferu, integrace a exprese genu
specifické Casti bakterialni plasmidové DNA, zvaného T-DNA (transferred DNA), do
genomu rostliny. T-DNA je casti Ti-plasmidu (tumor inducing-plasmid), ktery se
nachazi ve vét§iné kmend A. tumefaciens. Kmeny A. tumefaciens, které nenesou Ti-
plasmid nejsou schopny geneticky transformovat hostitelské burnky (Glick et al., 2010).
Tento systém byl jako prvni pouzit k transformaci spor a mycelii hub rodu Coccidioidis,
Fusarium, Magnaporthe a Agaricus (Abuodeh et al., 2000; Mullins et al., 2001; Rho et
al., 2001).
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Zakladnim krokem pro infekéni proces je spojeni A. tumefaciens s rostlinou v misté
poranéni, diky kterému rostlina produkuje fenolické latky (napf. acetosyringon,
hydroxyacetosyringon). Na tyto latky reaguje bakterie produkci sit¢ celulosovych
vlaken, ktera ji tzce spoji s povrchem rostlinnych bun€k a aktivaci Vir gend. Do
hostitelskych bun¢k je timto signalem transportovana T-DNA nesena na Ti-plasmidu
bakterie (Glick et al., 2010). Nedilnou soucasti Ti-plasmidu jsou geny kdodujici syntézu
rostlinnych hormonid (auxind, cytokinint), které vedou k tvorb¢é tumort. Dalsi
komponentou je gen pro syntézu opind - latek ze kterych mohou byt syntetizovany
aminokyseliny, dulezité jako zdroj energie, dusiku a uhliku pro Agrobacterium. Tyto
geny se nachazi v oblasti T-DNA, ktera je ohrani¢ena pravou a levou koncovou
sekvenci (Nester, 2000) (Obr. 9). Mimo T-DNA je obvykle soucasti Ti-plasmidu gen
pro katabolismus opint, které jsou po degradaci vyuzivany bakterii jako zdroj energie,
dale gen znadici replikacni pocatek (ori) a geny virulence (Vir geny), jejichz aktivita je
vyvolana funkci malych fenolickych molekul jako je jiz zminény acetosyringon (Mayer
et al.,, 1997) (Obr. 9). Na Ti-plasmidu se vyskytuje 30 Vir gend sjednocenych do

¢trnacti operond (Cho a Winans, 2005).

T-DNA

Cytokininy

Auxiny Opiny

Prava
koncova
sekvence

Leva
koncova

sekvence

Gen pro
katabolismus
. opint

Vir geny

ori

Obr. 9 Tlustraéni rozlozeni genti na Ti-plasmidu A. tumefaciens. Soucasti Ti-plasmidu je T-
DNA, ktera je ohrani¢ena levou a pravou koncovou sekvenci. Nachazi se zde geny pro syntézu
auxind, cytokininti a opintl. Na Ti-plasmidu je také pfitomny pocatek replikace (ori), Vir geny a
geny pro katabolismus opinil (pfevzato a upraveno z emaze.com).

19



Funkce Vir genl je esencidlni pro transport a zaclenéni T-DNA do genomu
hostitelské rostliny (Cho a Winans, 2005). Virulentni geny VirA a VirG jsou aktivovany
produkci fenolickych latek a aktivuji proces ndhodné inzerce T-DNA do hostitelského
genomu. Produkty VirC a VirD operonu vytvati jednovlaknovou molekulu T-DNA,
kterd je transportovana VirD2 komplexem do hostitelské cytoplasmy IV. sekrecnim
systémem (Vir—B1-11 a Vir-D4). V hostitelské cytoplasmé je T-DNA translokovana do
jadra pomoci Vir-D2 a Vir-E2 a nasledné integrovana do hostitelského genomu
(Gelvin, 2000) (Obr. 10).

Tvorba metabolith pro Rosﬂ.mﬂé buﬁlxjf
A. tumefaciens

Agrobacterium

tumefaciens .
f Jadro

Syntéza opini

Syntéza cytokinini <

Jednovldknova
T-DNA

Syntéza auxini

Acetosyringon

H3CO

Poranéna burika

Obr. 10 Schéma ilustrujici proces inzerce T-DNA A. tumefaciens do genomu rostliny. Po
poranéni rostliny dochazi k syntéze fenolickych latek, jako je napt. acetosyringon, jejichz
pritomnost v bakterii vyvolava expresi Vir gent, které se ucastni vystépeni jednovlaknové T-
DNA a jejiho prenosu do genomu rostlinné buiiky. Po inzerci T-DNA do genomu je aktivovana
exprese gend, jejichz produkty se podileji na syntéze rostlinych hormont (auxiny a cytokininy).
Ty nésledn¢ indukuji tvorbu tumorti na rostling.
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Zakladem vektort, které jsou konstruovany k imysIné stabilni nebo transientni
transformaci rostlin, je piivodni Ti-plasmid z A. tumefaciens, ze kterého byly odstranény
geny pro syntézu fytohormont a opinti a misto nich byla mezi levou a pravou koncovou
sekvenci vlozena cizorodd DNA, kterd bude integrovana do rostlinného genomu.
Soucasti této sekvence je také gen rezistence na antibiotikum nebo herbicid, pomoci
n¢hoz jsou nasledné transformované rostliny selektovany. Jako nejcastéjsi selekéni
marker se pouziva gen rezistence na kanamycin (antibiotikum) nebo na fosfinotricin
(herbicid). Jelikoz Ti-plasmid je velmi rozsahly, vétSinou je jeho obsah rozdélen do tzv.
binarnich vektord. Pomocny plasmid, zvany velky, nese vétsi cast Ti-plasmidu
obsahujici vSechny geny potiebné pro infekci hostitelské rostliny a pro pienos T-DNA
do genomu. Zatimco klonovaci plasmid, zvany maly, nese T-DNA s naklonovanym
pozadovanym usekem genetické informace, dale jsou zde zahrnuty replikacni pocatky a
potiebné geny rezistence jak pro bakterii, tak i pro transformovanou rostlinu (Pappas,

2008).

