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Abstrakt

Je¢men (Hordeum vulgare) se fadi mezi nejvyznamngj$i plodiny svétového
hospodaistvi diky svému mnohostrannému vyuziti a genetické rozmanitosti
umoznujici jeho rast v Siroké skale ekologickych regiont.
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funkce, udrzuji homeostazu, jsou zde skladovany Ziviny, proteiny a sekundéarni
metabolity; probihaji v nich signaliza¢ni a detoxifikacni procesy. Jsou vyuZivany
pro vyzkum metabolitl a latek transportovanych pfes membranu.

Tato prace se zabyva nalezenim idedlnich podminek pro ziskani protoplasti
a vakuol z je¢mene.

V teoretické Casti byla vypracovana literarni reSerSe zabyvajici se vyznamem
je¢mene V hospodafstvi, vlastnostmi protoplastii a vakuol, jejich izolaci a dal$im
vyuzitim. V experimentalni ¢asti byla optimalizovdna metoda — zejména osmotické
vlastnosti roztoki a pomér enzymil pro izolaci protoplastl a vakuol z je¢mene. Cistota
odebranych frakci protoplasti a vakuol byla nasledné potvrzena pomoci western blotu

a imunodetekce s protilatkami V-ATPasou pro tonoplast a Xet5 pro bunéénou sténu.
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Abstract

Barley (Hordeum vulgare) belongs to the most important crops of the world economy
thanks to its versatile usage and genetic diversity enabling the growth in a wide range
of ecological regions.

The protoplasts are structures free of cell wall. They can be isolated from many parts
of plant and cell cultures. They serve for the study of membrane transport, regulation
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functions in plants. They maintain homeostasis; nutrients, proteins and secondary
metabolites are stored there; signaling and detoxification processes take their place
there. They are used to research metabolites and substances that are transported across
membrane.

This work is concerned with finding the ideal conditions for obtaining protoplasts
and vacuoles of barley.

In the theoretical part a review dealing with the significance of barley for economy,
properties of protoplasts and vacuoles, their isolation and further use, was written.
Inthe experimental part a method — particularly the osmotic characteristics
of solutions and the ratio of enzymes for the isolation of protoplasts and vacuoles
from barley were optimized. The purity of fractions of protoplasts and vacuoles was
confirmed by western blotting and immunodetection with the antibodies V-ATPase

for tonoplast and Xet5 for cell wall.
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1 UVOD

Je¢men (Hordeum vulgare) patfi mezi jednod€lozné rostliny a je ¢tvrtou nejpéstovanéjsi
obilovinou na svété. Jeho vyuziti je mnohostranné — v pivovarnictvi a destilacnim
pramyslu, jako slozka krmiva zvifat a také tvoii nepostradatelnou soucast lidského
jidelnicku. Vysoka genetickd rozmanitost a vSestranna odolnost umoznuje jeho
péstovani v rozli¢énych podnebnych oblastech od polarnich ¢asti svéta po subtropickou
Afriku.

Protoplasty rostlin pifedstavuji unikatni systém utvari bez bunécéné stény.
V soucasnosti je mozné izolovat je z rozliénych jednod€loznych i dvoudéloznych rostlin
a jejich c¢asti, a to z pletiva listu, okvétnich listkli, sazenic i bunécnych suspenzi.
Mechanické procedury jako krajeni pletiva a odstraiovani epidermis jsou nasledovany
enzymatickym rozloZzenim bunééné stény. Protoplasty jsou cennym néstrojem
pro studium membranového transportu, regulace metabolismu, mapovani proteini
aexprese genu. Jejich nejvetsi potencial je v genetickém inzenyrstvi a procesech
Slechténi.

Rostlinna bunika obsahuje velkou centralni vakuolu a mnoho menSich v riznych
stadiich vyvoje. Vakuola zastava rozliéné funkce — udrzuje a upravuje turgor a pH, jsou
zde skladovany proteiny, ziviny a sekundarni metabolity; probihaji tu detoxifikacni
a signalizaéni procesy. Ziskat vakuoly v Cisté formé je pomémné sloZité, protoze jsou
extrémné citlivé na zmény podminek v pribéhu izolace. Uvolnéni intaktnich vakuol lze
docilit plisobenim lyza¢niho roztoku a mechanického tlaku na protoplasty. Vyznamné je
studium latek transportovanych ptes tonoplast a metaboliti nachazejicich se ve vakuole
jako jsou aminokyseliny, organické kyseliny, cukry, vitaminy, hormony a flavonoidy.

Cilem této bakalarské prace je v teoretické Casti zpracovat literarni reSerSi na téma
je¢men v hospodafstvi; vlastnosti, izolace a vyuZiti protoplastii a vakuol. Praktickd ¢ast
je zaméfena naoptimalizaci metodiky pro izolaci protoplasti a vakuol
u jednodéloznych rostlin, zvIasté u jeCmene a nasledné ovéfeni Cistoty ziskanych frakci

pomoci metody western blot.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Jednodélozné rostliny

Ttida jednod€loznych rostlin obsahuje mnoho zemédé€lsky vyznamnych druhti jako
kukufici (Zea mays L.), pSenici (Triticum aestivum L.), jeémen (Hordeum vulgare L.)
aryzi (Oryza sativa L.). V globalnim méfitku jsou obiloviny péstovany
na 700 milionech hektarti a tvoii ptes 40 % energetického piijmu proteint v lidské
strave. Pfispivaji tudiz zésadné k zajisténi zdkladnich zivin a tim k ristu populace

(Dunwell, 2014).

2.1.1 Slechténi a genetické tipravy

Lidstvo hraje aktivni roli pfi Slechténi ptivodnich odriid obilovin uz od ranych dob
zeméd¢lstvi, coz je vice nez 10000 let. Moznosti prvnich farmari byly pomérné
omezené, vybirali nejlepsi rostliny vizualné podle posouzeni jejich vlastnosti
(Wang et al., 1999). Postupny rozvoj Slechténi zrychlil s pfibyvajicimi védeckymi
objevy a poznatky. S objevem mendelovské genetiky vzrostlo pochopeni funkce genti
podminujicich fenotypy a selekce se tak stala systematictéjsi (Hartl a Orel, 1992).
Moderni zemédélstvi s velkymi plochami monokultur poskytuje idealni prostredi
pro rozvoj a $ifeni Skidct, plevelll a nemoci. Vznikaji tak odolné druhy, které mohou
zni€it celou Urodu. I pfes existujici ochranu je rocni ztrata kolem jedné tfetiny. Zatimco
tradiéni zpisoby Slechténi jsou omezeny moznostmi 1 Casem, techniky genetické
modifikace umoznuji cilenou a nékolikanasobnou ochranu obilovin pfed riznymi
Skiidei. Na geneticky modifikované rostliny neni tfeba aplikovat pesticidy a umoziuji
tak efektivnéjsi vyuziti ptdy (Bruce, 2012). Jiné jsou naopak odolné vici herbicidim.
Prikladem herbicidu je glyfosat (N-(fosfonomethyl)glycin; Obr. 1), ktery je svétové
nejprodavanéjsi agrochemikalii. Od uvedeni pfipravku Roundup od firmy Monsanto
natrh na pocatku 70. let zmeénila tato chemikalie v mnoha tpravach globalni

zemédélstvi.
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Obr. 1: Strukturni vzorec glyfosatu, u¢inné latky Roundupu

Disponuje mnoha silnymi strankami, zejména systémovosti a Schopnosti nicit
Glyfosat je mimotadné efektivni herbicid a pfedstavuje znacnou vyzvu pro vyvoj
novych piipravktl urcenych pro udrzitelné péstovani obilovin, vyzadujici efektivni
a ekologicky Setrnou regulaci plevele (Baylis, 2000).

Rozsiteni soji odolné vici glyfosatu vroce 1996 znamenalo pocatek nové éry
Vv oblasti regulace plevele. Od té doby byly transformovany kukufice, bavina, fepka
a laskavec (Dill, 2005; Norsworthy et al., 2014). V roce 2010 bylo 70 % kukufice
péstované v USA rezistentni vuci glyfosatu, u soji se jednalo dokonce o 93 %
a ubaviny o 78 %. Nevyhodou ovSem je, ze masivni pouZiti postiikti vede na druhou
stranu ke vzniku odolnych druhti plevele (Beckie, 2011).

Dalsim rizikem je mozny pfenos gent z transgennich rostlin na divoce rostouci, coz
muze témto rostlinam poskytnout v urcitych oblastech selektivni vyhodu vici
herbicidim nebo hmyzu. Pfenos gent zplodin na piibuzné divoce zijici druhy
se objevil i v dobach pted genetickymi manipulacemi a je tudiz tieba vzit jej v uvahu
pfi hodnoceni rizik (Chandler a Dunwell, 2008).

2.1.2 Rozsiteni geneticky modifikovanych plodin

Péstovani geneticky modifikovanych obilovin pfineslo zna¢né ekonomické i ekologické
vyhody. Rozloha izemi, na kterém jsou GM plodiny péstovany, vzrostla 94nasobné,
z 1,7 milionu hektarti v roce 1996 na 160 miliond hektart v roce 2011 (Obr. 2). Pocet
zemi dovolujicich péstovat geneticky modifikované potraviny se zvysil na 29 (Chen a
Lin, 2013). Nejvetsi plocha osazena GM rostlinami piipada na Severni a Jizni Ameriku

a Asii, jak je patrné z Obr. 3.
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Obr. 2: Vyvoj velikosti izemi osazeného GM plodinami
(http://www.fao.org/fileadmin/user_upload/agns/topics/LLP/AGD803_3 Final_En.pdf,
upraveno)
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Obr. 3: Mapa oblasti, kde se péstuji GM plodiny
(http://www.fao.org/docrep/015/i2490e/i2490e04d.pdf, upraveno)



2.2 Hordeum vulgare L.

2.2.1 Taxonomické zarazeni
Rige: rostliny (Plantae)
Podiise: cévnaté rostliny (Tracheobionta)

Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)

Ttida: jednod¢lozné (Liliopsida)

Rad: lipnicotvaré (Poales)

Celed: lipnicovité (Poaceae)

Rod: je¢men (Hordeum)

Druh: je¢men sety (Hordeum vulgare)

2.2.2 Hordeum vulgare L.

Je¢men je jednou z prvnich domestikovanych obilovin. Je zdkladni a dnes celosvétove
¢tvrtou nejrozsifenéjsi plodinou zeméd¢lstvi po kukuftici, ryzi a pSenici (Schulte et al.,
2009). Je vyuzivan v pivovarnictvi a destilaénim primyslu jako slad, slouzi jako
ptidavna slozka krmiva pro zvifata a je nepostradatelnou soucasti lidského jidelnicku.

