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CILE PRACE

TEORETICKA CAST

1.

Zpracovani literarni reSerSe na téma fosfolipasa D alfa 1 u Arabidopsis thaliana, jeji
funkce a jeji role v buné&né signalizaci a role map kinasovych signalnich drah u

Arabidopsis thaliana se zaméfenim na map kinasu MPKS3.

. Zpracovani literarni reSerSe na téma stabilni transformace rostliny Arabidopsis

thaliana pomoci metody floral dip.

PRAKTICKA CAST

1.

Napéstovani rostlin Arabidopsis thaliana mutantni v genu plda-1-1, ovéfeni T-DNA
inzerce v plda-1-1 genu pomoci genotypizace a selekce homozygotnich mutantnich
rostlin.

Stabilni transformace vybranych plda-1-1 mutantnich rostlin pomoci metody floral
dip s konstruktem kodujicim sekvenci genu plda-1-1 svnesenou mutaci S481A
pomoci Agrobacterium tumefaciens.

Selekce T1 generace komplementovanych rostlin pomoci rezistence k herbicidu
BASTA a ovéfeni pfitomnosti vneseného konstruktu v T1 rostlindch pomoci PCR.
Selekce homozygotni linie dvojitého mutanta nesouciho mutaci v genech plda-1-1 a

mpk3-1 v F2 generaci u Arabidopsis thaliana pomoci PCR.



1. UVOD

Rostliny jako sesilni organismy nejsou schopny uniknout ménicimu se Zivotnimu
prostiedi (Colcombert a Hirt, 2008). Pro adaptaci si vyvinuly mechanismy, které jim
umoziuji piizpusobit jejich rust, vyvoj a celkovou fyziologii ménicim se vné&jSim
podminkam (Colcombert a Hirt, 2008). Tyto adaptace zahrnuji rychlou a dynamickou
regulaci enzymatickych aktivit a modifikaci expresnich genovych programu. Jednou
Z nejbeéznéjsich post-translaénich modifikaci u vSech organismi je fosforylace cilovych
proteintl. Fosfolipasy jsou enzymy, které riznym zptisobem S$tépi fosfolipidy za vzniku
rozmanitych produkti mnohdy vyznamnych v bunééné signalizaci. Fosfolipasa D
(PLD) hydrolyzuje fosfolipidy za vzniku kyseliny fosfatidové (PA) a cholinu a je
zapojena Vv odpovédi na rizné environmentalni stresy (Yu et al., 2010). Skupina
fosfolipas D se ve vysSich rostlinach skladd z né€kolika Clenii a kazdd z Clent se
projevuje rozdilnymi vlastnostmi a rozdilnymi poZzadavky na svou aktivitu (Li et al.,
2009). Molekularni a biochemické heterogenity rostlinnych PLD hraji dulezitou roli
Vv Casovani, lokalizaci a mnozstvi produkované PA. PLD a PA ovliviiuji mnohé
bunécné procesy, jednak pomoci pfimé vazby na cilovy protein nebo nepiimo pomoci
sprostiedkujicich partneri (Li et al., 2009).

Zmeény Venvironmentalnim prostfedi jsou v rostlinach zprostfedkovany
mitogen aktivovanymi proteinkinasami (MAPK) (Colcombert a Hirt, 2008). Studie
dokazaly, ze MAPK nejsou zapojeny pouze v odpovédi na biotické a abiotické stimuly,
ale hraji také dulezitou roli v hormonalnich a vyvojovych procesech. MAPK kaskady se
skladaji ze 3 kinas: MAP3K, MAP2K a MAPK, které se navzajem fosforyluji.
Signalizace prostiednictvim MAPK je organizovana v komplexnich propojenych
subcelularnich sitich (Samajova et al., 2013). Po aktivaci MAPK se signaly pienaseji
dal vbuice na cilové substraty v rtznych subcelularnich organelach. MAPK tak
reguluji rizné bunécné procesy a zajistuji odpovéd’ buiky na tyto vnéjsi podnéty
(Samajova et al., 2013). Mitogen aktivovana proteinkinasa 3 (MPK3) patii k nejlépe
popsanym MAPK. Exprese genu MPK3 je indukovana environmentalnim stresem
(Mizoguchi et al., 1996) a protein MPK3 je aktivovan oxidativnim stresem (Kovtun et
al., 2000).

Transformace rostlin je proces genetické manipulace, pomoci které jsou
cizorodé geny vneseny do rostlinnych bunék a stabiln¢ integrovany do genomu rostlin

(Zhang et al., 2006). Pro oblast biologického a biotechnologického vyzkumu je
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vyznamna bakterie Agrobacterium tumefaciens. Pravé stabilni transformace
Arabidopsis thaliana pomoci A. tumefaciens metodou floral dip byla vyuzita v této
bakalarské praci. Prace se také zaméiuje na ziskani zakladnich dovednosti v oblasti
molekularni biologie a biochemie pii zkoumani slozek signalnich drah u Arabidopsis

thaliana, hlavné fosfolipasy D alfa 1 a map kinasy 3.
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2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (Huseni¢ek rolni) je dvoud€lozna rostlina patfici do celedi
Brassicaceae (Brukvovité). Jeji rozSifeni je kosmopolitni, lze ji nalézt v polohach od
nizin az do hor a zejména na slunnych stranich. Diky kratké generacni dobé (Ize ziskat i
nékolik generaci do roka), rychlému dozravani semen, nenaro¢nosti na prostor, velkému
poctu potomkil (z jedné rostliny 1ze ziskat az nékolik tisic semen) a malé vysce se stala
modelovou rostlinou, kterd se ¢asto vyuziva ve vyzkumu. K pokusnym experimentim
byla poprvé vyuzita Friedrichem Laibachem, ktery popsal spravny pocet chromozomu
(Koornneef aMeinke, 2010). Jadro této rostliny obsahuje pouze 5 chromozomi. Genom
obsahuje 25 498 gent, které koduji proteiny z 11 000 rodin (The Arabidopsis Initiative,
2000).

2.2 Fosfolipasy

Fosfolipasy jsou enzymy, které hydrolyzuji fosfolipidy (mezi néz patii
fosfatidylglycerol, fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin, fosfatidylinositol atd.) na
mastné kyseliny a dalsi substance (jako jsou cholin, inositol trifosfat). V ptirodé€ jsou
velmi rozsifené. Podle mista hydrolyzy a toho, jaky typ reakce katalyzuji, jsou oznaceny
jako fosfolipasy A, B, C a D (Obr. 1). Piestoze vSechny fosfolipasy vyuzivaji
fosfolipidy jako substraty, li$i se v misté a zpusobu ptisobeni na substrat, fyziologickych
funkcich a v jejich regulaci (Ramrakhiani a Chand, 2011). Hraji klicovou roli
pfi pfenosu vné&jSich i vnitfnich podnéti v buice, jsou dulezité béhem mnohych
bunécnych ¢innosti, jako jsou proliferace, membranova integrita a bunéény transport.
Komeréni vyuziti fosfolipas je v prumyslovych odvétvich, jako je ropna rafinerie,
vyroba zdravych potravin, vyroba kosmetiky a mohou byt také pouzity jako

diagnostické markery pii mikrobidlni infekci (Ramrakhiani a Chand, 2011).
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Obr. 1 Schématické znazornéni fosfolipidové struktury a mista §t€peni fosfolipasami. (Canonne

etal., 2011).

A. Obecna struktura fosfolipidii se 2 mastnymi acylovymi fetézci vazanymi na glycerolovou

kostru.

B. MozZné hlavni skupiny a vysledné fosfolipidy.

Obecné rozdéleni fosfolipas

e Fosfolipasa A

= Fosfolipasa Al - §tépi acylovy fetézec v SN-1 pozici.