2.4 T-DNA inzer¢ni mutant Arabidopsis mpk3-4/2

Stabilni transformaci pomoci A. tumefaciens byly také pfipraveny mutantni rostliny
Arabidopsis mpk3-4/2 (SAIL_873_G05) sgenem MPK3 vyfazenym z cinnosti
(knock out mutant), které jsou piedmétem studia této bakalaiské prace. Mutant mpk3-
4/2 byl ptipraven transformaci ekotypu Columbia (Col-0). Semena mutanta mpk3-4/2
jsou soucasti kolekce SAIL (The Syngenta Arabidopsis Insertion Library)
ziskané ptiblizné ze 100 000 T-DNA mutantnich rostlin Arabidopsis. Pro pfipravu této
mutantni linie byl pouzit binarni vektor pDAP101 obsahujici T-DNA o velikosti 4763
kb. Soucasti T-DNA je také gen rezistence na fosfinotricin bar, ktery je vyuzivan pro
selekci mutantnich rostlin. Pfitomnost inzerce T-DNA byla ovéfena pomoci
modifikované metody TAIL-PCR (thermal asymmetric interlaced PCR), kdy byl
amplifikovan fragment lemujici levou koncovou sekvenci T-DNA (tzv. flanking
sekvence). Sekvence tohoto fragmentu byla nasledné¢ porovnana s genomem
Arabidopsis pro urceni piesné pozice T-DNA v této mutantni linii (Sessions et al.,
2002). Inzerce T-DNA v mutantovi mpk3-4/2 byla potvrzena v promotorové oblasti
genu MPKS.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG)

Automatické pipety (Eppendorf)

Binolukarni mikroskop + LAS V4-0 software (Leica M165FC)
Dokumentaéni zatizeni Geldoc™ EZ systém

Dokumentaéni zatizeni Chemidoc™ MP systém
Epifluorescenéni mikroskop + ZEN (blue) software (Axio Imger M2, ZEISS)
Fytotron (Weiss Gallenkamp)

Horizontalni agarosova elektroforéza (Bio-Rad)

Chlazena centrifuga (Beckman)

Laboratorni digestoi (M 1200, MERCI)

Magneticka michacka (MSH-420, BOECO)

pH metr (PC 2700, Eutech Instruments)

Predvazky (S1502, BEL Eingeneering)

Scanner + EPSONscan software

Thermocycler (MyCycler™ Personal Thermal Cycler Bio-Rad)
Ttepacka (Labnet)

Vertikalni elektroforéza denaturovanych proteini SDS-PAGE (Bio-Rad)

3.1.2 Software pro zpracovani vysledki

LAS V4-0 (Leica)
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ZEN blue (ZEISS)
ImageJ (online)

ImageLab (Bio-rad)

3.1.3 Enzymy a chemikalie

Standardy pro elektroforézu

e GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher scientific, USA)
e Protein dual colour (Bio-Rad, USA)

Pouzit4 antibiotika
e fosfinotricin (Duchefa, Nizozemi)
Protilatky pouzité pro Western blot

e Primarni polyklonalni protilatka anti-MPK3 (rabbit) (Sigma, USA)
e Sekundarni protilatka anti-rabbit (goat) znacend kienovou peroxidasou (HRP)
(Novex™, USA)

Pouzité kity
e Phire Plant Direct PCR kit (Thermo Fisher Scientific, USA)
Dalsi pouzité chemikalie

6x Gel Loading Dye (ThermoFisher scientific), agarosa (Sigma), akrylamid (BioRad),
Bradfordovo c¢inidlo (Serva, Némecko), bromfenolova modi (Sigma), Coomassie
Brilliant Blue R (Sigma), Dilu¢ni pufr (Thermo Fisher Scientific), EDTA (Sigma), ECL
substrat (Clarity'™ Western ELC Substrat, Bio-Rad), etanol 96%, etanol 70%, fluorid
sodny (Sigma), glycerol (Sigma), glycin (Sigma), HEPES (Duchefa), hydroxid draselny
(Sigma), chloralhydrat (Sigma), chlorid hofec¢naty (Sigma), chlorid sodny (Sigma),
inhibitory proteas a fosfatas - Complete™ , DTT, Pefablock, PhoStop™ (Roche,
Svycarsko), kyselina octova (Sigma), B-merkaptoetanol (Sigma), Midori green DNA
Staining Solution, metanol, Murashige-Skoog bez vitamini (Duchefa), phytagel
(Sigma), 2-propanol (Sigma), sacharosa (Sigma), SDS (Sigma), Tris (Sigma), Tween
20, (Sigma)
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3.1.4 Slozeni médii a roztoka

Pevné %2 Murashige & Skoog medium bez vitaminu (1 |)

e 2,2 g Murashige-Skoog bez vitamint
e 10 g sacharozy
e 0,8 % phytagelu

Doplnéno dH,O na kone¢ny objem 11, pH upraveno na 5,8 pomoci 1M KOH,
sterilizovano autoklavovanim.

50x TAE pufr pro agarosovou elektroforézu (1 1)

o 2429 Tris
e 57,1 ml ledové kyseliny octové
e 100ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

Clearingovy roztok (10 ml)

e 8 g chloralhydratu rozpusténo ve 3 ml dH,O
e 1 mlglycerolu

3.1.4.1 Roztoky a media pro Western blot

4x vzorkovaci Laemmli pufr (10 ml)

e 240 mM Tris-HCI, pH 6,8
e 4 ml glycerolu

e 0,89gSDS

e 4 mg bromfenolové modii

Pted pouzitim ptidan 5 % B-merkaptoetanol

Extraké¢ni pufr E (100 ml)

e 1,19 g50mM HEPES, pH 7,5 (NaOH)
e 0,43 g NaCl

e 38mgEGTA

. 100 u1M MgCl,

e 4 mg NaF

e 10 ml 10% glycerolu

Sterilizovano pomoci filtru s velikosti porti 22 pm
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Ptfed pouzitim doplnén inhibitory proteas a fosfatas (na 1 ml extrakéniho pufru E)

e 1ul1IMDTT

e 20 ul Pefablock

* 20 ul Complete™
e 100 pl PhoStop™

10x elektrodovy pufr (1 1)

e 30gTris
e 144 gglycinu
e 10gSDS

Transferovy pufr (1 1)

o 2429Tris
e 112,6 gglycinu

10x TBS pufr (1 1)

e 24 g Tris/HCI, pH 7,4-7,6
e 80 g NaCl

1x TBS-T pufr (1 1)

e 100 ml 10x TBS
e 1ml Tween 20

Doplnéno dH,0 na kone¢ny objem 1 1
Ponceau S (100 ml)

e 1 mg Ponceau S rozpustén v 5% kyseliné octové

3.1.5 Rostlinny material

e Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia (Col-0)

e Arabidopsis thaliana — mutant mpk3-4/2 s T-DNA inzerci v promotorové oblasti
genu MPK3 (SAIL_873_G05) (Sessions et al., 2002)

e Arabidopsis thaliana — mutant mpk3-1 s T-DNA inzerci v kodujici sekvenci
genu MPK3 (SALK _151594) (Alonso et al., 2003)
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3.2 Metody