Vysokd genetickd rozmanitost umoznuje existenci kultivari tolerantnich na chlad,
zvySenou slanost, sucho a zasadité pudy, tudiz je mozné péstovat jemen v rozmanitych
ekologickych regionech po celém svété od oblasti kolem polarniho kruhu
po subsaharskou Afriku (Mrizova et al., 2014). Je prokazana existence 317 divokych
a 57 kultivovanych linii (Badr et al., 2000).

Je¢men si zachovava dobré vynosy i1 v tvrdych podminkach, tudiz zlstava
vyznamnym zdrojem jidla v chudSich zemich. V rozvinutéjSich spole¢nostech byl
klasifikovan jako funkéni potravina. Zrna jeCmene obsahuji vysoké davky rozpustné
vlakniny, kterd vyrazné sniZzuje riziko vzniku zavaZznych onemocnéni, zahrnujicich
diabetes II. typu, kardiovaskularni onemocnéni a rakovinu tlustého stfeva, které

postihuji stovky miliont lidi po celém svété (Collins et al., 2010).



22.2.1 Genom jeCmene

Je¢men je pfirozené diploidni, mé nizké chromozomové ¢islo (2n=14), rozsahly genom
o0 velikosti 5,1 Gb a je snadno ktizitelny (Saisho a Takeda, 2011). Pro srovnani velikost
genomu psenice (17 Gb) je vic nez tiikrat rozsahlejsi (Bennet a Smith, 1976),
Arabidopsis thaliana (125 Mb; Kaul et al., 2000) a ryze (389 Mb) mnohonasobné mensi
(International Rice Genome Sequencing Project, 2005). Sekvenace celého genomu
je¢mene vedla k mnoha novym objevim. Bylo identifikovano 26 159 gent vykazujicich
vysokou shodu sjinymi rostlinnymi genomy a 53 220 gent S nizkou homologii.
Pro genom jeCmene je charakteristicky hojny obsah repetitivnich sekvenci, piiblizné
84 % tvoii mobilni prvky (transpozony) a podobné struktury. Tato data otviraji nové
moznosti studia jeémene pomoci genomiky, metabolomiky a proteomiky (Mayer et al.,
2012).

Prioritné se vyzkumnici zabyvaji rezistenci vuéi abiotickému stresu, coz zahrnuje
slanost pudy, teplotu, sucho a piijem Zivin (Saeed et al., 2012) i biotickému stresu
Zptsobenému jinymi zivymi organismy a patogeny (Dreher a Callis, 2007).

2.2.2.2 Je¢men jako modelovy organismus

Je¢men je vyuzivadn jako modelovy organismus kvili podobnosti svého genomu
s genomy ostatnich obilovin. Genetické transformace umoznuji rozSifeni znalosti
Voblasti piimé zmeény genové exprese nasledované zkouméanim funkce genu
pozorovanim fenotypu.

Oblast vyzkumu se zaméfuje na nemoci jako rez travni (Puccinia graminis L.)
apadli travni (Blumeria graminis hordei L.) a pfizpisobivost téchto patogenti
(Hensel et al., 2008). Genetické transformace ménici expresi genll zapojenych
do pribéhu nakazy vedou k lep$imu porozuméni probihajicich mechanismu, a tak
umoziuji produkci je¢mene schopného odolat napadeni patogenem (Kogel a Langen,

2005).



2.3 Rostlinna bunka

hladké jadro jadérko

endoplasmatické drsné

retikulum endoplasmatické
retikulum

"~ ribosomy

vakuola
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i Ronkie leukoplast

Obr. 4: Schéma rostlinné bunky

Rostlinna burika (Obr. 4) se fadi mezi eukaryotické buriky, vykazuje vSak i mnoho
charakteristickych ryst, jimiz se lis§i od bunky zivoci$né, jako je pifitomnost bunééné
stény, plastidi a vakuol. Zasobnimi latkami jsou $krob a oleje. Dalsimi znaky jsou
autotrofni vyZiva a neukonceny rist.

Nejvyznamnéj$im znakem je piitomnost bunéné stény. Ta je slozena z celulosy,
hemicelulosy, pektinu a v mnoha ptipadech ligninu. Jejim hlavnim tkolem je chranit
bunku.

Pod ni se nachazi plazmaticka membrana, coz je tenky polopropustny obal slozeny
z lipidové dvojvrstvy se zakotvenymi proteiny. Plazmatickd membrana ohranicuje
vnitiek buiiky od vnéjSiho prostiedi a kontroluje pohyb latek do a ven z buiiky.

VétSina genetického materidlu je ulozena v jadie. To je obklopeno dvéma
membranami, nachdzi se vném chromatin a jadérko, obsahujici velké mnozstvi
ribozomélni RNA.

Na jadro navazuje endoplazmatické retikulum (ER), coz je soustava vzajemné
propojenych membranovych cisteren a kanalkd. Casto byva napojeno i na Golgiho

aparat. ZvétSuje vnitini povrch buiiky, coz je vyhodné pro pribéh metabolickych



procest. Na povrchu drsného ER jsou pfisedlé ribozomy, dochéazi zde k syntéze, Gprave
a rozkladu poskozenych bilkovin. Hladké ER odstranuje toxické latky, probiha zde ¢ast
metabolismu lipidi a hemu.

Ribozomy jsou ribonukleoproteiny nachazejici se ve vysokych poétech v cytoplazmé
a také na ER. Probihd na nich translace, pfi niz je zfetézce RNA syntetizovan
polypeptid. Jsou sloZeny z vétsi a mensi podjednotky.

Dale je v bunice Golgiho komplex, ktery tvoii soustava buné¢nych vacka, slouzicich
k transportu, pfechovavani, apravé bilkovin a exocytoze.

Nepostradatelné plastidy vznikly primarni endosymbidézou ze sinic pohlcenych
heterotrofnim eukaryotem. Radi se mezi né chloroplasty, obsahujici chlorofyl, v nichz
probihd fotosyntéza, amyloplasty obsahujici Skrob, elaioplasty obsahujici tuky
a chromoplasty bohaté na barevné pigmenty.

Nedilnou soucasti buiiky jsou mitochondrie, dals$i endosymbioticky vzniklé organely,
V nichz probihd bunétné dychani a vznikd tak na energii bohaty ATP, pouzivany
pro pritbéh mnoha dalSich zivotné dilezitych pochodi.

Podstatnou ¢ast prostoru bunky zaujima velka centralni vakuola obklopena
membranou zvanou tonoplast. Ta udrzuje turgor, kontroluje vyménu molekul, uklada

Ziviny a zpracovava odpadni latky (Madigan et al., 2000)

2.4 Protoplasty

Rostlinné protoplasty (Obr. 5) predstavuji unikatni systém, umoziujici zkoumat mnoho
aspektii moderni biotechnologie. Velké pokroky v oblastech genomiky, proteomiky
a metabolomiky obnovily zvySeny zajem o tyto kiehké utvary bez bunétné stény.
K dispozici jsou spolehlivé postupy pro izolaci protoplastl z Siroké Skaly rostlin, a to
jednodéloznych i dvoudéloznych (Davey et al., 2005). Vyvoj téchto postupi zvysil
vSestrannost vyuZiti rostlin v biochemickém 1 genetickém vyzkumu. Ty se tak staly

nepostradatelnou soucasti genetického inzenyrstvi a procesu Slechténi.



Obr. 5: Protoplasty z A. thaliana uvolnéné po 1yzi bunécéné stény

Atraktivitu izolovanych protoplasti reprezentuji dva dilezité faktory: predstavuji
systém jednotlivych bunck, protoze kazdy protoplast je zcela odd€len od ostatnich
a zadruhé jsou po odstranéni bunééné stény obklopeny pouze cytoplazmatickou
membranou. Proto jsou cennym systémem pro fadu riznych studii — membranovy
transport, regulace metabolismu a genova exprese (Krautwig a Lorz, 1995).

Od prvni usp&né izolace protoplastd vroce 1960 (Cocking, 1960) doslo
K vyznamnému pokroku a mnoha vylepSenim izolaénich metod. Bylo publikovano
mnoho postupll izolace a purifikace protoplastli pro optimalizaci vytézku u riznych
rostlinnych druhd. Tyto postupy jsou ¢asto komplikované, zahrnuji mnoho kroki a jsou
casové narocné. Navic jsou vyuzitelné u jednoho nebo jen nékolika malo rostlinnych
druhli. Tato omezeni mohou byt piekondna pozménénim existujicich podminek

a riznou kombinaci a mnozstvim enzymu (Rao a Prakash, 1995).

2.4.1 Vychozi material pro izolaci protoplastu

Fyziologicky stav pletiva ovliviluje schopnost uvolilovat Zivotaschopné protoplasty.
Sezénnim zméndm, majicim vliv na reprodukovatelnost izolace, 1ze ptedejit péstovanim
rostlin in vitro ve stalych podminkach nebo pouzitim suspenznich kultur.

V soucasné dobé mohou byt protoplasty izolovany z pletiva listu, okvétnich listkd,
sazenic a diferenciovanych nebo embryogennich bunéfnych suspenzi. Posledni
jmenované jsou preferovanym zdrojem materidlu pro jednodélozné rostliny, jako jsou
obiloviny a bananovnik (Assani et al., 2002). Vyhodou pouziti semenacku je,

ze protoplasty mohou byt izolovany z hypokotylu, déloznich listkli, kotena



I kofenového vlaseni a to jiz ponckolika dnech od vykli¢eni rostlinky
(Davey et al., 2005).

Prvni protokol, zabyvajici se izolaci protoplastii (Cocking, 1960) pracoval s kofeny
rajcete. Power a Cocking (1970) se dale zabyvali také listy tabaku (Nicotiana
tabaccum L.) o stafi 50-70 dni. Kringstad et al. (1980) se zaméfili na izolaci
z tuénolistych rostlin (Crassulacean). Neobvyklou techniku pro izolaci protoplasti
z Arabidopsis thaliana, vyuzivajici dva druhy lepici pasky (pro oporu pii manipulaci
a odstranéni spodni epidermis) vypracovali Wu et al. (2009). Postupné byly vyvinuty
a aplikovany metody pro izolace protoplastii z mnoha jednodéloznych i dvoudéloznych
rostlin: husenicek rolni (Arabidopsis thaliana L.), paprika seta (Capsicum annuum L.),
rajée jedlé (Solanum lycopersicum L.), kukufice seta (Zea mays L.), bananovnik
(rod Musa) a dalsi (Robert et al., 2007; Bloom-Zandstra et al., 1995; Assani et al.,
2002; Sheen, 2002; Rao a Prakash, 1995).