= Fosfolipasa A2 — stépi acylovy fetézec v SN-2 pozici za uvolnéni kyseliny

arachidonové.

e Fosfolipasa B — stépi oba acylové fetézce SN-1 a SN-2. Tento enzym se nazyva

lysofosfolipasa.

e Fosfolipasa C — stépi fetézec pred fosfatem za uvolnéni diacylglycerolu a fosfatové

skupiny navazané na inositol, ethanolamin.

e Fosfolipasa D — stépi fetézec fosfolipidu po fosfatu za uvolnéni kyseliny fosfatidové

(PA) a zbytku (napt. cholinu, inositolu, ethanolaminu atd.).
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2.2.1 Fosfolipasy A

2.2.1.1 Fosfolipasa Al

Fosfolipasa Al (PLA:) je enzym, ktery hydrolyzuje fosfolipidy a produkuje
lysofosfolipidy a mastné kyseliny (Richmond a Smith, 2011). PLA: specificky
katalyzuje $tépeni v pozici SN-1 fosfolipidi. Bylo prokazano, ze PLA1 pusobi jako
travici enzymy, maji centralni roli pfi udrzovani a recyklaci membrany nebo se

uplatiiuji v regulaci bunécnych mechanismi (Richmond a Smith, 2011).

2.2.1.2 Fosfolipasa A2

Fosfolipasa A2 (PLA:) patfi mezi enzymy, které uvoliuji mastné kyseliny ze
sekundarni uhlikové skupiny glycerolu. Specificky rozpoznava acylovou vazbu SN-2
fosfolipidil a $tépi vazbu za uvolnéni kyseliny arachidonové a kyseliny lyzofosfatidové.
Fosfolipasy A2 se vsoucasné dobé skladaji z 15 skupin a mnoha podskupin,

nejvyznamnéj§i jsou sekreéni PLA2 (SPLA?) a cytosolickd PLA2 (CPLA?) (Schaloske a
Dennis, 2006).

2.2.2 Fosfolipasa B

Fosfolipasa B, znama jako lysofosfolipasa, je enzym s kombinaci obou PLA; a PLA:
aktivit. Mohou odstépit acylovy zbytek z uhliku C1 i C2 fosfolipidu a z lysofosfolipidu.
Mezi enzymatické aktivity fosfolipasy B (PLB) patii transacylasa, lipasa a
acetylesterasa (Saito, 2014). Hlavni charakteristiky PLB jsou velkd molekulova
hmotnost, nezdvislost na vapenatych iontech a zminéné enzymatické aktivity (Saito,

2014).

2.2.3 Fosfolipasa C

Fosfolipasa C (PLC) je enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu membréanového fosfolipidu
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP2) a vytvaii diacylglycerol a inositol-1,4,5-trifosfat
(IP3) do cytoplasmy (Cantley, 2013). Diacylglycerol (zlstava sou¢asti membrany) a IP3
(uvoliovan do cytosolu) pisobi jako druhy posel a iniciuje dalsi signalni drahy aktivaci
proteinkinasy C a zvy3uje intracelularni hladinu vapniku. Cinnost PLC vyzaduje
ptitomnost vapniku (Canonne et al, 2011). V zavislosti na koncentraci vapniku, je PLC
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schopna vyuzivat riizné substraty. P¥i nizkych (mikromolarnich) koncentracich Ca?*
jsou hydrolyzovany oba substraty fosfatidylinositol-4-fosfat (P14P) a PIP,, zatimco pfi
vysSich koncentracich (milimolarnich) PLC radé¢ji vyuziva fosfatidylinositol (PI)

(Canonne et al., 2011).

2.2.4 Fosfolipasa D

2.2.4.1 Zivotisné fosfolipasy

PLD zivociSnych bunc¢k je koédovana dvéma geny a existuje ve dvou forméch:
fosfolipasa D1 (PLD1) a fosfolipasa D2 (PLD2) (Kolesnikov et al., 2012). PLD1 (120
kDa) je pfitomna hlavné na endomembranach v buice a vlivem extracelularnich
podnéta je transportovana k plazmatické membrané (Kolesnikov et al., 2012). PLD2
PLD1 a je mirn¢ stimulovana znamymi aktivatory PLD1 (Kolesnikov et al., 2012). Oba
enzymy jsou regulovany rtiznymi serin/threonin a tyrosin specifickymi proteinkinasami,
proteiny vazicimi GTP, polyfosfoinositidy a hormony. Ob¢ fosfolipasy, PLD1 a PLD2,
vyzaduji pro svou aktivitu kofaktor. Aktivita PLD1je nizka a mize byt stimulovana
PIP,, fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfatem, protein kinasou C a GTP proteiny. Aktivita
PLD2 je regulovana fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatem a Ras-like GTPasou (Ral) a
negativné regulovana cytoskeletalnimi proteiny. Fosfolipasa D a produkt jeji katalytické
reakce, kyselina fosfatidovd, se podileji na regulaci rozmanitého spektra bunéénych
procest (kontrola intracelularniho membranového transportu, stimulace neurond a

srdce, migrace bun¢k a chemicka odolnost).

2.2.4.2 Rostlinné fosfolipasy

V rostlinach je nejrozsirenéjsim fosfolipidem fosfatidylcholin (PC), ktery hraje roli pfi
tvorbé zasobnich lipidl a pii metabolismu mastnych kyselin (Hong et al., 2016). PLD
hydrolyzuje fosfodiesterovou vazbu na misté hlavni skupiny fosfolipidt, zejména PC, a
tvofi rozpustnycholin a kyselinu fosfatidovou (PA) (Hong et al., 2016). Aktivita PLD
byla poprvé charakterizovana v rostlinach (Hanahan a Chaikoff, 1947), pfi¢emz byla

zkoumana jeji role v membranovem katabolismu lipida (Hong et al., 2016).
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2.2.4.3 Klasifikace a doménové struktury PLD

V Arabidopsis thaliana je 12 geni kodujicich PLD, zatimco u savct jsou 2 geny a jeden
gen je v kvasince Saccharomyces cerevisae (Bargmann et al., 2009). 12 genu
A. thaliana je rozdélenych do 6 tiid, které obsahuji rizny pocet izoforem: PLDa (3), B
(2), v (3), 6, € a £ (2) (Kolesnikov et al., 2012). Izoformy a, B, y, 6 a € jsou oznaceny
jako C2-PLD diky pfitomnosti katalytické C2 domény pobliz jejich N-konce (Elias et
al., 2002). Na rozdil od uvedenych PLD, dvé PLD( maji plekstrin homologni (PH) a
phox homologni (PX) doménu (Elias et al., 2002; Qin a Wang, 2002). C2 doména vaze
Ca2* a fosfolipidy, které jsou nezbytné pro enzymovou aktivitu p¥islusnych PLD (Hong
et al., 2016). C2 doména u C2-PLD obsahuje ptiblizné¢ 130 aminokyselin (Wang et al.,
2006). Rozdily v aminokyselinovém slozeni v C2 doméné¢ PLD podminuji rozdilné
pozadavky na mnozstvi Ca®" potfebné k enzymové aktivité PLD (Hong et al., 2016).
PLD{ maji PX a PH domény blizko N-konce a svou strukturou se nejvic
podobaji savéim PLD (Hong et al., 2016). PX a PH domény maji riznou vazebnou
afinitu pro fosfoinositidy (Hong et al., 2016). Vsechny zkoumané eukaryotické PLD
obsahuji dvé katalytické HKD domény, které jsou nezbytné pro enzymovou aktivitu
PLD. Mohou mezi sebou vzajemné interagovat a tim znasobovat svoji aktivitu (Qin a
Wang, 2002). HKD motiv mé& vysoce konzervovanou HxKxxxD/E sekvenci (Hammond
et al, 1995; Koonin, 1996). Tyto dvé HKD domény jsou oddéleny vice nez 300
aminokyselinami ve 12 PLD Arabidopsis (Qin a Wang, 2002). PLDa-1 ma dalsi tzv.
DRY motiv mezi aminokyselinovymi zbytky 562 a 586, ktery je podobny motivu
v proteinech, které interaguji s heterotrimerickou podjednotkou Ga u G proteinu (Hong
et al., 2016). PLDa-1 tedy interaguje s Ga podjednotkou a stimuluje jeji GTPasovou
aktivitu (Zhao a Wang, 2004).