3.2.1 Povrchova sterilizace semen Arabidopsis thaliana

Povrchova sterilizace semen A. thaliana byla provedena ve sterilnim boxu. Semena byla
odsypana do 1,5 ml mikrozkumavky a nasledn¢ k nim byl napipetovan 1 ml 70%
etanolu. Inkubace probihala 5 min za stalého tfepani roztoku etanolu se semeny. Poté
byla mikrozkumavka kratce centrifugovéana a po usazeni semen byl etanol odpipetovan.
Dale byl ptidan 1 ml 96% etanolu. Semena byla tfepana v etanolu po dobu 1 min. Poté
byla mikrozkumavka opét kratce centrifugovdna a etanol odpipetovan. Semena byla
nasledn¢ dvakrat promyta v 1 ml sterilni destilované vody. Doba promyvani byla 5 min.
Mikrozkumavka byla centrifugovana a voda odpipetovana. Nakonec byl pfidan 1 ml
sterilni destilované vody a pomoci Spicky s Sirokym otvorem byla semena
prepipetovana na sterilni filtraéni papir umistény ve sterilni Petriho misce. Po vysuSeni

filtra¢niho papiru byla Petriho miska uzaviena pomoci parafilmu a uskladnéna v lednici.

3.2.2 Vysev semen Arabidopsis thaliana

Semena A. thaliana byla ve sterilnim boxu vyseta na 2 MS médium ve ¢tvercovych
Petriho miskach. Poté byly Petriho misky uzavieny prody$nou lepici paskou a ulozeny
do lednice (4°C) pies noc kvili procesu stratifikace. Nasledujici den byly misky
vertikalné vylozeny do kultivacni komory (fytotronu) a kultivovany pfi teploté 23°C

v rezimu dlouhého dne (16 hod svétlo/8 hod tma).

3.2.3 Selekce T-DNA inzer¢énich mutanti mpk3-4/2

Semena kontrolnich rostlin a mutanta mpk3-4/2 byla vyseta na selekéni 2 MS médium
obsahujici 50 uM fosfinotricin. Vzorky byly umistény pfes noc do lednice a nasledujici
den byly vyloZeny do fytotronu (23°C, 16 hod svétlo/8 hod tma).
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3.2.4 Pozorovani semen Arabidopsis thaliana

Semena Col-0 a mpk3-4/2 byla po vyseti na 2 MS médium pozorovana pod
binokularnim mikroskopem a jednotlivé fotografie byly pofizeny prostfednictvim

softwaru LAS V4-0 (Leica).

3.2.5 Pozorovani semenac¢ki Arabidopsis thaliana

Semenacky Col-0 a mpk3-4/2 byly pozorovany 3. a 17. den po vykliceni pod
binokularnim mikroskopem a jednotlivé fotografie byly pofizeny prostfednictvim
softwaru LAS V4-0 (Leica). Pozorovani bylo zaméfeno na kofeny semenacku, kofenové

$picky a na trichomy.

3.2.6 Pozorovani praduchu na kotyledonech Arabidopsis thaliana a
méieni jejich velikosti

11. den po vykliceni byl rostlin¢ odebran 1 dé€lozni listek (kotyledon) pro pozorovani
praduchi. Odebrané kotyledony ze semenacki Col-0 a mpk3-4/2 byly ponofeny do
roztoku etanolu a kyseliny octové v poméru 3:1. Roztok byl béhem dvou hodin
nekolikrat vyménén.

Kotyledon byl opatrné osusen a polozen na podlozni sklicko s kapkou clearingového
roztoku abaxialni (spodni) stranou nahoru. Pfipravené preparaty byly pozorovany na

epifluorescen¢nim mikroskopu a vyhodnoceny pomoci software ZEN (blue).

3.2.7 Méreni délky hlavniho koi'ene semenacki Arabidopsis thaliana

Semenacky Col-0 a mpk3-4/2 byly 7. den po vykli¢eni naskenovany pomoci software
EPSONscan a pomoci softwaru ImageJ byly zméfeny délky hlavniho kofene od
kotenové $picky po hypokotyl. Vysledky méteni byly dale zpracovany a vyneseny do
grafu.
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3.2.8 Genotypova analyza mpk3-4/2 mutanti metodou PCR

Na genotypizaci byly pouzity rostliny Col-0 a mpk3-4/2 14. den po vykliceni.
Genotypizace byla provedena pomoci Phire Plant Direct PCR kitu.

Do 0,6 ml mikrozkumavky bylo napipetovano 20 pl diluéniho pufru. Z kazdé
rostliny byl ustfihnut list, vlozen do mikrozkumavky s timto pufrem a ihned rozdrcen
pomoci $picky. Mikrozkumavky s extrahovanou DNA byly umistény na led po dobu 1
hod. Takto extrahovana DNA byla pouzita jako templat pti PCR.

Celkem byly ptipraveny dvé reakéni smési. Prvni reakéni smés pro amplifikaci genu
MPK3 obsahovala 5 pl 2x Phire Plant PCR pufru obsahujiciho nukleotidy, 0,5 uM
primeru LP, 0,5 uM primeru RP (Tab. 1) a 0,5 ul DNA templatu. Reakéni smés byla
doplnéna deionizovanou vodou pro PCR na kone¢ny objem 10 pl a nakonec bylo
piidano 0,2 pl Phire® Hot Start DNA polymerasy. Druha reakéni smés pro identifikaci
ptitomnosti T-DNA se liSila pouze kombinaci primerd. Namisto primeru LP byl pouZit

primer LB (Tab. 1).