2.4.2 lzolace protoplasti

Mechanické procedury, zahrnujici krajeni materialu na kousky a odstranéni povrchové
vrstvy pomoci moiského pisku nebo karborunda, jsou samostatné pouzivany jen
Vv piipadé, Ze neni vyZadovano velké mnozstvi protoplasti.

Pokud je titeba mnoho protoplasti, coz je bézné&jsi, je zékladni metodou enzymatické
rozloZeni bunétné stény pomoci celulasy, pektinasy nebo macerozymu. Dvoukrokova
metoda zahrnuje uvolnéni mezofylovych bun¢k pomoci pektinasy a naslednou aplikaci
celulasy, vedouci k formaci izolovanych protoplasti (Takebe et al., 1968). Procedura
byla zjednodusena pouzitim smési enzymii pektinasy a celulasy, pfidanych piimo
ke zpracovavanému materialu (Power a Cocking, 1970). Pii odstranéni bunécné stény
pomoci enzyml je tfeba omezit dobu jejich plsobeni, aby nedoSlo k poskozeni
protoplastu.

Doba ptisobeni enzymatického roztoku se pohybuje kolem 2-4 hodin pfi laboratorni
teploté, nebo naopak delsi dobu 16 h pii teplot¢ 16°C (Bloom-Zandstra et al., 1995).
Pomér enzymti macerozymu/pektinasy ku celulase se rizni od 1:1 pfes 1:5 a 1:10
az po 1:170 (Pandey et al., 2002), v zavislosti na pouzitém materialu a rostling.

Uvolnéné protoplasty jsou obvykle filtrovany a centrifugovany, coz pusobi
na plasmatickou membranu stresové. Qian et al. (1993) dokazali, Ze takovéto zachazeni

mize zpusobit zménu v proteinovém slozeni plasmatické membrany, a dokonce ovlivnit
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miru aktivity ATPasy nebo vydeje K iontd. Pro minimalizaci nasledkdl je vyhodné
nemenit osmolaritu roztokl v pribéhu izolace a piedejit tak osmotickému Soku
amoznému poskozeni plasmatické membrany. V nékterych protokolech jsou
centrifugacni kroky zcela vynechany.

Uvoliovani protoplastli ovlivitluje mnoho faktord, zahrnujicich tloustku bunééné
stény, teplotu, dobu inkubace s enzymy, pH optimum enzymatického roztoku, rychlost
michani, a povahu osmotika (Sinha et al., 2003).

Cely proces nezbytny pro ziskani protoplasti mize byt pro buiiky stresujici, coz je
zptisobeno hromadénim aktivnich forem kysliku a degradacnich produkti, které
zpusobuji 1yzi bunky (Cutler et al., 1989). Reaktivni kyslikové castice (ROS) hraji
vyznamnou roli v ranych i pozdé&jsich fazich reakce rostliny na patogenezi, piisobi jako
signalni molekuly a pfimo jako antipatogeny (Allan a Fuhr, 1997). O aktivnich formach
kysliku je znamo, ze se ucastni sitovani bunécné stény a hydroxylové radikaly
se podileji na rozvolnovani bunécné stény. Na druhou stranu je tfeba podotknout,
ze pokud nejsou vibec ptitomny antioxidacni geny a mechanismus indukce aktivnich
forem kysliku neni funkéni, protoplasty mohou trpét oxidativnim stresem a peroxidaci

membranovych lipida (Papadakis a Roubelakis-Angelakis, 2002).

2.4.3 Vyuziti izolovanych protoplasti

Kontrolovana 1yze protoplasti umoziuje izolaci urcitych bunéénych frakci, zahrnujicich
membrany a organely jako jsou vakuoly s cilem studia biochemickych a fyziologickych
vlastnosti, transportu iontll a akumulace latek.

Izolované protoplasty vySSich rostlin syntetizuji za spravnych podminek novou
bunécnou sténu a probiha u nich mitotické déleni. Dcetiné buniky se vyviji ve tkané,
Z nichZ mohou byt rostliny regenerovany pomoci embryogeneze nebo organogeneze.
Protoplasty jsou nejcastéji kultivovany v tekutém mediu, coz je nejjednodussi. Také
mohou byt udrzovany na specidlnich médiich piekrytych nylonovou sitovinou nebo

filtracnim papirem (Power et al., 2004).

2.4.3.1 Transformace

Ptipravené protoplasty je mozné pouZit jako vychozi material pro transformace.

K dispozici jsou mnohé metody pro zavedeni exogenni DNA do rostlinné bunky.
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Jsou to metody spojené s Agrobacterium tumefaciens, bombardovani mikroprojektily
nebo piima transformace. Kazdé z nich pfindsi urcité nevyhody, coz vede k vyvoji stle
novych, alternativnich moznosti jako jsou infiltrace, elektroporace, mikroinjekce
a transformace zprostfedkované karbidem kiemiku nebo liposomy.

PocateCni studie byly zamétfeny na transformaci protoplasti u lilkovitych
(Solanaceae) s intaktnimi Ti plasmidy, a to od doby, kdy bylo mozné transformované
bunky Iépe regenerovat pomoci predpokladanych rtstovych regulatorti. Nasledna
zkoumani potvrdila efektivitu chemickych latek jako PEG (polyethylenglykolu),
elektroporace (elektrickych pulst o vysokém napéti), nebo kombinace téchto metod
k proniknuti DNA do protoplasti (Rakoczy-Trojanowska, 2002).

Nasledné byly vyvinuty metody zahrnujici techniky transformace pro kukufici
(Kirienko et al., 2012), psenici (Tamas-Nyitrai et al., 2012), ryzi (Duan et al., 2012;
Weakasa et al., 2012) a je¢men (Harwood, 2012).

2.4.3.2 Patch clamp experimenty

Patch-clamp je laboratorni technika elektrofyziologie umoznujici studium iontovych
kandlti v buiice. Jako elektrodu vyuziva sklenénou mikropipetu s ustim o priméru
kolem 1 um, coz je velikost zabirajici n€kolik iontovych kandld. Vnittek pipety je
naplnén odpovidajicim roztokem, ktery umoziuje studovat zmény ve velikosti
elektrického proudu, ktery generuje tok iontl prochazejici kanilem za rtznych
podminek. Mikropipeta je pfitlacena proti plazmatické membrané a pomoci sani se
vytvoti spojeni izolujici méfeny proud (Hamill et al., 1981).

Bunééna sténa predstavuje hlavni piekazku pro patch-clamp experimenty. Proto je
tieba odstranit ji a ziskat ptistup k plazmatické membrané. Toho 1ze dosdhnout dvéma
zpusoby: enzymaticky a mechanicky, jak je uvedeno v kapitole 3.4.2 (Trebacz
a Schonknecht, 2000).

Vétsina studii vyuZzivajicich tuto techniku u vysSich rostlin je zamétfena na procesy
transportu iontli v ochrannych bunkach epidermis a jen zfidka v buiikach kotene nebo
mezofylovych (Bloom-Zandstra et al., 1995). Ochranné bunky hraji dilezitou
fyziologickou roli v regulaci plynnych toki pies rostlinnou epidermis. Tyto buiky
se staly modelovym systémem pro studium signalnich drah, pienasejicich fyziologické

reakce na podnéty z prostredi (MacRobbie, 2000). Pandey et al. (2002) vypracovali
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protokoly pro izolaci protoplasti z ochrannych buné¢k epidermis A. thaliana ve velkém

I malém méfitku uréenych pro fyziologické studie.

2.4.3.3 Proteomika

Odvétvi proteomiky je dnes Siroce vyuzivano v rostlinné biologii, zejména pii studiich
modelovych organismil a vyznamnych plodin (Jorrin et al., 2007). Proteomika, to je
systematické studium a charakterizace proteinti v bunééném pletivu nebo celém
organismu, zahrnujici mapovani vyskytu a slozeni bilkovin, proteinové interakce,
lokalizaci, dynamické udalosti v regulacni proteinové siti, signalni mechanismy,
metabolismus a transkripci (de Hoog a Mann, 2004).

Hynek et al. (2009) zkoumali obohaceni hydrofobnich membranovych proteint,
které mohou hrat vyznamnou roli v procesu kliceni, z frakce plasmatické membrany
je€mene pomoci dvoufdzového déleni a chromatografii na reverzni fazi. Mira obohaceni
byla potvrzena pomoci western blotu a imunodetekci s H'-ATPasou. Po prob&hnuti
SDS-PAGE identifikovali celkem 61 proteind (19 uz bylo objeveno dfive) pomoci

tandemové hmotnostni spektrometrie s elektrosprejem (ESI-MS/MS).

2.5 Vakuoly

Rostlinné vakuoly (Obr. 6) se lisi velikosti, funkcemi a svym rozdilnym obsahem
v odlisnych pletivech a typech bun€k. VétSina rostlinnych bunék obsahuje velkou
centrdlni vakuolu, kterd zabira vice nez 90% celkového objemu builky. Déle muze

obsahovat mensi vakuoly v riiznych stadiich vyvoje (Marty, 1999).
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50 pm

Obr. 6: Vakuoly izolované z A. thaliana

Vakuola je nejvétsi soucasti plné vyvinuté rostlinné buniky a probiha v ni vétSina
hydrolytickych procestt véetné proteolyzy (Ramos et al., 2011). Vakuoly plni u rostlin
rozliéné, biologicky vyznamné funkce — udrzuji a upravuji turgor a pH, probihaji zde
detoxifika¢ni procesy nebo jsou zde skladovany proteiny, ziviny a sekundarni
metabolity (Trentmann a Haferkamp, 2013). Plni nezastupitelnou roli pfi udrzeni
homeostazy a umoznuji rust buiky. Slozeni vakuoly a regulace jejiho objemu zavisi
na aktivité prenasect a kanalli umisténych v membrané, nazyvané tonoplast, obklopujici
vakuolu (Reisen et al., 2005).

Neékteré pIln€ vyvinuté bunky obsahuji nejméné dva typy velkych vakuol
s rozdilnymi funkcemi. Je pozoruhodné, Ze jednotlivé vakuoly mohou zastavat mnohé
funkce, castecné podporované membranovym transportnim systémem. Rozli¢né
prenasece se podili na skladovani dusiku, schopnosti snaset rizné koncentrace soli
a tézkych kovi, signalizaci a ochrané bunky. Déale umoznuji rostliné reagovat na ménici
se prostfedi, skladovat Ziviny a energii na hor$i Casy a udrZzovat optimalni podminky
v cytosolu (Martinoia et al., 2007).