2.2.4.4 Katalytické vlastnosti a regulace aktivity PLD

Pro spravnou funkci fosfolipasy D je vyzadovana piitomnost Ca?*, PIP2, oleatu, riiznych
hodnot pH a raznych druht fosfolipidi jako substrati (Hong et al., 2016). Aktivita PLD
byla charakterizovana milimolarni potfebou Ca?* (Hong et al., 2016). Kdyz byl potlagen
gen plda-1 primarné pro konvencni aktivitu PLD, byly objeveny i jiné PLD, které
vyzadovaly jen mikromolarni hladiny Ca?* (Pappan et al., 1997). Geny kédujici PLDB1,
v a {1, byly identifikovany jako nezavislé na potiebé Ca?* (Pappan et al., 1997). Ca?* se

vaze k C2 doméné a zlepSuje enzymatickou aktivitu PLD podporou lipidového substratu
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ke katalytickému mistu (Zheng et al., 2000; Qin et al., 2002). PLDa-1, a3 a € jsou
nejaktivnéjsi pii milimolarnich koncentracich vapenatych iont, zatimco PLDB1, y1, y2
a & vyzaduji mikromolarni hodnoty Ca?* ke svoji aktivité (Hong et al., 2016). Dalsi
klicovy kofaktor vétSiny PLD je PIP2. Jeho vazbou se zvySuje substratova afinita
enzymi PLD (Zheng et al., 2002). PIP; je vyzadovan pro aktivitu PLDp, y a { (Hong et
al., 2016). PLDa a ¢ jsou aktivni i bez PIP> (Qin aWang, 2002). Fosfolipasy typu
C2-PLD vyuzivaji jako substraty PC, fosfatidylethanolamin (PE) a fosfatidylglycerol
(PG). PLDa-1, a3 a ¢ preferuji PC pied PE, PLDéa y1 hydrolyzuji PE vice nez PC
(Hong et al., 2016). Zatimco fosfolipasy PX/PH-PLD (1 selektivné pouzivaji jako
substrat PC (Qin a Wang, 2002). Transfosfatidylace je jedinec¢nou reakci pro PLD, ve
které PLD vyuziva primarni alkohol (R-OH) misto vody (H-OH) k pfijeti fosfatidylové
skupiny (Hong et al., 2016).

2.2.4.5 Subcelularni lokalizace a pletivova distribuce PLD

Subcelularni lokalizace se 1isi dle individualnich PLD (Li et al., 2009; Fan et al., 1999).
PLDa-1 je nejrozsifenéjsi PLD a je pfitomna v rozpustnych i v membrénovych frakcich
(Hong et al., 2016). Primarn¢ se vyskytuje v cytosolu a po aplikaci stresového stimulu
je schopna se relokovat na membrany (Novak et al., 2018). PLDy byla detekovana
na plazmatické membrang, intracelularnich membranach, jadie a v mitochondriich (Fan
et al., 1999). U Arabidopsis je vyskyt PLDB1 nizky, proto i jeji lokalizace je obtizna
(Fan et al., 1999). PLD(2 se nachazi na tonoplastu (Yamaryoet al., 2008). PLDa3, 6 a ¢
jsou primarné asociovany s plazmatickou membranou (Hog et al., 2009; Hong et al.,
2008; Guo et al., 2012). Piesna subcelularni lokalizace ostatnich PLD neni zatim ptfesné
zndmé (Hong et al., 2016). Geny pld maji rizné urovné exprese v Arabidopsis (Hong et
al.,, 2016). PLDa-1 se nachazi v organech jako kvéty, SeSule, kmeny, listy a kofeny
(Hong et al., 2016). Exprese PLDa-1 je mnohem vyssi nez PLDa3 a ¢ (Hong et al.,
2009; Hong et al., 2008). Jedinou vyjimkou je pyl, ve kterém je exprese PLDa-1 nizsi
(Hong et al., 2009). Exprese PLDa-1 se zvySuje v odpovédi na vnéjsi podnét (Hong et
al., 2016).
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2.2.4.6 Bunécéné a fyziologické funkce PLD

Aktivita PLD se rapidn¢ zvySuje v odpovédi na riizné environmentalni podnéty (Hong
et al., 2016). Fosfolipasy D jsou zapojeny v rostlinném rustu, vyvoji a odpovédi na
abioticky ¢i bioticky stres (Hong et al., 2016). Jednim z klicovych mechanismi PLD
v rostlindch je produkce PA jako druhého posla (Wang et al., 2006). Produkce PA
fosfolipasou D byla pozorovdna pii plsobeni riznych podminek, jako oSetieni
kyselinou abscisovou (ABA) pii ptisobeni abiotickych stresti jako poranéni, suchu a
mrazu (Hong et al., 2016). PLD interaguji s riznymi proteiny, jako jsou inhibitory
proteas, Go. podjednotka G proteinu, GAPC, aktin a tubulin (Hong et al, 2016). Tyto
interakce reguluji aktivitu PLD a tvorbu PA a tedy bud’ ptimo, nebo neptimo ovliviiuji
zprostitedkovani bunééné odpovéde Vraznych biologickych procesech. Neékteré
izoformy PLD mohou ptimo interagovat s mikrotubulami napfiklad PLDé (Andreeva et
al., 2009; Ho et al., 2009). Bylo prokazano, ze PA produkovana PLDa-1, se vaze na
protein asociovany s mikrotubulemi 65-1: MAP65-1 a tim stabilizuje kortikalni
mikrotubuly a zabezpecuje odolnost rostlin vii¢i solnému stresu (Zhang et al., 2012). PA
tvofena PLDa-1 proteinem se taky pomoci vazby na MPKG6 protein podili na odstranéni

Na" iontl z buiiky pfi piisobeni solného stresu u Arabidopsis thaliana (Yu et al., 2010).

2.2.4.7 Fosfolipasa D alfa 1

Tato prace se zabyva fosfolipasou D alfa 1 (PLDa-1). Kviili jejimu Sirokému zastoupeni
a nadbytku v rostlinnych tkanich je nejvice studovanym predmétem zajmu
v biochemickych a funkénich studiich (Fan et al., 1997). Fosfolipasa Da-1 je
nejrozsifenéjsi izoformou fosfolipas D u A. thaliana. K jeji aktivité je potiebna
milimolarni koncentrace Ca?* (Devaiah et al., 2007). PLDa-1 je lokalizovana v cytosolu
a na intracelularnich membranach bunéénych organel (Fan et al., 1999; Novék et al.,
2018). PLDa-1 je piitomna v rozpustnych i v membranovych frakcich a jeji relativni
rozdéleni mezi obéma frakcemi se méni v zavislosti na pletivech, vyvojovem stadiu a
vnéjSich faktorech (Dyer et al., 1994). Aktivita PLDa je vy$$i v metabolicky

aktivngjSich organech, jako jsou kvéty, SeSule a kofeny a taky v susSich semenech a

zralych listech (Fan et al., 1999).
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2.2.4.8 PLDa-1 a stres

Po pisobeni kyseliny abscisové, PLDa-1 spousti bunéénou signalizaci prostiednictvim
PA, kdy se PA vaze na ABII1 protein (Abelson-interactor 1) a tim umozni uzavieni
stomat (Zhang et al., 2009; Zhang et al., 2004; Mishra et al., 2006). Déale je PA
produkovana PLDa-1 schopna vézat se a aktivovat na NADPH oxidasu a tim tvofit
H202 (Zhang et al., 2009; Zhang et al., 2004; Mishra et al., 2006). H2O. oxiduje
cytosolickou redukovanou formu glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasy (GAPC) a
oxidovana forma GAPC interaguje s PLD6 a vede K jeji aktivaci (Hong et al., 2016).
PLDo-1 kromé vlastni tvorby PA neptimo podporuje produkci H2O2 a pomoci PLDd
zesiluje tvorbu PA a zprostiedkovava odpoveéd’ na H202 v ABA signalizaci (Hong et al.,
2016). PA tvofena PLDo-1 taky stimuluje mitogen-aktivovanou proteinkinasu 6
(MPK®6) a reguluje bunétnou odpovéd za pusobeni solného stresu. Podobné PA
interaguje s proteinem, ktery asociuje s mikrotubulmi MAP65-1 a ovliviiuje
polymerizaci a depolymerizaci mikrotubult (Bargmann et al., 2009). Pomoci
pocitacové in silico analyzy byl v sekvenci PLDa-1 nalezen serin v pozici 481 jako
misto mozné fosforylace fosfolipasy D alfa 1 map kinasami. Z literatury vSak neni
dosud znamo, jestli a ptipadné¢ jaka MAP kinasa muze s PLDa-1 interagovat. Na
zaklad¢é nasich predbéznych interakénich analyz jsme zjistili, ze pravé MAP kinasa

MPK3 interaguje s PLDa-1 (Vadovi¢ et al., nepublikované vysledky).