Tab. 1 Sekvence primert pouzitych na PCR

LP 5‘-GCTTGATCTCACGAAGCGTAC-3°
RP 5‘-ACGATAAAACCGGATTTACCG-3°
LB 5-TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC-3¢

Jednotlivé cykly PCR reakce byly nastaveny podle Tab. 2.

Tab. 2 Podminky pro nastaveni PCR reakce

Krok cyklu Faze Teplota Cas Pocet opakovani
1 Inicia¢ni denaturace | 98 °C 5 min 1

2 Denaturace 98 °C S5s

3 Annealing 58 °C 5s 40

4 Elongace 72 °C 1 min

5 Finalni elongace 72 °C 1 min 1
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3.2.9 Elektroforéza v agarosovém gelu

Amplifikace genu MPK3 a T-DNA inzerce byla ovéfena agarosovou elektroforézou
S pouzitim 1% gelu. Pfed samotnou elektroforézou byly ke vzorkim pfidany 2 pl
vzorkovaciho pufru 6x DNA gel loading dye. Pro vizualizaci DNA bylo do 75 ml
agarosového gelu piidano 3,75 ul netoxického barviva Midori Green DNA Staining
Solution. Elektroforéza probihala v 1x TAE pufru pii konstantnim napéti 100 V. Po 40
min byl vysledek elektroforézy vyhodnocen pomoci dokumentaéniho zafizeni Geldoc™

EZ systému a softwaru ImageLab (Bio-rad).

3.2.101zolace proteinu

14 dni staré semenacky Col-0 a mpk3-4/2 byly zmrazeny v tekutém dusiku a nasledné
homogenizovany. Proteiny zrostlinného materialu byly extrahovany pomoci
extrak¢niho pufru E, do které¢ho byly tésné pred pouzitim pifidany inhibitory proteas a
fosfatas (kapitola 3.1.4.1 Roztoky a média pro western blot). Mnozstvi
homogenizovaného materidlu bylo zvdZeno na analytickych vahach a ke kazdému
vzorku byl napipetovan extrakéni pufr v poméru 1ml:1g (napt.: k 0,2231g vzorku bylo
ptidano 221,3 ul pufru). Vzorky byly centrifugovany pti 10 000g, 10 min, 4°C a
ziskany supernatant byl odpipetovan do ¢isté mikrozkumavky. Koncentrace proteinti
byla stanovena spektrofotometricky pii vinové délce 595nm s pouzitim Bradfordova

¢inidla.

3.2.11 Denaturujici polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE)

Jednotlivé vzorky byly nafedény na koncentraci Img/ml a ke kazdému vzorku byl
ptidan 4x vzorkovaci Laemmli pufr s 5% B-merkaptoetanolem. Vzorky byly nasledné
denaturovany 10 min pfi teploté 95°C.

Pro denaturujici polyakrylamidovou elektroforézu (SDS-PAGE) byl pfipraven délici
gel (Tab. 3), ktery byl napipetovan mezi délici skla pfiblizn¢ 2,5 cm od vrchni hrany a

prevrstven 2-propanolem. Po ztuhnuti gelu byl 2-propanol odstranén, prostor byl
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proplachnuty destilovanou vodou a vysuSeny filtracnim papirem. Poté byl pfipraven
zaosttovaci gel (Tab. 3) a napipetovan na povrch déliciho gelu. Do gelu byl vlozen

hiebinek, ktery byl po ztuhnuti odstranén.

Tab. 3 Slozeni gelt pro SDS-PAGE

Délici gel (5 ml) Zaostiovaci gel (2 ml)
10% Objem [ml] | 10% Objem [ml]
dH0 2,425 dH0 1,272
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 1,250 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 0,504
40% akrylamid 1,250 40% akrylamid 0,200
10% SDS 0,050 10% SDS 0,020
TEMED 0,0025 TEMED 0,002
APS 10% (4 mg/ 40 pl) 0,025 APS 10% (4 mg/ 40 pl) 0,010

Ptipraveny polyakrylamidovy gel byl vloZen do elektroforetického apardtu a
elektroforetické vany, ktera byla stejné jako vnitini cela naplnéna 1x elektrodovym
pufrem. Do prvni jamky bylo napipetovano Sul proteinového standardu (Protein dual
colour) a do kazdé nasledujici jamky bylo naneseno 15 pul proteinového vzorku. SDS-

PAGE elektroforéza probihala pfi 180V 45 minut.

3.2.11.1 Western blot

Pro Western blot byla pouzita PVDF membrana, ktera byla aktivovana v metanolu
(ptiblizn¢ 10 s). Membrana a polyakrylamidovy gel byly poté inkubovany v 1X
transferovém pufru po dobu 10 min. Néasledné byla pro pienos proteinii na membranu
pfipravena komurka podle Obr. 11. Komirka byla vlozena do vany a zalita 1x
transferovym pufrem. Pienos proteini na membranu probihal nejprve 10 min pii 100V,

nasledné bylo elektrické napéti snizeno na 16V a ptenos probihal pies noc.
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Obr. 11 Usporadani komurky pro pienos proteini na PVDF membranu.

Uspé&snost prenosu byla ovéfena barvenim membrany pomoci barviva Ponceau S.
Snimek obarvené membrany byl pofizen pomoci Chemidoc™ MP systém a programu
ImageLab. Membrana byla nasledné nékolikrat promyta roztokem 1x TBS-T az do
uplného vymyti barviva.

Poté byla membréana blokovana pomoci 5% BSA a 5% suSené¢ho mléka v 1x TBS-T.
Blokovani probihalo 1 hod ptfi pokojové teploté. Nasledné¢ byla membrana kratce
promyta v 1x TBS-T. Pro inkubaci s primarni protilatkou byl ptipraven roztok 4 %
BSA v 1x TBS-T, do kter¢ho byla ptidana protilatka rabbit anti-MPK3 v poméru
1:5000. Inkubace s primarni protilatkou probihala opét 1 hod pii pokojové teplote.