Diky svételné mikroskopii bylo zjiSténo, Ze protoplasty je¢mene obsahuji dva odlisné
typy vakuol — skladovaci a lyzozomalni. Fluorescenéni mikroskopie s pouzitim pH
sensitivni fluorescentni proby a substratu pro cysteinové proteasy prokdzala, Ze oba
typy jsou kysel¢, lytické (Swanson et al., 1998).

Na rozdil od jinych organel, jako jsou mitochondrie a chloroplasty, které je pomérné
snadné ziskat v Cisté formé, jsou rostlinné¢ vakuoly extrémné citlivé a jejich izolace
klasickymi metodami pomoci homogenizace rostlinného materidlu mtze vést k jejich

poskozeni (Robert et al., 2007).
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Vakuoly jsou zapojeny do programované bunécné smrti, coz je aktivni proces
selektivniho odstranéni urcitych bunék pfi plisobeni biotického nebo abiotického stresu.
Jsou popsany dva mechanismy. Zaprvé je to naruSeni tonoplastu zptisobujici uvolnéni
obsahu vakuoly do cytoplasmy, které je ucinné proti vnitrobunéénym parazittim,
a zadruhé spojeni tonoplastu s cytoplazmatickou membranou nasledované uvolnénim
obsahu vakuoly do bunétné stény, které je ucinné proti mimobunéénym parazitim

(Hara-Nishimura a Hatsugai, 2011).

2.5.1 lzolace vakuol

K ziskani intaktnich vakuol je nutné docilit 1yze protoplastii, a to ptisobenim lyzacniho
roztoku a mechanicky vystavenim tlaku opakovanym pipetovanim nebo protlaCovanim
ptes jehlu stiikacky (Bethke et al., 1996).

Pomérné rozsifenou metodou, jak uvolnit a ziskat vakuoly z Castecné lyzovanych
protoplastt, je centrifugace v nékolikapatrovém diskontinualnim hustotnim gradientu.
Kringstad et al. (1980) pouzili 5%, 10% a 15% (w/v) Ficoll v 0,5 mol-I* manitolu
a 25 mmol'I"* Tris-HCI, pH 8; Martinoia et al. (1986) 5%, 20% a 30% (v/v) Percoll
v 0,5 mol‘I™* sorbitolu, 1 mmol-I* CaCl, a 5 mmolI"* MES, pH 6.

Prehledny a funkéni protokol pro A. thaliana vypracovali Robert et al. (2007).

2.5.2 Vyutziti izolovanych vakuol

Slozeni vakuoly a regulace jejiho objemu jsou zavislé na koordinaci aktivit transportért
a kanall, nachazejicich se v tonoplastu. Reisen et al. (2005) provedli 3D rekonstrukci,
atim umoznili novy pohled na architekturu membrany a jeji pozorovani b&hem
dynamicky probihajicich procesi.

Tohge et al. (2011) se pokusili zodpoveédét otazku: Jak je metabolismus regulovan?
Pro tento ucel pouzili vysoce piecisténé vakuoly jeCmene a srovnali jejich metabolom
s tim, ktery je obsazen v protoplastech, ze kterych byly ziskany tyto vakuoly. Pomoci
kombinace GC/MS (gas chromatography/mass spectrometry) a FT/MS (Fourier
transform/mass spectrometry) detekovali ve vakuole 59 primarnich metaboliti
se znamou strukturou a dalSich 200 sekundérnich, u kterych je struktura pfedpovézena.
Tyto metabolity tvoii aminokyseliny, organické kyseliny, cukry, cukerné alkoholy,

meziprodukty Sikimatové drahy, vitaminy, fenylpropanoidy a flavonoidy.
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Granstedt a Huffaker (1982) identifikovali vakuolu jako hlavni zasobni oblast nitratu
(NO3).

2521 Transport latek pres tonoplast

Kaiser a Heber (1984) zjistili, ze transport sacharosy do vakuoly probihé pies pfenasece,
coz dokdzali mirou saturace substratu pifi pouziti metabolického inhibitoru
a kompetitivniho substratu. Endler et al. (2006) identifikovali vakuolarni transportér
sacharosy v A. thaliana pomoci proteomického pristupu.

Transportem aniontd pfes tonoplast, predevsim jeho prostupnosti a piijmem chlorida
se zabyvali Martinoia et al. (1986). Kobae et al. (2004) navrhli, ze zinkovy transportér
AtMTPI1 je lokalizovan ve vakuolarni membrané a podili se na zbavovani se prebytkt
Zn z cytoplasmy do vakuol a tim zachovéava jeho homeostazu.

Dietz et al. (1990) se zabyvali transportem aminokyselin do vakuoly, pomoci C14
znaCenych AMK, a zjistili, ze neutralni AMK jako valin a leucin efektivné snizuji
ptijem alaninu. Vysledky vedly k piedpokladu, Ze existuje jednosmérny translokator
specificky pro neutrdlni a bazické AMK, ktery je pod kontrolou metabolickych
efektort. Martinoia et al. (1991) se dale zabyvali transportem argininu a aspartatu.
Rentsch a Martinoia (1991) srovnavali pfijem citratu s aktivitou pfijmu malatu,
a prokazali jeho zévislost na pfitomnosti ATP.

Rostlinny hormon auxin (IAA, kyselina indol-3-octova) hraje klicovou roli ve vyvoji
rostliny. Jeho distribuce je kontrolovdna kombinaci biosyntetickych, metabolickych
a transportnich mechanismti. Ranocha et al. (2013) identifikovali IAA a s nim spojené
metabolity ve vakuolach A. thaliana a potvrdili jejich vyznamnou roli v homeostaze
auxinu. Dale lokalizovali WATI, coZ je auxinovy transportér, poskytujici novy pohled
na slozitost transportu auxinu v rostlinach.

Kompletni piehled vakuolovych pienasecti a vyznam jejich nepostradatelné role
v metabolismu rostlin zpracovali Martinoia et al. (2007), transportéry V jejich

fyziologickém kontextu shrnuli Martinoia et al. (2012).
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25.2.2 Degradacni pochody

Pro rostliny je hlavni cestou jak detoxifikovat organickd xenobiotika konjugace
glutathionu. Tyto TWtvary (glutation S-konjugaty) vznikaji v cytosolu, jsou
transportovany pies tonoplast a ukladany ve vakuole (Wolf et al., 1996).

Predpoklada se, ze degradace proteinli pomoci proteasomu vede k produkci peptidii
o0 velikosti 3-30 AMK. Ramos et al. (2011) se zajimali, zda jsou tyto peptidy dale
prenaSeny do vakuoly, kde probiha jejich findlni degradace. Vysledky vedly k nazoru,
7ze tonoplast obsahuje nejméné jeden ABC-transportér (ATP-binding cassette),
vyzadujici pfitomnost ATP, ktery efektivné ptenasi peptidy s dlouhym fetézcem

z cytosolu do vakuoly ke kone¢nému rozkladu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Arabidopsis thaliana (ekotyp Col-O)

Hordeum vulgare (cv. Golden Promise)

3.1.2 Chemikalie a pomiicky

K ptipravé roztokt byly pouzity nasledujici chemikdlie: albumin standard (Thermo
Scientific, USA), akrylamid (Sigma-Aldrich, USA), amidocern 10 B (Merck,
Némecko), p-merkaptoethanol (Sigma, USA), butanol (Penta, CR), celulasa
»Onozuka R-10« z Trichoderma viride (Serva, Némecko), Coomassie Brilliant Blue
R250 (Sigma-Aldrich, USA), dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-ner, CR),
dihydrogenfosforeénan sodny monohydrat (Penta, CR), dithiotreitol (Sigma, USA),
D-mannit (Penta, CR), dodecylsiran sodny (Penta, CR), dusi¢nan amonny (Lachema,
CR), dusiénan draselny (Penta, CR), dusi¢nan vapenaty tetrahydrat (Penta, CR), ethanol
(Lach-ner, CR), fenylmethansulfonylchlorid (Sigma, USA), Ficoll PM 400 (Sigma,
USA), glycin (Lach-ner, CR), hydrogenfosfore¢nan sodny heptahydrat (Lach-ner, CR),
hydroxid draselny (Lach-ner, CR), hydroxid sodny (Penta, CR), chlorid manganaty
tetrahydrat (Sigma-Aldrich, USA), chlorid sodny (Lach-ner, CR), chlorid vépenaty
monohydrat (Penta, CR), chloroform (Lach-ner, CR), kyselina
2-(N-morpholino)ethansulfonova (Duchefa, Nizozemi), kyselina
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova (Roth, Ne&émecko), kyselina borita
(Neolab, Némecko), kyselina ethylendiamintetraoctova (Penta, CR), kyselina
molybdenova monohydrat (Lachema, CR), kyselina octova (Lach-ner, CR), macerozym
R-10  zRhizopus sp.  (Serva, Némecko), methanol (Lach-ner, CR),
N,N"-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, USA); Neutral Red (Sigma, USA),
persiran amonny (Fluka — Sigma-Aldrich, USA), siran hofe¢naty heptahydrat (Penta,
CR), siran m&d’naty pentahydrat (Lachema, CR), siran zine¢naty heptahydrat (Neolab,
Némecko), siran Zeleznaty heptahydrat (Neolab, Némecko), sorbitol (Duchefa,
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Nizozemi), su$ené mléko Laktino odtu¢néné (PML Protein.Mléko.Laktoza, CR),
tetramethylendiamin (Sigma-Aldrich, USA), Tris (Duchefa, Nizozemi), Tween 20
(Neolab, Némecko).

Pro stanoveni velikosti fragment pii SDS elektroforéze byl jako standard pouzit
PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific, USA). Velikosti fragmentd,
obsazenych v tomto standardu jsou popsany na Obr. 7.

Primarni protilatky pro imunodetekci byly fedény v pomérech V-ATPasa 1:2000
(vacuolar H*-ATPase), Xet5 1:500 (Xyloglucan xyloglucosyl transferase), (Agrisera,
Svédsko) a sekundarni protilatka AntiRabbit IgG HRP 1:5000 (Sigma, USA).