2.3 Transformace rostlin

Transformace rostlin je genetickda manipulace, pii které dochazi k vneseni ciziho genu
do genomu rostlinné buniky. Transgenozi rostlin miiZeme rozdélit na stabilni a
transientni ¢1 pfimou a nepfimou. KdyZ je gen stabilné integrovdn do rostlinného
genomu a zméena genetické informace je prenaSena na potomstvo, jedna se o transgenozi
stabilni. Ptikladem je transgenoze zprostiedkovana bakterii Agrobacterium tumefaciens
pomoci metody floral dip u Arabidopsis thaliana. U transientni transformace neni
geneticka informace zaclenovana do genomu hostitele a nepfenasi se na potomstvo.
Nepitimé metody transformace vyuzivaji vektorem zprostiedkovany pfenos gent, napf.
transfer pomoci bakterie — Agrobacterium nebo pomoci rostlinnych virovych vektora.
Pifima transgenoze vyuzivd piimy pfenos DNA bez vyuziti mikroorganismi (Bent,

2000).
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2.3.1 Pfimé metody vnaseni transgenti

2.3.1.1 Mikroprojektilovd metoda

Transformacni metoda pomoci mikroprojektilového ptenosu DNA patii mezi nejvice
efektivni fyzikdlni metody pro piimy pienos cizorodé DNA do rostlinnych bunék.
Vyhodou této metody je univerzalnost — mize byt vyuzita také na pfenos DNA do
mikroorganismi a savCich bun€k. U rostlin se vyuziva zejména na transientni
transformaci jednodéloznych rostlin a transformuji se listy, kofeny, meristematicka
pletiva, nezrald embrya a bunécné suspenze atd. Pii této metod¢ je za pretlaku helia
vstfelovana cizorodd DNA do rostlinného pletiva, které je béhem transformace ve
vakuu. Jako nosi¢e se vyuzivaji mikrocastice zlata, platiny nebo wolframu. Pred
samotnou transformaci dochazi kizolaci DNA obsahujici transgen, K pfipravé
nosic¢ovych mikrocastic zlata, pokryti mikrocastic zlata plazmidovou DNA a K ptipravé
rostlinného materidlu ur€en¢ho na transformaci. Metoda mikroprojektilového pfenosu
DNA se vyuziva pro studium transientni exprese genil, k analyze promotorii a studiu
mechanismu exprese gent. Nevyhodou této metody je vysoky pocet kopii transgenu
v cilovém organismu a ¢asté poskozeni cilovych pletiv v dtsledku nedostatku kontroly

rychlosti bombardovani. (Pawlowski a Somers, 1996).

2.3.1.2 Dalsi metody primé transformace

Mezi dal§i transformacni metody pifimého pifenosu patii mikroinjekce, pienos
organelového genomu a transformace pomoci polyethylenglykolu. Mikroinjekce je
pfima fyzikalni metoda zahrnujici mechanické vlozeni Zadouci DNA do cilové buiky,
pletiva. Cilovou bunikou mohou byt protoplasty, kalusy, embrya ¢i meristémy. Metoda
je zaloZena na imobilizovani cilové buniky (v agarose) a pfenosu genu pomoci sklenéné
injekéni pipety (Zhang a Yu, 2008). Protoplasty mohou byt transformovany také
pomoci polyethylenglykolu. Transformace je provadéna v pfitomnosti vapenatych
kationtt. Dochazi ke stabilizaci plazmatické membrany protoplasti a membrana je
propustnd pro DNA. DNA vstupuje do jadra protoplastii a integruje se do genomu.
Vyhodou metody je jeji vyuziti pro Sirokou skalu rostlinnych druhti (Sheen et al., 2014).
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2.3.2 Neprimé metody vnaseni transgent
V bakalaiské praci se budu blize zabyvat transformaci pomoci bakterie Agrobacterium

tumafeciens.

2.3.2.1 Transformace pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens

Geneticka transformace zprostiedkovana Agrobacterium tumefaciens je prevladajici
technologie uzivana k produkci geneticky modifikovanych transgennich rostlin (Tzfira a
Citovsky, 2006). Agrobacterium tumefaciens je gramnegativni bakterie patiici do ¢eledi
Rhizobiaceae. Je to pudni patogenni bakterie pfirozené se vyskytujici v kofenovém
systému bobovitych rostlin. A. tumefaciens zptisobuje tumorové nadory — crown gall u
dvoudéloznych rostlin. Agrobacterium geneticky transformuje hostitelské buiky
pomoci pienosu definovaného DNA segmentu z tumor-indukujiciho (Ti) plazmidu
(Obr. 2) do genomu hostitelské bunky (Tzfira a Citovsky, 2006). V ptirod¢ pienesena
transferova DNA (T-DNA) nese set onkogent a geny opinové syntézy, jejichz exprese
Vv rostlinnych builkdch vede k neoplastickému ristu transformované tkané a produkci
opint, derivati aminokyselin, pouzivanych bakterii jako zdroj dusiku (Tzfira a
Citovsky, 2006). Mimo T-DNA se dale vyskytuji geny pro opinovy katabolismus a
geny zucastnujici se transferu T-DNA z bakterie do rostlinné buiiky. Rekombinantni
kmeny Agrobacterium, ve kterych byly ptivodni T-DNA geny nahrazeny geny zajmu,
jsou nejefektivnéjsim zprostiedkovatelem k zavedeni gend zdjmu do rostlin a
k produkci transgennich rostlinnych druht (Tzfira a Citovsky, 2006). Molekularni
mechanismus transferu T-DNA pomoci Agrobacterium tumefaciens do rostlinné buriky

je znazornén na Obr 3.

20
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Obr. 2 Ti-plazmid (ptevzato
zhttps://molbioandbiotech.files.wordpress.com/2007/08/ti_plasmidl.jpg)

Origin of replication - pocatek replikace, virulence region — virulentni oblast, left T-DNA
border — leva hranice T-DNA, right T-DNA border — prava hranice T-DNA, auxin production —
produkce auxint, cytokinin production — produkce cytokinind, opine synthesis — syntéza opind,
oncogenic genes — geny zpusobujici nadory, conjugative transfer — konjugacéni ptenos, opine
catobolism — geny pro opinovy katabolismus.

2.3.2.2 Proces genetické transformace

Agrobacterium infikuje poskozené nebo poranéné rostliny. Poranéné rostliny uvoliuji
latky fenolické povahy — acetosyringon, kyselina sinapova, kyselina lysergova, kyselina
nerulova a acetovanilon. Diky témto latkam rozpozna Agrobacetrium poskozené misto.
A. tumefaciens ma jedine¢nou schopnost pienosu segmentu DNA (T-DNA) z
Ti-plazmidu do jadra infikované rostlinné buiikky. T-DNA je ohrani¢ena levou a pravou
hranici. Do rostlinné bunky se pienasi pouze T-DNA. Virulentni oblast se sklada ze 6
operond, které jsou esencialni pro transfer T-DNA (virA, virB, virD a virG) a pro

zvySeni eficience transferu (virC a virE).
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Obr. 3 Mechanismus transformace (Tzfira a Citovsky, 2006).

Transformac¢ni proces zacina piilnutim bakterie k rostling, nasleduje indukce exprese vir
oblasti pomoci specifickych hostitelskych signala (Tzfira a Citovsky, 2006). Fenolické
latky uvoliiované rostlinnou buiikou rozpozna Agrobacterium pomoci VirA a VirG
proteint. VirG indukuje expresi vSech vir gent. Jednofetézcova molekula T-DNA je
vytvotfena kombinaci bakteridlnich VirD1 a VirD2 proteini (Tzfira a Citovsky, 2006).
VirD2 je kovalentné navazan na 5’konec fetézce (Guo et al., 2011). Poté je tento
komplex ptenesen do hostitelské buniky spolu s dal§imi Vir proteiny. V cytoplasmé
rostlinné buniky se T-DNA pokryje VirE2 proteiny, které ho chrani pfed nukledzami
(Tzfira a Citovsky, 2006). T-DNA je transportovana do jadra pomoci VirD2 a VirE2
proteint (Tzfira a Citovsky, 2006). V jadie se Vir proteiny odpoji od fetézce a T-DNA
se zacleni do genomu hostitelské bunky (Tzfira a Citovsky, 2006).
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2.3.2.3 Konstrukce binarnich vektori

Konstrukce transformacnich vektord je zalozena na pivodnim Ti-plazmidu, z n¢hoz
byly odstranény geny pro tvorbu fytohormonti a opinti. Mezi hrani¢ni sekvence T-DNA
se vlozi cizoroda DNA, kterou chceme integrovat do rostlinného genomu (Obr. 4).
Principem konstrukce binarnich vektorti je rozdéleni rozsahlého Ti-plazmidu na dva
plazmidy mensi tak, aby usek virulence a T-DNA nebyly spolecné na jednom plazmidu.
Mensi plazmid se nazyva klonovaci a obsahuje hrani¢ni sekvence T-DNA. Mezi tyto
sekvence se vklonuje DNA urcena k pfenosu a selekéni gen. V¢Etsi plazmid je
oznacovan jako pomocny a nese veétsi ¢ast Ti-plazmidu, kterd obsahuje geny potiebné

pro infekci hostitele a ptenos T-DNA.