Nasledovalo promyti membrany 6 x 10 min v 1x TBS-T. Nakonec byla membrana
inkubovana se sekundarni protilatkou goat anti-rabbit konjugovanou s kienovou
peroxidasou (HPR). Sekundarni protilatka byla fedéna v roztoku 1% BSA-TBS-T
v poméru 1:5000. Po inkubaci se sekundéarni protilatkou, kterd trvala 1 hod pii pokojové
teploté, nasledovalo opét promyti membrany v 1x TBS-T, 6 x 10 min. Detekce
membrany  byla  zprostfedkovdna  pomoci  reakce  kfenové  peroxidasy
S chemiluminescen¢nim substratem (ECL, inkubace 1 min). Chemiluminiscen¢ni signal
byl ziskan pomoci dokumentagniho zafizeni Chemidoc™ MP systém a programu

ImageLab.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni ¢ast této bakalaiské prace byla zaméfena na genotypizaci T-DNA
inzer¢niho mutanta Arabidopsis mpk3/4-2. Dale byl studovan fenotyp koifenové a
nadzemni c¢asti, ktery byl porovnavan s fenotypem kontrolnich rostlin Col-0, a také
s fenotypem jiného inzeréniho mutanta mpk3-1 (SALK_151594) s T-DNA inzertovanou
v koédujici oblasti genu MPK3 (Alonso et al., 2003). U mutanta mpk3-1 byl jiz diive
zaznamenan odlisSny fenotyp v porovnani s kontrolnimi rostlinami. U kofene byla
porozovana krat$i délka hlavniho kofene, a také byla naméfena krat$i vzdalenost mezi
kofenovou $pi¢kou a prvnimi viditelnymi kofenovymi vlasky. Nadzemni ¢ast rostliny
byla robustné&jsi nez nadzemni ¢ast kontrolnich rostlin. Abaxialni strana déloznich listkd
obsahovala mens$i pocet praduchd, které vSak mély vétsi velikost. Také byly
pozorovany Cetnéji se vétvici trichomy. V neposledni fadé méla semena mutanta mpk3-
1 jednoznacné vétsi velikost, nez semena kontrolnich rostlin (Smékalova, 2014a).
Z tohoto duvodu bylo studium fenotypu mutanta mpk3-4/2 zaméteno na hodnoceni
stejnych parametrd. Vysledky tak mély slouzit pro potvrzeni toho, Ze mutace dvou alel
genu MPKS zplsobuje stejnou zménu fenotypu, coZ by potvrdilo, Ze MPK3 hraje
dulezitou roli pfi vyvoji Arabidopsis, konkrétné pfi vyvoji kofene a kotenovych vlaskd,

pii vyvoji pruduchtl a trichomt a také pii embryogenezi.

4.1 Genotypizace mutantnich rostlin mpk3-4/2 generace T1

Semena mpk3-4/2 v generaci T1 a semena Col-0 byla vyseta na Petriho misky
obsahujici 2 MS médium. Po dvou tydnech od vykli¢eni byla u semenacki provedena
genotypizace pomoci PCR pro zjisténi homozygotnich rostlin. Primery oznaceny jako
left primer (LP), right primer (RP) a left border (LB) byly navrZzeny pomoci programu
T-DNA primer design (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html) tak, aby byl

amplifikovan jednak usek nemutovaného genu MPK3 (kombinace primeri LP+RP), ale
také usek obsahujici T-DNA inzerci (kombinace primerd RP+LB), kterd se u mutanta
mpk3-4/2 nachazi v oblasti promotoru (Obr. 12). Diky pouziti dvou kombinaci téchto

primert mize byt jednoduse rozliSena kontrolni, heterozygotni a homozygotni rostlina.
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RP
Flanking sekvence

Promotor

Obr. 12 Schéma inzerce T-DNA nachazejici se v promotorové oblasti genu MPK3. T-DNA je
lemovana tzv. flanking sekvenci, pomoci niz byla identifikovana poloha T-DNA v genu MPKS3.
Podle zndmych sekvenci genu a T-DNA byly navrZzeny primery, pomoci kterych jsou
genotypovany homozygontni jedinci (RP, LB a LP).
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Kombinace primerd LP a RP poskytuje PCR produkt o velikosti 1160 bp a
kombinace primertit RP a LB poskytuje PCR produkt v rozmezi velikosti 491-791 bp.
Toto rozmezi je dano rozdilem skute¢né¢ho mista inzerce a pozice lemujici sekvence,
ktery obvykle byva 0-300 bp. Na zikladé vysledku PCR, ktery byl vizualizovan
pomoci agar6zové elektroforézy, byly vybrany ¢tyii homozygotni rostliny oznaceny
jako 5, 7, 9 a 13. U téchto rostlin byl amplifikovan pouze tsek s inzertovanou DNA o
velikosti 491-791 bp (Obr. 13). Vybrané homozygotni rostliny byly nasledné piesazeny
do ptdy, kde byly ponechdny az do dozrati semen generace T2, kterd byla pouzita pro

dalsi experimenty.

Obr. 13 Genotypizace mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana mpk3-4/2 generace T1.

A kombinace primerd LP+RP, B kombinace primerd RP+LB. M — marker (1 kb); K1, K2 —
kontrolni rostliny Col-0; 1 — 13 mutantni rostliny mpk3-4/2. Homozygotni rostliny jsou
vyznaceny ¢ervenymi ramecky. Velikost produktu RP+LP 1160 bp, RP+LB 491-791 bp.
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4.2 Ovéreni pritomnosti selek¢niho markeru

Jelikoz T-DNA, ktera byla pouzita na pfipravu mutantnich linii, obsahuje gen rezistence
na herbicid fosfinotricin (bar), bylo nutné ovéfit jeho pfitomnost v rostlinach mpk3-4/2
Vv generaci T2.