V experimentalni ¢asti byly dale pouzity Centrifugal Filter Units for concentration
and purification of biological solutions — Amicon Ultra 10K (Merck Millipore,
Némecko), Biirkerova komirka (Marienfeld, Némecko) a dal$i pomutcky Oddéleni

molekularni biologie, CRH.
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Obr. 7: Molekulovy standard PageRuler Unstained Protein Ladder
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3.1.3 Roztoky

3.13.1 Roztoky pro péstovani je¢mene

Hoaglandiv roztok 1 — 136 g KH,PO4, pH 6 (KOH) /1 1 dH,0

Hoaglandiv roztok 2 — 493 g MgSQO,4-7H,0 / 1 | dH,0

Hoaglanduv roztok 3 — 2,86 g H3BO3; 1,81 g MnCl,-4H,0, 0,22 g ZnSO,4-7H,0; 0,08 g
CuS04:5H,0:; 0,09 g Hs;Mo004-H,0O /11 deO

Hoaglandtv roztok 4 — 56,1 g KOH; 11,45 g EDTA-2Na-2H,0 a 7,8 g FeSO,4-7H,0,
pH 5.5 (HzSO4) /11dH0

Hoaglandiv roztok 5 — 202 g KNOg; 472 g Ca(NO3),-4H,0; 80 g NH4NO3 /1 1dH,0

Hoaglanduv roztok — 0,5 ml Hoaglandova roztoku 1; po 1 ml Hoaglandova roztoku 2, 3,

4 a 5 ml Hoaglandova roztoku 5 pfidano za stdlého michdni do 800 ml destilované

vody, nasledn¢ doplnéno do 11

3.1.3.2 Roztoky pro zakladni izolaci protoplastii a vakuol

0,2 mol-1"* fosfore¢nan sodny; pH 7,5 — 16 ml 0,2 mol-17 NaH,PO4 a 84 ml 0,2 mol-1?
Na,HPO4

0,2 mol-1"* fosfore¢nan sodny: pH 8 — 5,3ml 0,2 mol-1" NaH,PO, a 94,7ml 0,2 mol-1?
Na,HPO4

Promyvaci pufr 1 — 60 ml 1 mol-1? manitol; 30 ml 50 mmol-1™ MES, pH 5,6; 60 ml
dH,0

Enzymaticky roztok 1 — 0,3 g celulasa; 0,3 g macerozym; 0,09 g CaCl,; 30 ml

promyvaci pufr 1; 10,5 pl B-merkaptoethanol; pii 37°C do rozpusténi slozek

Lyzacni pufr 1 —3 ml 1 mol-I"* manitol; 5 ml 30% Ficoll; 300 ul EDTA, pH 8; 375 ul
0,2 mol-1"? fosfore¢nan sodny, pH 8; 75 ul roztoku neutralni ¢ervene; 6,25 ml ddH,0;
udrzovat pii 37°C
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Vakuolovy pufr 1 —4,5ml 1 mol-1* manitol; 250 pl 0,2 mol- 1" fosfore¢nan sodny,
pH 7,5; 40 ul EDTA; 5,21 ml ddH,0; uchovavat na ledu

4% Ficoll — 4,5 ml vakuolového pufru 1 a 3 ml lyza¢niho pufru 1

3.1.3.3 Roztoky pro izolaci protoplastii a vakuol z je¢mene

0,1% roztok neutralni ¢ervené — 0,01 g neutralni ervene; 20 pl 1% kyseliny octové;

5 ul chloroformu, doplnéno na 10 ml dH,O

Promyvaci pufr 2 — 60 ml 1 mol-1* manitol; 20 ml 50 mmol-1* MES, pH 5,6; 20 ml
dH,0O

Enzymaticky roztok 2 — 0,6 g celulasa; 0,3 g macerozym; 0,27 g CaCl,; 30 ml

promyvaci pufr; pti 37°C do rozpusténi slozek

Lyzaéni pufr 2 — 2,1 ml 1 mol-1"* manitol; 60 ul 50 mmol-1"* Tris-HCI, pH 7,5; 3,84 ml
ddH,0

16% Ficoll — 4 ml 30% Ficoll; 3,6 ml 1 mol-1 manitol; 60 pl 50 mmol-1™* Tris-HCI,
pH 7,5

12,5% Ficoll — 2,5 ml 30% Ficoll; 3,6 ml 1 mol-1" manitol; 60 pl 50 mmol-1™* Tris-HClI,
pH 7,5

7% Ficoll — 1,4 ml 30% Ficoll; 3,6 ml 1 mol-1* manitol; 60 pl 50 mmol 1™ Tris-HCI,
pH 7,5; 940 pl ddH,O

1,5% Ficoll — 300 pl 30% Ficoll; 3,6 ml 1 mol-1" manitol; 60 ul 50 mmol-1" Tris-HCI,
pH 7,5; 2040 pul ddH,0

3.1.3.4 Roztoky pro SDS-PAGE

Roztok akrylamidu-bisakrylamidu — 30% akrylamid; 0,8% bisakrylamid

Elektrodovy pufr — 0,025 mol-1™" Tris; 0,192 mol-1"* glycin; 0,1% SDS; pH 8,3
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Pufr pro dé&lici gel — 2,25 mol-1™* Tris-HCI, pH 9,2

Pufr pro zaostfovaci gel — 0,75 mol-17 Tris-HCI, pH 6,8

10% délici (running) gel — 3,33 ml roztoku akrylamidu-bisakrylamidu; 1,67 ml pufru
pro délici gel; 4,84 ml ddH,0; 0,1 ml 10% (w/v) SDS; 0,01 ml TEMED; 0,05 ml 10%
(wiv) APS

4% zaosttovaci (stacking) gel — 1 ml roztoku akrylamidu-bisakrylamidu; 1,25 ml pufru
pro délici gel; 5,13 ml ddH,O; 0,075 ml 10% (w/v) SDS; 0,01 ml TEMED; 0,05 ml
10% (w/v) APS

4x SDS nanéseci pufr — 0,2 mol-1" Tris-HCI, pH 6,8; 40% (v/v) glycerol; 0,4% (w/v)
bromfenolova modt; 8% (w/v) SDS; 2,8% (v/v) B-merkaptoethanol

3.1.35 Roztoky pro western blot a imunodetekci

Transferovy pufr — 0,025 mol-I™* Tris-HCI; 0,192 mol 1" glycin; 20% (v/v) methanol;
80% (v/v) dH,0

Blotovaci pufr — 12,5% (v/v) transferovy pufr; 20% (v/v) methanol; 67,5% (v/v) dH,O

Barvici roztok pro gel — 0,025% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250; 50% (v/v)
methanol; 10% kyselina octova; 40% (v/v) dH,O

Barvici roztok pro membranu — 0,5% (w/v) amidocern; 50% (v/v) methanol; 7% (v/v)

kyselina octova, 43% (v/v) dH,0

Odbarvovaci roztok — 40% (v/v) methanol; 10% (v/v) kyselina octova; 50% (v/v) dH,O

TBS promyvaci pufr — 20 mmol-1™* Tris-HCI; 500 mmol-1™* NaCl; pH 7,5

TBST promyvaci pufr — 20 mmol-1™* Tris-HCI; 500 mmol-17 NaCl; 0,05% (V/v)
Tween 20; pH 7,5

Blokovaci pufr — 5% (w/v) suSené odtu¢néné mléko v TBST pufru

Pufr s primarni/sekundarni protilatkou — 1% (w/v) suSené odtu¢néné mléko v TBST

pufru (fedéni primarni protilatky V-ATPasa 1:2000, Xet5 1:500 a sekundérni protilatky
AntiRabbit 19G HRP 1:5000)
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3.1.4 Pristroje

Analytické vahy model 5034/120 (Auxilab, Spanélsko)
Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga 5427 R (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga Multifuge X3 (Thermo Scientific, USA)

Digitalni fotoaparat (Panasonic, Japonsko)

Digitalni vahy Traveller TA302 (Ohaus, Svycarsko)
Dokumentac¢ni systém ChemiDoc MP (BIO-RAD, USA)
Easypet (Eppendorf, Némecko)

Inkubator (28°C), (Lovibond, Némecko)

Inkubétor (37°C), (Medline Scientific limited, Némecko)
Magnetickd michacka RH basic 2 IKAMAG (IKA, Némecko)
Mikroskop Olympus CX21FS3 (Olympus, Japonsko)

pH metr (Eutech Instruments, Singapur)

Tiepacka (Kiihner, Svycarsko)

Ultracentrifuga Micro CS150NX, rotor S52ST-0360 (Hitachi, Japonsko)
UV/VIS spektrofotometr Agilent 8453 (Agilent, USA)
Vortex (Labnet, USA)

3.2 Metody

3.2.1 Priprava rostlinného materialu

Semena je¢mene byla promyvana po dobu jedné minuty v 70% ethanolu a nasledné

tiikrat proplachnuta sterilni vodou. Po dobu dvou dnli byla ponechana kli¢it ve tmé

ve fytotronu (22°C, 60% vlhkost, 16h den / 8h noc) a poté dalsi dva dny na svétle.

Vykli¢ena semena byla péstovana hydroponicky v Hoaglandové roztoku ve fytotronu

(22°C, 60% vlhkost, 16h den / 8h noc) po dobu 21 dni.

3.2.2 Zakladni postup izolace protoplastu

Izolace protoplasti probihala podle postupu publikovaného Robert et al. (2007).

2 g listi z razice 35 dni staré rostliny Arabidopsis thaliana nebo 3 g listi jeCmene
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star¢ho 21 dni byly nakrdjeny pomoci ziletky na tenké prouzky a umistény spolu
s 30 ml enzymatického roztoku 1 do odsavaci baiiky. Po 10 minutach aplikace vakua
byla baiika ptekryta parafilmem a piesunuta do tmy na tiepacku na 4 hodiny pti 70 rpm.
Poté byl roztok promyt pies sitko (Cellector Tissue Sieve Thermo EC) do kadinky
a opatrné pielit do 50 ml konické zkumavky. Centrifugace probihala 5 min. pii 55 g,
zrychleni a zpomaleni 3. Supernatant byl odpipetovan pomoci serologické pipety
s Sirokym ustim a pelet opatrné¢ promyt v 30 ml promyvaciho pufru. Protoplasty byly
op¢t centrifugovany a znovu promyty. Ziskané protoplasty byly zkontrolovany pomoci

svételného mikroskopu.

3.2.3 Zakladni postup izolace vakuol

Promyté protoplasty byly centrifugovany 5 min. pfi 55 g, zrychleni a zpomaleni 3
a supernatant byl odpipetovan. K peletu bylo ptfidano 10,5 ml pfedehiatého lyzacniho
pufru 1 a smés byla resuspendovana pomoci opakovaného pipetovani. Po 2 minutach
bylo pozorovano pomoci svételného mikroskopu prasknuti protoplasti a uvolnéni
vakuol. 2,5 ml lyzovaného roztoku bylo pfesunuto do centrifugacni kyvety (4 kyvety
pro jeden vzorek) a postupné pievrstveno 1,5 ml roztoku 4% Ficollu a 0,5 ml ledové
vychlazeného vakuolového pufru 1, ¢imz byl vytvofen centrifugaéni gradient.