Promoter Gene of interest

Promoter Terminator

e ——

e N
a ="\ Right T-DNA border

o

Plant selectable marker gene

Terminator & &8 . \
/7 Disarmed T-region

Left T-DNA border
Co-integrated plasmid

Bacterial selectable marker gene

Origin of replication
Virulence region

Obr. 4 Transformac¢ni vektor

(pfevzato z http://www.bios.net/daisy/AgroTran/g1/850.html)

Bacterial selectable marker gene — bakterialni selekéni gen, left T-DNA border — leva hranice
T-DNA, right T-DNA — pravé hranice T-DNA, terminator — terminator, plant selectable marker
gene — rostlinny selekéni gen, promoter — promotor, gene of interest — gen zajmu.

2.3.2.4 Selektované transgeny

K selekci transformovanych bunék je nutné, aby T-DNA obsahovala gen, ktery
umoznuje selekci transformovanych bunék. K tomuto ucelu se pouzivaji geny rezistence
k latce, ktera se ptidava do média. Rostliny, které neobsahuji gen pro tuto rezistenci,
nedokdzou na selekénim médiu ptezit a na médiu hynou. Za ucelem selekce
transformovanych bunek se vyuzivaji latky jako antibiotika a herbicidy, které¢ zpusobi

smrt netransformovanych bunék.
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Pozitivni selek¢ni systémy jsou ty, které podporuji rist transformovanych bun¢k (Miki
a McHugh, 2004). Mohou to byt antibiotika, herbicidy nebo analogy Iéku (Miki a
Mchough, 2004). Jedny znejvice pouzivanych latek k selekci jsou antibiotika.
Klonovaci vektory nesou gen pro rezistenci K urcitému antibiotiku, takze na médiu,
které obsahuje dané antibiotikum, rostou pouze rostliny, které tento vektor obsahuji
(Labguide.cz). Gen neomycin fosfotransferasa (nptll), ktery udéluje rostliné rezistenci
na kanamycin inhibici syntézy proteinl, je typickym pfiikladem systému, ktery je
toxicky pro netransformované rostliny (Miki a McHugh, 2004). Druhym
nejvyuzivangj§im antibiotikem, vyuzivany k selekci transformovanych rostlin, je
Hygromycin B. Inhibuje proteinovou syntézu se Sirokospektralnim u¢inkem proti
prokaryotim a eukaryotim (Miki a McHough, 2004). Je velmi toxicky pro rostliny
(Miky a McHough, 2004) i pro ¢loveéka. Gen hygromycin fosfotransferasa (aphlV)
kdduje hygromycin B fosfotransferasu (Miki a McHough, 2004). Piikladem selekéniho
systému, kdy selek¢ni substrat neni toxicky, je gen manA, ktery koduje fosfomanosovou
izomerazu (Miki a McHugh, 2004). V tomto piipad¢, manosu jako substrat nejsou
schopny vyuZzivat jako zdroj uhliku netransformované bunky, ale jen transformované
bunnky s manA genem (Miki a McHough, 2004). Dalsim ptikladem pozitivniho
selekéniho systému, ktery nevyzaduje ptidavek vnéjSiho substratu, ale podporuje
selekéni rdst a diferenciaci transformovaného materialu je gen isopentyl transferasa
(ipt). Nadexprese ipt genu z Ti-plazmidu Agrabacterium tumefaciens zvysuje hladinu
cytokininu a vede ke vzniku vyhonki z transformovanych rostlinnych bunék (Kunkel et
al., 1999). Cytokininy patii mezi fytohormony a hraji dilezitou roli v rstu a vyvoji
rostlin. Negativni selekéni systémy byly popsany v rostlinach pro geny, které vedou ke
smrti transformovanych bunék (Miki a McHough, 2004). Dalsi moznosti pro selekci
transformovanych rostlin je vyuZiti selek¢nich gentli, které zplsobuji rezistenci
k herbicidim. Mezi nejvyznamnéjsi herbicidy patii glyfosat a fosfinotricin. Glyfosat je
vyrabén pod nazvem Roundup a pouziva se k hubeni plevele. Glyfosat je specifickym
inhibitorem enzymu 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat syntézy (EPSP) (Wang et al., 2014)
a selek¢éni marker, ktery zpusobuje rezistenci ke glyfosatu je glyfosat acetyltransferasa
(gat) (Vikram a Koiwa, 2009). EPSP je soucasti Sikimatové drahy rostlin, ktera
umoznuje tvorbu aromatickych aminokyselin (fenylalanin, tyrosin, tryptofan) (Vikram a
Koiwa, 2009). Inhibici tohoto enzymu dochazi k porucham funkce této drahy a
odumfeni rostlin. Pro rostliny mé neblahy vliv nedostatek aminokyselin i degradace celé

biochemicke drahy (Duke a Powles, 2008). Dalsim vyznamnym herbicidem je
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fosfinotricin (PPT), ktery jsem vyuzila pfi své praci. Komer¢né se prodava pod nazvem
BASTA a blokuje enzym glutaminsyntetasu. Glutaminsyntetasa zptisobuje pfeménu
kyseliny glutamové na glutamin. Gen rezistence bialaphos resistence (bar) koduje
enzym fosfinotricin N-acetyltransferasu (Miki a McHough, 2004). PPT je kompetitivni
inhibitor glutaminsyntetasy, ktera jako jediny enzym katalyzuje asimilaci amoniaku na
kyselinu glutamovou v rostlindch (Mikia McHough, 2004). Inhibice glutaminsyntetasy
vede k akumulaci toxického amoniaku a zpusobuje smrt rostlinnych bunék (OECD,
1999).

2.4 MAP Kinasy rostlin

Map kinasy (odvozené z mitogen-activated protein kinases — mitogenem aktivované
proteinkinasy, MAPK) jsou enzymy patiici do skupiny kinas (Pearson et al., 2001).
Ucastni se buné&énych pochodd, jako je regulace exprese gentl, mitdza, bundéni
diferenciace a proliferace a programovana bunéfna smrt (Pearson et al., 2001).
Rostlinné mapkinasy hraji roli v imunité a odpovédi na rizné druhy stresu (Xu a Zhang,
2015). MAPK kaskady jsou konzervované signalizaéni moduly, které se nachazi ve

vSech eukaryotickych buiikach, véetné rostlin, hub a zvitat (Colcombet a Hirt, 2008).