Semena vyselektovanych homozygotnich linii (mpk3-4/2-5, mpk3-4/2-7, mpk3-4/2-9
a mpk3-4/2-13) a semena Col-0 byla vyseta na Petriho misku s’ MS médiem
obsahujici 50 uM fosfinotricin. Tyden po vykliceni semen byly Petriho misky se
semenacky Arabidopsis skenovany. Na prvni pohled bylo zfejmé, Ze semenacky
mutantnich linii skute¢né obsahuji selekéni marker, jelikoz byly rezistentni k herbicidu
pfitomnému v kultivaénim médiu. Naproti tomu kontrolni semenacky mély mnohem
mens$i vzrist a byla u nich také patrna piitomnost antokyant, coz svéd¢i o tom, ze byly

pod vlivem stresu (Obr. 14).
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Obr. 14 Ovéfeni pritomnosti genu rezistence na fosfinotricin (bar) u 7 dni starych mutantnich
rostlin mpk3-4/2 pomoci selekéniho média s obsahem 50 uM fosfinotricinu. Mutantni rostliny
jsou narozdil od kontrolnich rostlin rezistentni k herbicidu, coZ potvrzuje ptitomnost selekéniho
markeru.
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4.3 Genotypizace mutantnich rostlin mpk3-4/2 generace T2

Semenacky mutanta mpk3-4/2 byly dale pouzity pro studium fenotypu, proto bylo nutné
ov¢tit, zda se skute¢né jedna o homozygoty. Genotypizace pomoci PCR byla provedena
stejnym zpusobem jako genotypizace mutantnich rostlin v generaci T1 (kapitola 4.1).
PCR byla opét vyhodnocena pomoci agar6zové elektroforézy a bylo tak ovéfeno, ze
vSechny testované rostliny zlinii mpk3-4/2-5, mpk3-4/2-7 a mpk3-4/2-9 jsou
homozygotni (Obr. 15 a 16). Pouze u mutantni linie mpk3-4/2-13 bylo nalezeno n¢kolik
heterozygotnich rostlin a také rostliny majici stejny profil jako rostliny kontrolni (Obr.
16).

1500 bp
1000 bp

Obr. 15 Genotypizace mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana mpk3-4/2-5 generace T2.
Vsechny testované rostliny, kromé rostliny ¢. 5, kde se nezdafila PCR reakce, jsou
homozygotni. A kombinace primertt LP+RP, B kombinace primeri RP+LB. M — marker (1 kb);
K1 — kontrolni rostlina Col-0; 1 — 10 mutantni rostliny mpk3-4/2-5. Velikost produktu RP+LP

1160 bp, RP+LB 491-791 bp.
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Obr. 16 Genotypizace mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana mpk3-4/2 generace T2.

Vsechny testované rostliny mpk3-4/2-7 (1-10) a mpk3-4/2-9 (11-20), krom¢ rostliny ¢&. 19, kde
se nezdafila PCR reakce, jsou homozygotni. U linie mpk3-4/2-13 (21-29) jsou homozygotni
rostliny €. 26 a 27, rostliny ¢. 23, 24, 25 a 28 jsou heterozygotni a rostliny ¢. 22 a 29 neobsahuji
T-DNA inzerci a jsou shodné s Kontrolnim vzorkem. A kombinace primerdt LP+RP, B
kombinace primerd RP+LB. M — marker (1 kb); 1-29 — mutantni rostliny mpk3-4/2; K1 —
kontrolni rostlina Col-0. Velikost produktu RP+LP 1160 bp, RP+LB 491-791 bp.

4.4 Studium fenotypu mutanta mpk3-4/2

Studium fenotypu mutanta mpk3-4/2 bylo zaméfeno na kofenovou a nadzemni ¢ast a na
semena. Jak jiz bylo feCeno, bylo ocekavano, ze fenotyp tohoto mutanta bude
porovnatelny s fenotypem mutanta mpk3-1, kde byly pozorovany jisté rozdily mezi
mutantnimi a kontrolnimi rostlinami (Smékalova, 2014a). Studium fenotypu mutanta
mpk3-4/2 zahrnovalo méfeni velikosti semen, méfeni délky hlavniho kofene, méteni
vzdalenosti od kofenové $pi¢ky k prvnim viditelnym kofenovym vlaskiim, pozorovani
praducht a méteni jejich velikosti a pozorovani trichomi. Byly studovany semenacky
generace T2 vybranych homozygotnich linii mpk3-4/2-5, mpk3-4/2-7, mpk3-4/2-9 a
mpk3-4/2-13, které byly vzdy porovnavany se stejné starymi semenacky Col-0.

Velikost semen byla méfena po vyseti semen na 2 MS médium a jejich nasledné
dokumentaci pomoci stereomikroskopu. Vzdy byla méfena délka a Sitka 10 semen,
z naméfenych hodnot byly vypocitdny primeéry, jejichz hodnoty byly vyneseny do
grafu. Bylo ocekavano, Ze semena budou vétsi, tak jak je tomu v piipadé mutanta mpk3-
1 (nepublikovana data). Nicméné¢ semena méla velmi podobnou velikost jako semena

Col-0 (Obr. 17).
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Obr. 17 Semena mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana mpk3-4/2. A U mutantnich semen
nebyly pozorovany vyznamné rozdily ve velikosti v porovnani se semeny Col-0. B Grafy
vyjadiujici délku a Sitku semene. Chybové usecky reprezentuji SD, n=10. Méftitko: 200pum.

Dale byla méfena délka hlavniho kotfene mutantnich linii mpk3-4/2 u 7 dni starych
semenackd. Jelikoz bylo pozorovano, ze kofen mpk3-1 je krat$i (Smékalova, 2014a),
o¢ekavalo se, ze i kofen linii mpk3-4/2 bude mit krats$i vzdalenost. Tento ptedpoklad se
vsak nepotvrdil, jelikoz délka hlavniho kofene mutantnich linii mpk3-4/2-5, mpk3-4/2-7,
mpk3-4/2-9 a mpk3-4/2-13 byla viceméné stejna jako délka semenackt Col-0 (Obr. 18).
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Obr. 18 Sedm dni staré semenacky mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana mpk3-4/2.