Ultracentrifugace probihala pti 71 000 g, 10°C, 50 min., zrychleni a zpomaleni 1.

3.2.4 Optimalizace podminek

3.24.1 Zména osmotickych podminek prostredi

Pavodni koncentrace manitolu 0,4 mol-I" v promyvacim pufru byla zménéna
pfi zachovani ostatnich podminek na 0,6 mol-l’l; 0,7 mol-1* nebo 0,8 mol-1. Vliv
zmeény koncentrace manitolu na protoplasty byl pozorovan pomoci svételného
mikroskopu kazdou hodinu.

Mnozstvi CaCly Vv pivodnim enzymatickém roztoku bylo zvySeno z0,3% (w/v)
na 0,9% (w/v) a pomoci svételného mikroskopu bylo kazdou hodinu porovnano, které

protoplasty si zachovaly lepsi vlastnosti.
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Poté bylo zdvojndsobeno mnozstvi celulasy a opét byl pomoci svételného

mikroskopu kazdou hodinu kontrolovan pocet a vzhled protoplasti.

3.24.2 Inkubaéni teplota a doba

Mimo puvodni inkubacéni teplotu 22°C byly vyzkousSeny také teploty 28°C a 37°C.
Vzhled protoplasti byl pozorovéan po 3 h a po promyti.

Byla porovnana doba inkubace 3 h nebo 4 h na 28°C pii 70 rpm s inkubaci pies noc
(14 h) a naslednym 30 min. tfepanim pti 70 rpm.

3.24.3 SloZeni lyza¢niho pufru

Slozeni lyzatniho pufru z pivodniho navodu, obsahujici 0,2 mol-1" manitol bylo
porovnano s lyzaénim pufrem modifikovanym tak, aby pomér koncentrace manitolu
v promyvacim (0,6 mol-1™") a lyza&nim (0,3 mol-1"") pufru byl 2.
Pro lepsi lyzi bylo vyzkouseno umistit protoplasty pfed ptidanim lyza¢niho pufru
na 20 min. na led a pouziti jehly misto pipetovani pro uvolnéni vakuol.
Byla vyzkousSena i jiné slozeni lyza¢niho pufru:
1) 0,3 mol-1™ sorbitol; 2 mmol-I"* EDTA-Tris, pH 7,5 a 2,5 mmol-1* DTT
2) 0,2 mol-I* manitol; 20 mmol-1* EDTA-Tris, pH 7,5; 2 mmol-1* DTT
a 10 mmol 1" HEPES
3) 0,2 mol-I™ manitol; 25 mmol-1"* Tris-HCI, pH 7,5 a 0,1% roztok neutralni
cervene.
Tteti varianta byla postupné modifikovana na vSechny dostupné kombinace manitolu
(0,05 mol-1'; 0,1 mol-1™; 0,2 mol-1™%; 0,3 mol-1™; 0,35 mol-1'*; 0,4 mol-1™; 0,45 mol-1™
20,5 mol-1"") a Tris-HCI, pH 7,5 (5 mmol-1}; 15 mmol-I*; 25 mmol-1™* a 40 mmol-1™)

pro zjisténi nejlepsich podminek pro 1yzi protoplasti.
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3.24.4 SloZeni gradientu

Gradient tvofeny podle ptivodniho navodu (Robert et al., 2007) vrstvenim lyzovaného
roztoku, 4% Ficollu a ledové vychlazeného vakuolového pufru 1 byl porovnan
s gradientem vzniklym vrstvenim 16%; 12,5%; 7% a 1,5% Ficollu v 0,5 mol-1?
manitolu a 25 mmol-1™* Tris-HCI, pH 7,5 a lyzovaného roztoku (Saunders, 1979).

V roztocich gradientu s Ficollem byla upravena koncentrace manitolu na 0,6 mol-1™*

a Tris-HCI, pH 7,5 na 5 mmol-1™.

3.2.5 lzolace protoplastii z je¢mene

Byly navazeny 3 g rostlinného materialu - listd je€mene z 21 dni staré rostliny. Listy
byly nakrajeny pomoci ziletky pfi¢n€ na tenké prouzky a umistény do Erlenmayerovy
banky o objemu 100 ml spolu s 30 ml enzymatického roztoku 2. Smés byla ponechana
ve tm¢ na tiepacce 4 h pii 70 rpm. Roztok byl promyt pies sitko do kadinky a opatrné
po sténé prelit do 50 ml konické zkumavky. Nésledovala centrifugace 5 min. pfi 55 g,
zrychleni a zpomaleni 3. Supernatant byl odpipetovan a pelet resuspendovan ve 20 ml
promyvaciho pufru 2 pomoci postupného naklanéni zkumavky. Po centrifugaci byl
tento promyvaci krok opakovan, aby doslo k co nejleps§imu odstranéni enzymi. Byl
odebran vzorek protoplastt a uchovan pii -20°C. Izolované protoplasty byly

zkontrolovany pomoci svételného mikroskopu.

3.2.6 Izolace vakuol z je¢mene

Promyté protoplasty byly znovu centrifugovany, supernatant byl odpipetovan, k peletu
bylo pfidano 6 ml lyza¢niho pufru 2 a po opatrném promiseni 60 pl roztoku neutralni
cervené. Pelet byl resuspendovan naklanénim zkumavky. Pribéh lyza¢niho procesu byl
pozorovan pod svételnym mikroskopem. Gradient byl tvofen do Ctyi centrifugacnich
kyvet postupnym vrstvenim 1 ml roztoka 16% Ficoll; 12,5% Ficoll; 7% Ficoll; 1,5%
Ficoll a lyzovaného roztoku protoplastii. Ultracentrifugace probéhla 2 h pii 90 000 g,
4°C, zrychleni a zpomaleni 2. Vakuoly byly sesbirany z vrstvy mezi 7% a 1,5%
Ficollem. Nasledovala vizudlni kontrola vakuol pod svételnym mikroskopem. Roztok

obsahujici vakuoly byl skladovan v mikrozkumavce pti -20°C.
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3.2.7 Zahusténi a méreni celkové koncentrace proteini

K zahusténi proteinli, obsazenych ve vzorcich protoplasti a vakuol byl vyuzit kit
Centrifugal Filter Units for concentration and purification of biological substances
obsahujici kolonky Amicon Ultra 10K.

Vzorky protoplastl z n¢kolika izolaci byly spojeny a postupné zahustény ze 7,5 ml
na 0,5 ml; u vzorkl obsahujicich vakuoly doslo ke zmenseni objemu z 2,5 ml na 0,5 ml.

Koncentrace proteinit byla stanovena spektrofotometricky metodou podle
Bradfordové, kterd je zalozena na vazbé barviva Coomassie Brilliant Blue R250
na molekulu proteinu (Bradford, 1976). Vzrist absorbance pii 595 nm je piimo umérny
koncentraci proteinu. Byly pfipraveny standardni roztoky o zndmé koncentraci BSA
4 pg'ml™?, 8 pgrml™?, 12 pg-ml™ a 16 pg-ml™ pro sestrojeni kalibraéni kiivky. Pro blank
bylo do mikrozkumavky pipetovano 800 ul ddH,O a 200 pl ¢inidla Bradfordové.
Vzorek se skladal ze 795 ul ddH,0, 5 pl proteinu o neznamé koncentraci a 200 pl
¢inidla Bradfordové. Po vortexovani nasledovala 5 min. inkubace pii laboratorni

teploté. Absorbance byla zmétena pti vinové délce 595 nm.

3.2.8 SDS-PAGE

Po sestaveni aparatury byl pfipraven délici gel, ktery byl nanesen mezi skla a pfevrstven
butanolem. Po pul hodiné polymerace byl butanol slit do odpadu a povrch gelu byl
oplachnut destilovanou vodou. Nasledovalo naneseni vrstvy zaostfovaciho gelu,
do kterého byl opatrn¢ vsunut plastovy hiebinek. Po zatuhnuti gelu byl hiebinek vyndan
a jamky byly proplachnuty destilovanou vodou. Komirka pro elektroforézu byla
naplnéna elektrodovym pufrem, do kterého byla vsunuta skla s pfipravenymi gely.
Vzorky byly nafedény podle koncentrace tak, aby jamka obsahovala 5 pg proteinu
a celkovy objem byl 27 ul. K nafedénym vzorkiim byl ptfidin SDS nanasSeci pufr
Vv poméru 3:1 a smés byla denaturovana pod dobu 5 min. pti 95°C. Poté byly vzorky
umistény na led.

Proteiny byly separovany pii 100 V 20 min. a poté bylo napéti zvySeno
na 120 V po dobu 1-2 hodin.
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3.2.9 Western blot a imunodetekce

| porézni houbitka
silnv filtraéni papir
T ———— —1 EVDF membriana
= silny filraéni papir
| porizai hovbidka

Obr. 8: Schéma uspoiadani Western blotu

Do ptedem pfipravené¢ho a vychlazené¢ho blotovaciho pufru byly namoceny dvé porézni
houbicky a dva kusy silného filtracniho papiru. PVDF membréna upravena na velikost
gelu byla aktivovana ponofenim do 100% methanolu na 30 s a ekvilibrovana
Vv blotovacim pufru. Poté bylo vytvoteno sendvi¢ové usporadani podle Obr. 8 a ptipadné
bubliny a nerovnosti byly vyrovnany pomoci 50 ml koénické zkumavky. Sendvi¢ spolu
s chladicim blockem byl vloZen do blotovaci komurky a zalit po okraj blotovacim
pufrem. Aparatura byla umisténa na led a proces probihal 1 h pii 100 V.

PVDF membréana byla né¢kolik sekund barvena roztokem amidocerni, proplachnuta
destilovanou vodou a odbarvovana 20 min. pfi 60 rpm. Poté byla blokovana za stalého
ttepani po dobu 1 h v roztoku 5% mléka v TBST pufru. Nésledovalo promyti membrany
5 minut v TBST pufru a 2 x 5 minut v TBS pufru za stalého tfepani. Poté byla
membrana inkubovana v 10 ml 1% mléka v TBST pufru s primarni protilatkou (fedéni
primarni protilatky V-ATPasa 1:2000, Xet5 1:500) a opét promyta 5 minut v TBST
pufru @ 2x 5 minut v TBS pufru. Nasledné¢ byla membrana inkubovana v 10 ml 1%
mléka v TBST pufru obsahujicim sekundérni protilatku (AntiRabbit IgG HRP 1:5000).
Na zavér byla membrana promyta v TBST a TBS pufru.