2.4.1 MAPK kaskada

MAPK kaskada se sklada ze tiistupnového modelu: MAP3K, MAP2K a MAPK, které
se fosforyluji a aktivuji navzjem specifickym zptisobem (Colcombet a Hirt, 2008).
V genomu A. thaliana se nachazi asi 20 MAPKSs, 10 MAPKK a pfiblizn¢ 80 MAPKKK
(Cheong a Kim, 2010). Studie rostlinnych MAPKs se zamé&fuji na 3 nejéastéji
studované rostlinné MAP kinasy: MPK3, MPK6 a MPK4 (Xu a Zhang, 2015). MAPK
kaskady jsou zapojeny do téméf vSech aspektl rostlinného riistu a vyvoje, vcetné
gametogeneze, embryogeneze, morfogeneze, senescence, fertilizace a tvofeni semen
(Xu a Zhang, 2015). Maji rozhodujici funkce v bunécné proliferaci a diferenciaci
organismu a v odpovédi organismu na rizné vnéjsi i vnitini podnéty (Xu a Zhang,
2015). MPK tvoii koncové komponenty sekvenéni MAPK kaskady a jsou aktivovany
MAPK kinasami (MAPKK) dvojitou fosforylaci konzervovanych aminokyselinovych
rezidui threoninu a tyrosinu v motivu TxY (Thr-x-Tyr, x je jakakoliv aminokyselina)

lokalizovaného v aktivaéni smycce (T-smycka) mezi kinasovymi podjednotkami VII a
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VIl (Ichimura et al., 2002). MAPKK jsou samy aktivovany MAPKK kinasami
(MAPKKK) nebo fosforylaci serinovych nebo threoninovych rezidui v T-smycce

(Ichimura et al., 2002).
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Obr. 5 Schéma znazorfiujici funkci mitogen-aktivovanych proteinkinas (MAPK) MPK3, MPK6
a MPK4 vruznych rostlinnych procesech u Arabidopsis (Xu a Zhang, 2015). Vlevo je
znazornéna typicka signalizacni draha zprostfedkovana MAPK. Po rozpoznani specifickych
molekul pro pletiva/buiiku (napi. peptidové ligandy), receptory proteinkinasy aktivuji MAPK
kaskady prostorové specifickym zpiisobem, a to bud pfimo nebo prostiednictvim dalsiho
mediatoru. Aktivované MAPK fosforyluji jejich substraty, coz nakonec vede k bunééné
proliferaci nebo diferenciaci ve specifickych vyvojovych stadiich a tim reguluji rast a vyvoj
rostlin. Podobné MAPK reguluji i bun&énou signalizaci. Sipky s nepierusenymi ¢arami ukazuji
interakce, které jsou podpotfeny genetickymi nebo biochemickymi dikazy. Otazniky oznaduji
neidentifikované signaliza¢ni komponenty. Jedna Sipka mize predstavovat nékolik krokd vaci
nezndmym komponentam v signaliza¢nich drahach.

2.4.2 MAPK

U Arabidopsis je 20 riznych MPK rozdéleno do 4 skupin (A-D) (Ichimura et al., 2002).
U skupin A-C se v aktivaéni smycce nachazi TEY (Threonin-Glutamin-Tyrosin,
Thr-Glu-Tyr) motiv, zatimco skupina D obsahuje motiv TDY (Threonin-Asparagin-
Tyrosin, Thr-Asn-Tyr) (Ichimura et al., 2002).

Skupina A se nejcastéji uplatiuje v odpovéedich rostlin na environmentalni a hormonalni
podnéty (Hamel et al., 2006; Colcombet a Hirt, 2008). Exprese genu MPK3 je snadno
indukovana environmentalnim stresem (Mizoguchi et al., 1996) a MPK3 protein je také

aktivovan oxidativnim stresem (Kovtun et al., 2000).
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2.4.2.1 MPK3

MPK3, kterd je soucasti MAP kinasové kaskady, hraje dulezitou roli v pfenosu
stresového signalu v rostlinnych buiikach (Gao et al., 2010). Patéi do skupiny MAP
kinas a je aktivovana osmotickym stresem (Droillard et al., 2002), podili se na
signalizaci za ucasti kyseliny abscisové (Lu et al., 2002) a je spojena s vrozenou
imunitou rostlin a vyvojem stomat (Gao et al., 2010). ZvySena transkripce MPK3
nastava pii vysokém zasoleni pudy, pii nizké teploté, poranéni (Mizoguchi et al., 1996),

osmotickém (Droillard et al., 2002) a oxidativnim stresu (Kovtun et al., 2000).

2.4.3 MAPKK

Bylo identifikovano 21 rostlinnych MAPKK (Ichimura et al., 2002). Fosforyla¢ni misto
rostlinnych MKK se lisi od zivoé¢isnych proteinkinas (Ichimura et al., 2002). Rostlinné
MPKK obsahuji sekvenci S/T-Xs-S/T, zatimco u Zivo¢ichu je S/T-T3-S/T (Ichimura et
al., 2002). Rostlinné MKK jsou rozdéleny do 4 skupin A-D (Ichimura et al., 2002).

2.4.4 MAPKKK

Skupina MAPKKK mé vétsi rozmanitost a vice ¢lenli ve srovnani s MPK a MKK
(Ichimura et al., 2002). Na zakladé aminokyselinové sekvence katalytické domeény
fadime MAPK u Arabidopsis do 2 tiid: MEKK1-typ a RAF-typ (Ichimura et al., 2002).
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Pouzité pristroje a software pro zpracovani vysledki

Analytické pipety (Eppendorf), laminarni box (Merci), fytotronovd komora Weiss
(Gallenkamp), autoklav Sterivap HP IL (MMM Group), laboratorni digestoi (M 1200,
MERCI), analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG), laboratorni ptedvazky S1502
(BEL Engineering), mikrovinna trouba MGE23 (Hitachi), pH metr PC 2700 (Eutech
Instruments), horizontalni agarosova elektroforéza (Bio-Rad), lednice Liebherr (MED
line), Thermocykler (MyCycler™ Personal Thermal Cycler Bio-Rad), spektrofotometr
SmartSpec™ Plus (Bio-Rad), chlazena centrifuga Scanspeed 1730R (Labogene), vortex
MIXER (Labnet International, Inc.), tfepacka Orbital Shaker ES-20 (Biosan), vertikalni
elektroforéza denaturovanych proteintt SDS-PAGE (Bio-Rad), dokumenta¢ni zafizeni
Chemidoc™ MP systém, epifluorescenéni mikroskop + ZEN software (Axio Imger M2,
ZEISS), ImageLab 4.0.1 (Bio-Rad).

3.1.2 Enzymy a chemikalie

Ethanol 70%, etanol 96%, metanol, agarosa (Sigma), phytagel (Sigma), GeneRuler 1kb
Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific), Silwet STAR (AgroBio), Murashige &
Skoog médium Basal salt mixture (Duchefa), Murashige & Skoog bez vitamint
(Duchefa), fosfinotricin (Duchefa), ticarcilin (Duchefa), sacharosa (Sigma), 6x Gel
Loading Dye (ThermoFisher Scientific), akrylamid (Bio-Rad), Diluéni pufr
(ThermoFisher Scientific), B-merkaptoethanol (Sigma), Midori green DNA Staining
Solution,YEB médium, Bradfordovo &inidlo (Serva), ECL substraty (Clarity™ Western
ECL Sunstrat, Bio-Rad), Phire Plant Direct PCR kit (ThermoFisher Scientific).

3.1.3 Rostlinny material
eArabidopsis thaliana, ekotyp Columbia (Col-0)
eArabidopsis thaliana — T-DNA mutant mpk3-1, Salk 151594
eArabidopsis thaliana — T-DNA mutant plda-1-1, Salk 067533
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3.2 Metody

3.2.1 Sterilizace a vyseti semen Arabidopsis thaliana

Cely proces byl provadén v laminarnim boxu po vysviceni UV zafenim.

Semena rostlin A. thaliana, ekotyp Columbia (Col-0), mutantnich v genu plda-1-1,
v genu mpk3-1 a dvojitych mutatnich rostlin v genech plda-1-1 a mpk3-1 byla
povrchové sterilizovana. Semena byla umistnéna v mikrozkumavkach, ke kterym byly
ptidany 2 ml 70% etanolu. Semena byla promyvéana po dobu 2 minut a poté byl etanol
odebran. Nésledovala povrchova sterilizace semen s roztokem 1% hypochloridu
sodného (zasobni roztok 27 ml destilované vody; 3 ml 10% hypochloridu sodného a
30 ul TWEENU) po dobu 8 minut. Poté byla semena 3 krat promyta 2 ml sterilni vody
po dobu 2 minut. Semena byla po sterilizaci pfenesena na piipraveny sterilni filtra¢ni
papir v Petriho miskach a byla ponechana uschnout. Vysev byl proveden nahodile
Setrnym klepanim do filtra¢niho papiru, na kterém sterilizovand semena uschnula.
Misky byly ptikryty vickama a oblepeny parafinem. Misky se semeny byly umistény do
lednice na 48 h. Po 2 tydnech byly rostliny piesazeny do pudy.