A U mutantnich semenackii nebyly pozorovany vyznamné rozdily v délce hlavniho kotene
v porovnani se semenacky Col-0. B Graf vyjadfujici délku hlavniho kofene. Chybové usecky
reprezentuji SD, n=10 (Col-0, mpk3-4/2-5, mpk3-4/2-7), n=8 (mpk3-4/2-9, mpk3-4/2-13).
Metitko: 1 cm.
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Do studia fenotypu mutanta mpk3-4/2 bylo také zahrnuto méfeni vzdalenosti od
kotenové Spicky po prvni viditelné kotenové vlasky u 3 dny starych semenack, jelikoz
tato vzdalenost je krat$i u mutanta mpk3-1 (Smékalova, 2014a). Vysledky namétenych
hodnot vSak neprokazaly signifikantni rozdily mezi mutantnimi a kontrolnimi liniemi

(Obr. 19), proto se ani tento ptedpoklad nepotvrdil.
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Obr. 19 Fenotyp kofenové casti semenacku Arabidopsis thaliana mpk3-4/2 tieti den po
vykli¢eni. A Svorkou oznacena vzdalenost od kofenové Spicky po prvni viditelny kofenovy
vlasek u kontrolniho semenacku Col-0 a u mutantnich semenackt mpk3-4/2-5, mpk3-4/2-7,
mpk3-4/2-9 a mpk3-4/2-13. B Graf vyjadiujici pramérnou vzdalenost od kofenové $picky.
Chybové usecky reprezentuji SD, n=10. Méfitko: 200pm.
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DalSim parametrem, ktery byl analyzovan, byly priduchy na déloznich listcich
(kotyledonech) 11 dni starych semenackia mpk3-4/2. Z déloznich listk byl extrahovan
chlorofyl, a poté byl ptipraven mikroskopicky preparat za pouziti clearingového roztoku
pro projasnéni preparatu. ProtoZze u mutanta mpk3-1 byly pozorovany praduchy vétsi
velikosti (nepublikovana data), byly o¢ekavany stejné vysledky u mutanta mpk3-4/2. Pfi
srovnani velikosti praduchti u kontrolnich a mutantnich rostlin bylo zjisténo, ze velikost
pruducht u mutantnich linii mpk3-4/2-5, mpk3-4/2-7, mpk3-4/2-9 a mpk3-4/2-13 je sice

vétsi, ale naméfené hodnoty nejsou statisticky vyznamné (Obr. 20).
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Obr. 20 Fenotyp pruduchti na kotyledonech u 11 dni starych rostlin Arabidopsis thaliana mpk3-

4/2. A Vizualizace
13. B Grafy znazoriujici pramérnou délku a $itku praduchu. Chybové tise

n=20. Méritko: 20um.



Poslednim fenotypovym znakem, ktery byl studovan u mutanta mpk3-4/2, byly
trichomy. U kontrolnich rostlin jsou trichomy vzdy dvakrat rozvétveny, ale naptiklad u
mutanta mpk3-1 bylo pozorovano i vice vétveni (nepublikovana data). Trichomy byly
vzdy pozorovany na tfetim pravém listu 17. dennich rostlin. Vice rozvétvené trichomy
byly na listech mutantnich rostlin mpk3-4/2 pozorovany, av$ak ve velmi malém

zastoupeni (Obr. 21). Nelze tedy fict, Ze by se jednalo o jednoznacny vysledek.

Col-0 mpk3-4/2

Obr. 21 Vétveni trichomt na tfetim pravém listu 17 dennich kontrolnich rostlin Col-0 a
mutantnich rostlin mpk3-4/2. Byly pozorovany ptevazné dvakrat vétvené trichomy. Méfitko:
200 pm.
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4.5 Ovéreni pritomnosti proteinu MPK3 v mutantnich rostlinach
mpk3-4/2 pomoci metody Western blot

Jelikoz fenotyp mutanta mpk3-4/2 nevykazoval stejné znaky jako jiz zminovany fenotyp
mutanta mpk3-1, bylo nutné ovéfit, ze protein MPK3 neni u tohoto mutanta skute¢né
pfitomen. Proto byly ze 14 dni starych rostlin Col-0, mpk3-4/2 (mpk3-4/2-5, mpk3-4/2-
7, mpk3-4/2-9 a mpk3-4/2-13) a mpk3-1 extrahovany proteiny. Kazdy vzorek byl vzdy
ptipraven ze 3 semenacki, kromé vzorku pro mpk3-4/2-13, ktery byl pfipraven pouze ze
2 semenackt. Proteinové vzorky byly separovany SDS-PAGE elektroforézou a
pteneseny na PVDF membranu. Membréna byla poté¢ inkubovéna s primarni protilatkou
proti MPK3 a nakonec byl diky sekunddrni protilatce konjugované s kienovou
peroxidasou ziskan chemiluminiscen¢ni signal. Pomoci této metody bylo zjisténo, ze ve
vSech liniich T-DNA inzeréniho mutanta mpk3-4/2 je protein MPK3 pfitomen na rozdil
od mutanta mpk3-1, kde protein detekovan nebyl (Obr. 22). Kromé bandu
odpovidajicimu velikosti MPK3 (42 kDa) byl na membran¢ také patrny band o vétsi
velikosti, ktery pravdépodobné odpovidal velké podjednotce enzymu ribulosa-1,5-
bisfosfat karboxylasa/oxygenasa (RuBisCO) o velikosti 50 kDa. Tento enzym je velmi
abundatni v nadzemnich ¢éstech rostliny a z tohoto diivodu muize dojit k nespecifické

vazbé protilatky na protein.

A M KI K2 1 2 3 4 5 6 7 8

Obr. 22 Detekce proteinu MPK3 u mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana mpk3-4/2. A
Membrana inkubovdna s primarni protilatkou proti MPK3 a sekundarni protilatkou

45



konjugovanou s kfenovou peroxidazou, detekovand pomoci chemiluminiscen¢niho substratu.
Protein MPK3 o velikosti 42 kDa byl detekovan u vSech testovanych linii mpk3-4/2 (1-7)
narozdil od mutanta mpk3-1 (8), kde protein MPK3 nebyl pfitomny. B Membrana barvena
barvivem Ponceau S. M — marker; K1, K2 — kontrolni rostliny Col-0; 1, 2 - mpk3-4/2-5; 3, 4 -
mpk3-4/2-7; 5,6 - mpk3-4/2-9; 7 - mpk3-4/2-13; 8 — mpk3-1.