Vyvolani bylo provedeno chemiluminiscenéné. PVDF membrana byla inkubovéana
5 minut v roztoku vzniklém smisenim substratu pro kienovou peroxidasu s prislusnym
pufrem v poméru 1:1. Samotna detekce probéhla pomoci dokumenta¢niho systému

ChemiDoc MP.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Izolace protoplasti a vakuol z Arabidopsis thaliana

AT Ew ,\;w N,
Dy o

50 um

Obr. 9: A — protoplasty a B — vakuoly izolované z A. thaliana pomoci postupu publikovaného
Robert et al. (2007).

Robert et al. (2007) vypracovali ptehledny a spolehlivé fungujici protokol pro izolaci
protoplastli a vakuol z A. thaliana (Obr. 9). Pfi aplikaci tohoto postupu (kapitola 3.2.2)
najec¢men byl vzhled protoplasti neuspokojivy, okraje byly svrastélé a k uvolnéni
vakuol vibec nedoslo (kapitola 3.2.3). Pravdépodobné to bylo zpusobeno tim, ze
jeC¢men nepatfi mezi dvoudélozné, ale jednod€lozné rostliny a jeho protoplasty tak
vyzaduji jiné osmotické podminky. Z tohoto divodu bylo pfistoupeno k postupné
optimalizaci sloZeni enzymatického roztoku, teploty, skladby lyza¢niho roztoku

a gradientu s cilem nalézt vhodné podminky pro je¢men.
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4.2  Slozeni enzymatického roztoku

4.2.1 Koncentrace manitolu
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Obr. 10: Protoplasty izolované z jeémene, koncentrace manitolu v enzymatickém roztoku
A 0,4 moll*, B~ 0,6 molI*, C— 0,7 molI*, D - 0,8 mol-I™
Manitol je do roztoku pfidavan jako osmoticky stabilizator, pomahajici udrzet idedlni
podminky pro protoplasty (Rao a Prakash, 1995). Jeho pavodni koncentrace
v enzymatickém roztoku podle Robert et al. (2007) je 0,4 mol'I"*, na zaklad& informaci
zjinych ¢&lankd byly vyzkouSeny koncentrace 0,6 mol1™; 0,7 mol1* a 0,8 mol-l*
(Saunders, 1979; Kringstad et al., 1980; Mettler a Leonard, 1979).

Na Obr. 10 B lze vidét, Ze pro protoplasty je nejvhodngjsi 0,6 mol-I"* koncentrace
manitolu, jsou hezky kulaté a dochazi zde v nejmensi mife k jejich lyzi. | protoplasty
pii 0,7 mol'I"* koncentraci manitolu na Obr. 10 C maji p&kny tvar, ale ve v&tsi mife

lyzuji.
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4.2.2 Mnozstvi CaCl,
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Obr. 11: Protoplasty izolované z je¢mene, obsah CaCl, v enzymatickém roztoku A — 0,03%
(w/v), B —0,09% (w/v)

CaCl, zastava v roztoku funkci ochranného prostfedku a navic upravuje pH.
Koncentrace CaCl, v enzymatickych roztocich se pohybuje od 0,5 mmoll™
(Pandey et al., 2002), pies 1 mmol-1™ (Sheen, 2002), 2 mmol-1™ (Bloom-Zandstra et al.,
1995), 10 mmol-I* (Wu et al., 2009) aZ po 27 mmol-1* (Robert et al., 2009).

ZObr. 11 je patrné, ze u jeCmene zpusobil piavodni 0,03% (w/v) obsah CaCl,
(0,027 mol'1™") uvolnéni vétsiho mnozstvi hezkych protoplastti, na rozdil od 0,09%
(w/v) obsahu (0,081 mol‘1™).

V nékterych protokolech je nahrazen MgCl, (Kringstad et al., 1980) nebo je
ptitomna jejich kombinace (Bloom-Zandstra et al., 1995), tato alternativa vsak nebyla

vyuZita.
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4.2.3 Mnozstvi celulasy
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Obr. 12: Protoplasty izolované zje¢mene, enzymaticky roztok obsahoval A — 0,6 mol-1*
manitol, 1% (w/v) celulasa; B — 0,6 mol-1™ manitol, 2% (w/v) celulasa; C — 0,7 mol-I"* manitol,
1% (w/v) celulasa; D — 0,7 mol-1™* manitol, 2% (w/v) celulasa

V literatufe je mozné dohledat rtizna mnozstvi, druhy a pomér enzymu. Cocking (1960)
pouzil pouze 5% celulasu. Power a Cocking (1970) uz zkombinovali 4% celulasu
a 0,4% macerozym (pomér 10:1), Kringstad et al. (1970) 2% celulasu a 1% pektinasu
(pomér 2:1), Bloom-Zandstra et al. (1995) 1% celulasu a 0,2% macerozym (pomér 5:1),
Pandey et al. (2002) dokonce 1,3% celulasu a 0,0075% pektolyasu (pomér 170:1).
Naproti tomu Robert et al. (2009) 1% celulasa a 1% macerozym (pomér 1:1).

Z divodu dostupnosti enzymu a jejich ¢astého vyuziti v riznych protokolech bylo
rozhodnuto zlistat u pouZziti kombinace celulasy a macerozymu. Na zaklad¢ literatury
byla jako prvni varianta zvolena dvojndsobna koncentrace celulasy oproti macerozymu.
Ta se osvédcila a uz nebyla dale modifikovéna.

Na Obr. 12 je mozné vidét, ze kombinace 0,6 mol-1™ manitolu a 2% (w/v) celulasy
poskytla vétsi mnozstvi uvolnénych protoplastli, nez ptfitomnost pouze 1% (W/v)

celulasy a jejich vzhled byl lepsi, neZ pii pouziti 0,7 mol-1™ manitolu.
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4.3 Inkubacni doba a teplota
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Obr. 13: Protoplasty izolované z jeémene, doba inkubace 4 hodiny, teplota inkubace A —22°C,
B —28°C, C-37°C

U vétSiny dostupnych protokolit probiha izolace pii laboratorni teploté. Vyjimkou je
postup publikovany Rao a Prakash (1995), ve kterém je ¢asovy tsek 16 h pti 12°C.

Jak lze vidét na Obr. 13, laboratorni teplota (22°C) nebyla pro uvolnéni protoplastt
dostate¢né¢ u¢inna. Naopak pfti teploté 37°C se sice uvolnilo velké mnozstvi protoplastu,
byly vSak svrastélé a lyzovaly. Jako nejidealnéjsi se tudiz jevi teplota 28°C, pii které
bylo pfitomno nejvice celistvych protoplastii a nejméné jejich zlomkd.

Co se tyce inkubacni doby, 4 hodiny jsou nejlepsSim kompromisem mezi poctem
uvolnénych protoplastit a zachovanim jejich dobré kondice. Pifi inkubaci
s enzymatickym roztokem ptes noc, ktery byl vyzkouSen kviili celkové mensi Casové
narocnosti, doslo k masivngjsi 1yzi protoplasti a vyskytu zlomkovych ¢asti. Kvili horsi
zkuSenosti s inkubaci pfes noc byla dana prednost pouze nékolikahodinové varianté

ve tmé& (Rentsch a Martinoia, 1991).

4.4  Slozeni lyza¢niho roztoku a uvolnéni vakuol

Bylo spocitano, ze pomér koncentraci manitolu v promyvacim a lyzaénim pufru
podle Robert et al. (2009) byl 1:2 (kapitola 3.2.4.3). Podle tohoto poméru byla zménéna
koncentrace manitolu v lyza¢nim pufru na 0,3 mol-I"*. Jak je vid&t na Obr. 14, ani jedna

zZ téchto variant nevedla k lyzi protoplastli a uvolnéni vakuol.
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Obr. 14: Protoplasty izolované zje¢mene, pomér koncentrace manitolu v promyvacim
alyzatnim roztoku 2:1 A — koncentrace manitolu v promyvacim roztoku 0,4 mol1*
aVvlyzaénim 0,2 moll', B — koncentrace manitolu v promyvacim roztoku 0,6 mol1™
aV lyza¢nim 0,3 mol-1*

Bednarek a Reikhel (1991) vyuzili kombinaci osmotického a termalniho Soku,
Bethke et al. (1996) vsadili na pouziti stfikacky s jehlou, Saunders (1979) na opakované
pipetovani roztoku. Byly vyzkouSeny zpisoby, jak uvolnit vakuoly inspirované t€mito
protokoly — opakované protlaceni pies jehlu o rozmérech 0,45 mm x 25 mm, pipetovani
lyzovaného roztoku umisténého nejdiive na 5 minut na led, protlaceni ptes loadovaci
Spicku, lyze pomoci ledové zchlazené vody, ohfati lyzaniho roztoku na 37°C.
Ani jedna z téchto variant vSak nepfinesla pozadovany vysledek, jak je patrné z Obr. 15.