3.2.2 Priprava kultiva¢niho MS média

Semena byla vyseta na tuhé %2 MS médium (Murashige a Skoog, 1962). Na pfipravu 1 |
2 MS média bylo do kadinky navaZzeno 10 g sacharosy, 2,15 g MS prasku, 6 g
Phytagelu, bylo upraveno pH pomoci 0,1 mol.I* KOH na 5,8 a objem byl doplnén na

1 litr ptidanim destilované vody. Médium bylo poté sterilizovano autoklavovanim.

3.2.3 Ovéfeni pritomnosti T-DNA inzertu u rostlin mutatnich v genu plda-1-1

Pied piesazenim do pudy bylo nutné ovéfit piitomnost T-DNA inzertu v plda-1-1 genu
u rostlin a potvrdit, Ze testované rostliny jsou homozygotni mutanti v plda-1-1 genu.
Na zjisténi pritomnosti T-DNA inzertu u plda-1-1 rostlin byla vyuzita metoda PCR. Na
izolaci DNA byl z rostliny odebran kousek listu (o velikosti 2x2 mm). Rostlinny
material byl umistén do 0,6 ml mikrozkumavky, do které bylo pfedem napipetovano
20 pl resuspendaéniho pufru (Tris-HCI, NaCl, EDTA, SDS, ThermoFisher, USA). List
byl rozdrcen v pufru Spickou, a mikrozkumavky byly ponechany na ledu.

Z mikrozkumavky byl odebran vzorek pro PCR reakci.
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3.2.4 PCR metoda

Polymerazova fetézova reakce (PCR, angl. Polymerase Chain Reaction) je metoda,
ktera slouzi k rychlému zmnoZeni vybran¢ho tiseku DNA. Pfesny postup je znazornén
na Obr. 6. Vybrany tsek DNA musi byt na zacatku a na konci ohranicen tzv. primery.
Primery se paruji s templatovou DNA. Jako polymeraza byla v experimentech pouzita
Phire Hot Start II DNA polymerasa (ThermoFisher, USA). Objem reakce byl nastaven

na 10 ul a cykly reakce jsou znazornény v Tab. 1.

Tab. 1 Nastaveni PCR v termocykleru.

Krok cyklu | Faze Teplota | Cas Pocet opakovani
1 Pocatek denaturace | 98°C 5min |1
2 Denaturace 98°C 5s
3 Annealing 63°C 5s 35
4 Extenze 72°C 25s
5 Konec¢na extenze 72°C Imin |1
Schéma PCR
5 3
3 5
‘L DENATURACE
96°C/15's vytvofi jednofetézcoveé
molekuly DNA
N . ANNEALING/NASEDNUTI
62°G/ min l primerd na jednofetézcovy
templat DNA
i . primer A
5 5 m— 5
primer B
ELONGACE

72°CH min 30 s J’ syntéza novych fetézch DNA

5° S————————————
C—————————— . 5 5

30x V kazdem cyklu se pocet 30x
molekul zdvojnasobi

Obr. 6 — Schéma priubéhu PCR. (pfevzato z
http://web2.mendelu.cz/af_291_projekty2/vseo/print.php?page=1485&typ=html).
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Tab. 2 Sekvence primert pouzitych pii PCR metodé.

Primer Sekvence primeru od 5 konce po 3 konec
Pldal-1LP_Fw CCAAAAGAGTTGTCGCTGAAG

Pldal-1 3196 Rev GGTTGTAAGGATTGGAGGCAGGTAGTCTGA
LBb1.3 Rev ATTTTGCCGATTTCGGAAC

mpk3-1 SALK LPfw | ATTTTTGTCAACAATGGCCTG

mpk3-1 SALK RPrev | TCTGCCTTTTCACGGAATATG

Ocekavané velikosti jednotlivych PCR produkti:
Plda-1-1 gen — 870 bp

T-DNA inzert v plda-1-1 genu — 350 bp

MPK3 gen — 1229 bp

T-DNA inzert v mpk3-1 genu — 546 bp

3.2.5 Elektroforéza v agarosovém gelu
DNA fragmenty ziskané z PCR reakce byly analyzovany pomoci agarosové
elektroforézy. Elektroforéza separuje Castice na zékladé jejich elektrického naboje ve
stejnosmérném elektrickém poli. Fragmenty DNA migruji v agarosovém gelu vlivem
stejnosmérného elektrického pole tak, ze zaporné nabité molekuly DNA putuji od
zaporn¢ nabité elektrody (katody) ke kladné nabité elektrodé (anodé€). Rychlost pohybu
molekul v elektrickém poli zavisi na sile elektrického pole (E), celkovém naboji
molekuly (z) a frikénim koeficientu (f). DNA je nutné na agarosovém gelu obarvit, aby
byla viditelna. Proto se do gelu ptidava barvivo Midori Green, coz je analog barviva
ethidium bromidu, které po navazani na DNA emituje fluorescen¢ni zafeni v zelené
oblasti. Po ozafeni gelu ultrafialovym zafenim se detekuji pfislusné bandy.

Nejprve byl piipraven 1% agarosovy gel v TAE pufru (slozeni TAE pufru
40 mmol.I"t Tris-acetat, 1 mmol.I EDTA, pH=8). Ke vzorkiim z PCR byl napipetovan
vzorkovaci pufr (6x DNA gel loading dye, slozeni bromfenolova modf, xylenkyanol FF;
ThermoFisher) a pomoci pipety byla smés promichana. Vzorky byly poté naneseny na
agarosovy gel, do kterého bylo pro vizualizaci DNA pi#idano 5,5 pl/100 ml barviva
Midori Green DNA Staining Solution. Nakonec byl nanesen marker 1 kb Plus DNA
ladder (Thermo Scientific, USA). Elektroforéza v zavislosti na velikosti gelu byla

spusténa pii 80 V a 20 min pii malém gelu (5x9 cm) a pii velkém gelu (12x20 cm)
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100 V po dobu 30 min. DNA fragmenty byly detekovany pomoci UV zafeni v pfistroji
UV transiluminator a byly poitizeny snimky pomoci dokumentaéniho zatizeni Geldoc™

EZ systému a softwaru ImageLab (Bio-rad).

3.2.6 Vysev semen Arabidopsis thaliana

Homozygotni rostliny, které obsahovaly T-DNA inzert v plda-1-1 genu byly nasledné
pteneseny z '» MS média do pidy a kvétinace byly pieneseny do fytotronu. Fytotron se
vyuziva k péstovani rostlin za kontrolovanych podminek. Rostliny byly kultivovany pfi
teploté 22°C (16 hod svétlo/8 hod tma), relativni vlhkosti 68% a nechaly se nartst do
fertilniho stavu (4 tydny).

3.2.7 Transformace pomoci metody floral dip

Transformacni metoda, ktera byla pouzita v této praci, byla metoda floral dip. Ta je
jednou z nejpouzivanéjSich metod umoziujici transgenozi. Transgenoze umoziuje
ptenos geni o znamé funkci do pozadovaného organismu pomoci Agrobacterium
tumefaciens. Na transformaci rostlin Arabidopsis thaliana byl pouzit protokol Zhang et
al., 2006. Netransformované rostliny v pidé byly pfeneseny z fytotronu do laboratofe,
aby se aklimatizovaly. Byly ostiihdny vSechny jiz vytvofené SeSule a opylené kvéty. Pro
transformaci jsou nejlepsi neoteviené kvéty. Byla piipravena kultura A. tumefaciens. Na
stabilni transformaci plda-1-1 mutantnich rostlin byl pouzit pfipraveny konstrukt
obsahujici plda-1-1 gen pod nativnim promotorem s vnesenou mutaci S481A. Hlavnim
cilem byla zdména proteinu plda-1-1 v aminokyselinové sekvenci na misté 481 serinu
(S) za alanin (A). Kultura Agrobacteria byla naockovana a inkubovana pies noc v 5 ml
LB media (28°C, 200 rpm). Poté byla kultura pfenesena do 2x250 ml YEB média a byla
ponechana ke kultivaci pfes noc pii 28°C a 200 rpm. Dale bylo provedeno méfeni
optické hustoty na spektrofotometru pfi 600 nm (ODesoo). Naméfend hustota bunck se
pohybovala vrozmezi 1,622-1,729. Pted samotnou transformaci bylo do roztoku
ptidano smacedlo Silwet STAR a roztok byl promichan.