Diky tomuto experimentu je mozné vysvétlit, pro¢ fenotyp mutanta mpk3-4/2
neodpovida fenotypu jiného inzer¢niho mutanta mpk3-1. Protein MPK3 je u mutanta
mpk3-4/2 syntetizovan, i kdyz je v promotorové oblasti genu inzertovana T-DNA, ktera
by méla zptsobit vyfazeni genu z ¢innosti. T-DNA inzerce pravdépodobné nezasahuje
regulacni oblasti promotoru, jako je napt. TATA box nebo CAAT box, dilezité pro
vazbu transkrip¢nich faktort a oznacuji tak pocatek transkripce. Z tohoto diivodu je gen
MPK3 pravdépodobné normalné exprimovan za vzniku proteinu.

Jsou znami i dal$i T-DNA inzer¢ni mutanti, jako napfiklad mutant fsd1-2
(SALK_036006, Alonso et al., 2003), u kterych byla T-DNA integrovana do
promotorové oblasti genu. Mutant fsd1-2 ma nefunkéni gen kodujici Fe?*
superoxiddismutasu (FeSOD). Ackoliv se T-DNA u tohoto mutanta nachazi v oblasti
promotoru, bylo potvrzeno, ze K proteosyntéze FeSOD skute¢né nedochazi (Kuo et al.,
2012). Patrné zde T-DNA narusuje regula¢ni oblasti dulezité pro transkripci genu.

Mutant mpk3-4/2 tedy nemutize byt vyuzit pro studium funkce MPK3 b&hem vyvoje
Arabidopsis, jelikoz i pfes pfitomnost T-DNA Vv promotoru genu u n&j dochazi
k syntéze proteinu MPK3. Pro potvrzeni fenotypu mutantnich rostlin mpk3-1
s vyfazenym genem MPKS3 z ¢innosti tak neni mutant mpk3-4/2 vhodnym kandidatem.
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5 ZAVER

V teoretické Casti byla vypracovana literarni reSerSe na téma mitogen-aktivované
proteinkinasy (MAPK) a jejich role pii vyvoji rostlin a pii adaptaci rostlin
béhem nepfiznivych podminek. Prace byla zaméfena na mitogen-aktivovanou
proteinkinasu 3 (MPK3), ktera hraje vyznamnou roli pravé piiobran¢ rostlin vici
riznym abiotickym a biotickym stresiim, a také béhem rostlinného vyvoje.
Experimentalni C¢ast byla zaméfena na fenotypovou a genotypovou analyzu
mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana mpk3-4/2 s vyzazenym genem MPK3 z funkce.
Jedna se o T-DNA inzer¢niho mutanta, u n¢hoz byla pfitomnost T-DNA potvrzena
v oblasti promotoru genu MPK3. Pomoci metody PCR, ktera potvrdila inzerci T-DNA
v genomu mutanta mpk3-4/2, byly vybrany ¢étyfi homozygotni rostliny, jejichz dalsi
generace byla podrobena studiu fenotypu nadzemni a kofenové casti. Vysledky
fenotypové analyzy byly porovnany s kontrolnimi rostlinami Col-0, ale nebyly zde
pozorovany zadné vyznamné rozdily tak, jak bylo ocekavano. Nakonec byl také
proveden Western blot, pomoci kterého byla detekovana ptitomnost proteinu MPK3 ve
vSech ctyfech mutantnich liniich. Vysledky tak prokézaly nenaruSenou expresi genu
MPK3, jelikoz T-DNA je pravdépodobné inzertovana v promotoru tohoto genu mimo
dilezité regulacni oblasti. Proto byl tedy fenotyp mutanta mpk3-4/2 shodny
s kontrolnimi rostlinami Col-0 a z tohoto diivodu nemiize byt tato mutantni linie dale

pouzita pro studium funkce MPK3 béhem vyvoje Arabidopsis thaliana.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

4MI3G — 4-methoxy indolyl-3-methyl glukosinolat
ABA — kyselina abscisova
ACC — 1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina
AGS — alifatické glukosinolaty
AIK1 — gen koédujici MAPKKK?20
ANP1 — Arabidopsis NPK1 homolog
AUX — auxiny
BAR — gen rezistence na fosfinotricin
BSA — hovézi sérovy albumin
Col-0 — A. thaliana ekotyp Columbia
dNTPs — deoxynukleotidy
DSPs — duélné specifické Ser/Thr a Tyr fosfatasy
DTT — dithiotreitol
ECL — chemiluminescen¢ni substrat
FLG 22 — flagellin 22
FLS2 — receptor detekujici ptitomnost flagellinu 22
IGS — indolové glukosinolaty
LB — leva koncova sekvence
LEA — geny ucastnici se regulace osmotického stresu u A. thaliana
LP — levy primer
MAPK — mitogen-aktivované proteinkinasy
MAPKK (MAP2K, MKK) — mitogen-aktivované proteinkinasy kinasy
MAPKKK (MAP3K, MEKK) — mitogen-aktivované proteinkinasy kinasy kinasy
MKS1 — substrat pro MAP kinasy
MMK3 — MAPK z Medicago sativa
MS — Murashige & Skoog
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OMTK1 - MAP3K z Medicago sativa

OXI1 — gen Gcastnici se regulace oxidativniho stresu u A. thaliana
ORI — replikac¢ni pocatek

PCR — polymerazova fetézova reakce

PAGE — polyakrylamidové gelova elektroforéza

PPT — fosfinotricin

PSTPs — serin-threonin fosfatasy

PTPs — protein-tyrosin fosfatasy

PVDF — polyvinylidendifluorid

RLK — receptorova kinasa

RLP — receptorovy protein

ROS — reaktivni formy kysliku

RB — prava koncova sekvence

RP — pravy primer

SAIL — Inzeréni knihovna Arabidopsis

SALK - Institut biologickych sudii (Jonas Edward Salk)

SD — smérodatna odchylka

SDS — dodecylsulfat sodny

TAIL PCR — polymerazova fetézova reakce neznamych DNA fragmenti
T-DNA — inzeréni DNA nesena na Ti-plasmidu

Ti plasmid — plasmid Agrobacterium tumefaciens vyvolavajici rst tumort

Vir geny — geny podilejici se na virulenci pii transformaci pomoci A. tumefaciens
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