Posléze byl vyzkouSen lyza¢ni roztok podle Mettler a Leonard (1979), ktery
obsahoval 0,3 mol1™ sorbitol, 2 mmol-1* EDTA-Tris (pH 7,5) a 2,5 mmol-1* DTT

a nasledovaly rtizné zpisoby uvolnéni vakuol, opét ale bez uspéchu.
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Obr. 15: Lyze protoplastd izolovanych zjeémene pomoci A — jehly o rozmérech

0,45 mm x 25 mm, B — lyzaéniho roztoku ohtatého na 37°C, C — ledové zchlazené vody
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Tab. 1: Modifikovana sloZeni lyzaéniho roztoku a vzhled protoplasti

koncentrace koncentrace vzhled protoplasti
manitolu Tris-HCI
[mol-1'"] [mmol-1"]
0,05 5 celé, kulaté, vakuola
15 celé, Casti, vlnité okraje
25 deformované, vinité okraje
40 deformované, Casti
0,1 5 vlnité okraje, ¢asti
15 celé, zbytky
25 vlnité okraje, casti
40 casti, zbytky
0,2 5 kulaté, zvinéné, ¢asti
15 rovnomerne kulaté, vinité
25 kulaté, obc¢as vinité
40 prevazné kulaté
0,3 5 kulaté, bez lyze
15 scvrklé, ¢asti
25 zvInéné ¢asti
40 scvrklé Casti
0,35 5 uplné i ¢asteéné uvolnéné vakuoly
15 par ¢aste¢né uvolnénych vakuol
25 vakuoly viditelné v protoplastech
40 nékolik vakuol v protoplastech
0,4 5 vlnité okraje, vakuola
15 deformované protoplasty
25 vInité okraje, deformované
40 rozlisSn¢ deformované ¢asti
0,45 5 par ¢aste¢né uvolnénych vakuol
15 nékolik vakuol v protoplastech
25 mirne uvolnéné vakuoly
40 kulaté, ¢asti
0,5 5 vInité okraje, ¢asti
15 deformované, shluky
25 vinité, ¢asti
40 obcas vakuola v protoplastu
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Obr. 16: Lyze protoplastti izolovanych zje¢mene, A — 0,05 mol1™ manitol a 5 mmol-1*
Tris-HCI (pH 7,5), B — 0,2 mol1* manitol a 25 mmol-I"* Tris-HCI (pH 7,5), C — 0,35 mol-1*
manitol a 5 mmol-1™ Tris-HCI (pH 7,5), D — 0,45 molI"* manitol a 5 mmolI"* Tris-HCI (pH 7,5)

Dalsi variantou bylo zkusit postup, ktery publikoval Saunders (1979). Klyzi
protoplasti zde slouZil roztok obsahujici 0,2 mol:1* manitol a 25 mmol-I* Tris-HCI
(pH 7,5). Nasledovala dvouhodinova ultracentrifugace pii 90 000 g, 4°C v hustotnim
gradientu, ktery tvofil 1,5%; 7%; 12,5% a 16% (w/v) Ficoll v 25 mmolI* Tris-HCI
(pH 7,5) a 0,5 mol1" manitolu. Tento postup byl jiz u¢inny, doslo Kk ¢asteénému
uvolnéni vakuol. Vzhledem K jejich nizkému poctu bylo pfistoupeno k modifikaci
slozeni lyza¢niho roztoku (shrnuto v Tab. 1) s cilem ziskat lepsi osmotické podminky.
Jako nejvhodn&jsi byla shledana kombinace 0,35 mol-I™* manitolu a 5 mmol-I"* Tris-HClI
(pH 7,5), pti niz doslo Kk uvolnéni nejvétsiho poctu vakuol (vybér na Obr. 16).

Nakonec byla pozménéna koncentrace manitolu v roztocich tvoficich
hustotni gradient na 0,6 mol-I"%, aby byla stejna, jako v promyvacim pufru a koncentrace
Tris-HCI (pH 7,5) po vzoru lyzaéniho pufru na 5 mmol-1™.

Na Obr. 17 je ve zkratce zachycen prub¢h izolace s optimalizovanymi podminkami.
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Obr. 17: Zjednodusené schéma izolace protoplastu a vakuol z je¢mene (kapitoly 3.2.5 a 3.2.6)
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4.5 Potvrzeni Cistoty izolovanych vakuol pomoci western blotu

Frakce protoplasti a vakuol izolovanych z A. thaliana a je¢mene byly zahustény a poté
byla zmétena celkova koncentrace proteind (kapitola 3.2.7). V zavislosti na koncentraci
frakce vakuol izolovanych z je¢mene (184,4 pg) se odvijela mnozstvi ostatnich vzorkd
tak, aby obsah v jamce odpovidal piiblizné 5 pg (koncentrace frakce protoplasti
je¢mene 528,9 pgrml™; frakce protoplasti A.thaliana 163,5 pug'ml™; frakce vakuol
A. thaliana 130 pg'ml™ a proteinového extraktu z listd jeémene 3,15 mg'ml™). Vzorky
z A. thaliana a proteinovy extrakt z listli jemene slouzily jako kontrola.

Nasledné probéhla SDS-PAGE (kapitola 3.2.8), western blot a imunodetekce
(kapitola 3.2.9). Ptitomnost bandd o velikosti pies 30 kDa pii pouziti V-ATPasy jako
primarni protilatky dokazuje pfitomnost vakuolarnich proteint u vSech vzorkd, coz je
v souladu s pfedpokladanym vysledkem (Obr. 18). Na Obr. 19 je patrny band pouze
u proteinového extraktu z listl je€mene pii pouZiti primarni protilatky Xet5 dokazujici
pritomnost proteinti bunécné stény. U ostatnich se nevyskytuje, coz prokazuje, ze

nejsou kontaminovany zbytky bunééné stény.

Obr. 18: Western blot a imunodetekce, primarni protilatka V-ATPasa, sekundarni protilatka
AntiRabbit IgG HRP; 1 — zahusténé protoplasty z A. thaliana, 2 — zahusténé vakuoly
z A. thaliana, 3 — zahustény proteinovy extrakt z listd je¢mene, 4 — zahu$téné protoplasty
Z jeCmene, 5 — zahusténé vakuoly z je¢mene; molekulovy standard PageRuler Unstained Protein
Ladder
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Obr. 19: Western blot a imunodetekce, primarni protilatka XetS, sekundarni protilatka
AntiRabbit 1gG HRP; 1 — zahu$téné protoplasty z A. thaliana, 2 — zahu§téné vakuoly
z A. thaliana, 3 — zahu$tény proteinovy extrakt z listl je¢mene, 4 — zahu§téné protoplasty
Z jeCmene, 5 — zahusténé vakuoly z jeémene; molekulovy standard PageRuler Unstained Protein
Ladder
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5 ZAVER

V této bakalaiské praci byla vypracovana literarni reSerSe zabyvajici se vyznamem
jeCmene v hospodafstvi, vlastnostmi protoplastl a vakuol, jejich izolaci a dalSim
vyuzitim ve vyzkumu.

V experimentalni Casti byla uspésné provedena optimalizace podminek pro izolaci
protoplasti a vakuol z je¢mene. Byly nalezeny vhodné osmotické podminky pouzitych
roztokd, a to koncentrace manitolu (0,6 moll™'), obsah CaCl, (0,03% w/v) a celulasy
(2% wi/v). Dale byla optimalizovana inkubacni teplota (28°C) adoba (4 h). Slozeni
lyzaéniho pufru bylo uzplsobeno potfebam jecmene (0,35 mol1™ manitol a 5 mmol-1™
Tris-HCI; pH 7,5). Cely postup byl shrnut do piehledného protokolu.

Cistota izolovanych protoplastd a vakuol byla potvrzena western blotem
a imunodetekci s primarnimi protilatkami V-ATPasou pro tonoplast a Xet5

pro buné¢nou sténu.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AMK aminokyselina

APS persiran amonny

BSA albumin, hovézi sérovy

dH,0 destilovana voda

ddH,0 destilovana deionizovana voda

DTT dithiotreitol

ER endoplazmatické retikulum

FT/MS hmotnostni spektrometrie s Fourierovou
transformaci

GC/MS plynova chromatografie/hmotnostni
spektrometrie

GM geneticky modifikovany

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina

IAA indol-3-octova kyselina

MES 2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina

PEG polyethylenglykol

PVDF polyvinylidenfluoridovd membréana

SDS dodecylsiran sodny

TEMED tetramethylendiamin

Tris 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol

UVIVIS ultrafialové/viditelné zateni
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8 PRILOHY

8.1 Struény protokol pro izolaci protoplastii a vakuol z je€mene
30% Ficoll
e 3g/10ml

1 mol-I* manitol
e rozpustit 72,87 g manitolu ve 400 ml dH,O

50 mmol-I* MES; pH 5,6
e rozpustit 2,14 g MES ve 180 ml dH,0
e upravit pH na 5,6 pomoci 1 mol'1* KOH

e doplnit na celkovy objem 200 ml

50 mmol-I"* Tris-HCI; pH 7,5
e rozpustit 3,03 g Tris ve 40 ml dH,O
e upravit pH pomoci HCl na 7,5

e doplnit na celkovy objem 50 ml

Promyvaci pufr (0,6 mol-1"* manitol)
e 60 ml 1 mol-1™* manitol
e 20 ml 50 mmol-I* MES
e 20 ml dH,O

Enzymaticky roztok

e 0,6 gcelulasa

e 0,3 g macerozym

e 0,27 g CaCl,

e 30 ml promyvaci pufr

e pii 37°C do rozpusténi enzymu

— navazit 3 g listd jeémene

— nasekat pfi€né na prouzky pomoci Ziletky
— zalit 30 ml enzymatického roztoku

— trepat pii 70 rpm, 28°C, 4 h ve tmé

Lyzaéni pufr (0,35 mol-I™* manitol + 5 mmol‘1™* Tris-HCI; pH 7,5)
2,1 ml 1 mol'I" manitol

60 ul 50 mmol 1™ Tris-HCI (pH 7,5)

60 ul roztok neutralni Cervené

3840 ul dH,0
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Gradient:
16% Ficoll

4 ml 30% Ficoll
3,6 ml 1 mol-1™* manitol
60 ul 50 mmol-1™ Tris-HCI (pH 7,5)

12,5% Ficoll

2,5 ml 30% Ficoll
3,6 ml 1 mol-1™ manitol
60 ul 50 mol1™* Tris-HCI (pH 7,5)

7% Ficoll

1,4 ml 30% Ficoll

3,6 ml 1 molI"* manitol

60 ul 50 mmol 1™ Tris-HCI (pH 7,5)
940 ul dH,0

1,5% Ficoll

300 ul 30% Ficoll

3,6 ml 1 mol-1™* manitol

60 ul 50 mmol 1™ Tris-HCI (pH 7,5)
2040 pul dH,0

promyt roztok s protoplasty pies sitko do kadinky, proplachnout troSkou
promyvaciho pufru

opatrn¢€, pomalu, po sténé pielit do 50 ml konické zkumavky, vymyt kadinku
troSkou promyvaciho pufru

centrifugace — 55 g, laboratorni teplota, 5 min., zrychleni/zpomaleni 3
odpipetovat supernatant

opatrné resuspendovat ve 20 ml promyvaciho pufru

zcentrifugovat a znovu opakovat promyvaci krok

(po 2. promyti vhodné odebrat vzorek protoplastti do mikrozkumavky)

odpipetovat supernatant

ptidat 5 ml lyza¢niho pufru, promisit ota¢enim konické zkumavky

gradient do 4 centrifuga¢nich kyvet: po 1 ml roztoka

16% Ficoll — 12,5% Ficoll — 7% Ficoll — 1,5% Ficoll — roztok lyzovanych
protoplastt

ultracentrifugace (vykyvny rotor): 90 000 g, 4°C, 2 h, zrychleni/zpomaleni 2

vakuoly sbirat z vrstvy mezi 1,5% a 7% Ficollem
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