Rostliny byly ponoieny do bakteridlni kultury na 5-10 sa pomoci ubrousku byl
odstranén z rostliny piebyte¢ny roztok. Rostliny byly ptikryty, ponechany pies noc ve

tmé a poté byly pieneseny do fytotronu, kde se nechaly dozrat. Poté¢ doslo ke sklizeni
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zralych Sesuli se semeny. Pro ucinnéjsi transformaci byl proveden dalsi floral dip po

tydnu.

3.2.8 Priprava selekénich misek

Po dozrani semen z TO generace transformovanych rostlin byla semana opét
sterilizovana. Vysterilizovana semena byla naseta na in vitro selek¢ni médium
s obsahem fosfinotricinu. Pouzita koncentrace fosfinotricinu byla 160 mg/L. Aby bylo
predejito ptipadnym kontaminacim z Agrobacterium tumefaciens, byl ptidan do media
také ticarcilin (500 mg/L). Fosfinotricin byl vyuzit jako herbicid pro selekci. Petriho
misky byly zalepeny parafilmem a umistény na 2 dny do lednice kvili procesu
stratifikace. Poté byly misky pteneseny do fytotronu. Podminky byly 16 hodin svétlo/8
hodin tma, teplota byla nastavena na 22 °C a relativni vlhkost na 68%. Po tech tydnech

doslo k vyhodnoceni nejvhodné&jsi koncentrace fosfinotricinu.

3.2.9 Selekce T-DNA inzer¢nich mutanti

Po 3 tydnech doslo k vyselektovani odolnych rostlin v T1 generaci. Transformované
rostliny v T1 generaci, které piezily na selekénim médiu, by mély obsahovat gen
rezistence vuci herbicidu fosfinotricinu (inhibuje enzym glutaminsyntetasu) a tudiz
obsahovat vneseny konstrukt S481A. Uéinek transformace se predpokladal 0,5%. Jedna

miska slouzila jako kontrola a obsahovala vysazené Col-0 rostliny.

3.2.10 Ovéreni pritomnosti vneseného konstruktu S481A

Postup byl stejny, jako v piipadé ovéieni T-DNA inzertu u rostlin mutantnich v genu
plda-1-1. Z rostlin, které piezily na miskach s fosfinotricinem, byl odebran maly kousek
listu do mikrozkumavky, kde byla rozrusena struktura listu v 20 ul resuspenda¢niho
pufru. Z mikrozkumavky byly odebrany vzorky pro PCR reakci. DNA fragmenty
ziskané z PCR reakce byly vyhodnoceny agarosovou elektroforézou.
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3.2.11 Pozorovani semen Arabidopsis thaliana
Semenacky Col-0 a plda-1-1 byly pozorovany pod binokularni lupou s fluorescenéni

lampou. Dokumentace byla pofizena prostiednictvim softwaru LAS V4-0 (Leica).

Druha dast bakalarské prace byla zaméfena na ziskani homozygotni F3 linie

dvojitych mutanti v genech plda-1-1/mpk3-1.

3.2.12 Selekce F3 generace dvojitych mutantu plda-1-1 a mpk3-1
V této Casti jsem zacala pracovat s F2 generaci mutantnich rostlin v genech
pldo-1-1/mpk3-1.

3.2.13 Genotypova analyza plda-1-1 a mpk3-1 mutanti

Na genotypizaci byly jako kontrola pouzity rostliny Col-0, plda-1-1 a mpk3-1. Z kazdé
rostliny byl odebran kus listu a vlozen do 0,6 ml mikrozkumavky s 20 ul diluéniho
pufru. List byl rozdrcen pomoci $pi¢ky a mikrozkumavky s extrahovanou DNA byly
umistény na led. Pfi PCR reakci dvojitych mutanti byly pfipraveny 4 reakéni smési.
Prvni dvé€ reakéni smési byly pfipraveny pro gen PLDa-1 (Tab. 1), dalsi dvé reakéni
smési pro gen MPK3 (Tab. 2). Prvni reak¢éni smés (MM1) byla pfipravena proti wild
type PLDa-1 genu a obsahovala LP jako Forward primer, P3196 jako Reverse primer
pro amplifikaci PLDa-1. Druha reakéni smés (MM2) byla navrzena pro detekci T-DNA
inzertu v PLDa-1 genu a liSila se kombinaci primerd. Misto LP byl pouzit LBbl1.3
primer pro identifikaci T-DNA. Podobné byly pfipraveny reakéni smési 3 (MM3) a
4 (MM4) pro amplifikaci genu MPK3 a uréeni T-DNA inzertu v MPK3 genu. Zde byl
vyuzit primer RP. Piesné objemy a dalsi slozky smési jsou uvedeny v tabulkach (Tab. 3
a 4). Jako polymerasa byla pouzita Phire Hot Start Il DNA polymerasa (ThermoFisher,
USA).
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Tab. 3 Slozeni reakénich smési pro PLDa-1.

MM1-WT MM2 - LBb 1.3
H20 4 ul H20 4ul
2x PCR pufr Sul 2x PCR pufr Sul
Primer FW (LP) 0,25 ul Primer FW (LBb 1.3) 0,25 pl
Primer Rev (3196) 0,25 ul Primer Rev (3196) 0,25 ul
Phire Hot Start 0,2 ul Phire Hot Start 0,2 ul
DNA 0,3 ul DNA 0,3 ul

Tab. 4 Slozeni reakénich smési pro MPKS3.

MM3-WT MM4 —LBb 1.3
H20 4 ul H20 4ul
2x PCR pufr S5ul 2x PCR pufr Sul
Primer FW (LP) 0,25 ul Primer FW (LBb 1.3) 0,25 ul
Primer Rev (RP) 0,25 pl Primer Rev (RP) 0,25 pl
Phire Hot Start 0,2 ul Phire Hot Start 0,2 ul
DNA 0,3 ul DNA 0,3 ul

Nastaveni PCR v termocykleru dle Tab. 1.

Po PCR reakci byl ptipraven 1% agarosovy gel, na ktery byly vzorky napipetovany.
Elektroforéza probihala pti konstantnim napéti 100 V po dobu 30 min. Nasledné byl
vysledek elektroforézy vyhodnocen pomoci dokumentaéniho zafizeni Geldoc™ EZ
systému a softwaru ImagelLab (Bio-Rad). Rostliny, které byly potvrzeny jako dvojité
mutanty v genech pldo-1-1 a mpk3-1, byly nasazeny do kvétinac¢a s hlinou a pieneseny
do fytotronu (22 °C, 16 h svétlo/8 h tma).

3.2.14 Izolace proteint

Byl pfipraven extrakéni pufr (50 ml = 30 mM Tris baze 0, 1817 g; 10% glycerol 5 ml;
150 mM NaCl 0, 438 g; 10 mM EDTA 0, 1861 g; 1 mM NaF 0, 5 ml; jako posledni se
ptidal 20 MM DTT 1 ml a 20 pl/ml roztok inhibitort proteas Complete v sterilni vodeé).
Listy a kofeny byly rozdrceny vtieci misce pomoci tekutého dusiku. Do

mikrozkumavek bylo napipetovano 100-200 pl extrakéniho pufru a byl ptidan vzorek.
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Inkubace 30 min pii 4°C na ledé. Po extrakci proteint byly vzorky centrifugovany pti
13 000 rpm, 20 min, 4°C. Déle se pracovalo se supernatantem, ktery byl ihned odebran
z mikrozkumavek do novych zkumavek. K zjisténi koncentrace proteind byla vyuzita

Bradfordova metoda a spektrofotometrické méfeni pti 595 nm.

3.2.15 SDS-PAGE elektroforeza

Vzorky byly natfedény na koncentraci 1 mg/ml a ke kazdému vzorku byl napipetovan 4x
Laemmli Sample Buffer a 5% B-merkaptoetanol. Vzorky byly ponechany 10 min
denaturovat pifi 95°C a nasledné byly stoc¢eny na stolni pikofuze. Byl pfipraven 10%
StainFree gel (BioRad, USA) pro denaturujici polyakrylamidovou elektroforézu
v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE) podle Tab. 5. Jako posledni byl
k roztoku ptidan TEMED. Byla pfipravena aparatura pro SDS-PAGE a d¢lici gel byl
napipetovan mezi délici skla ptiblizné 1 cm od vrchni hrany. Na né&j byl napipetovan

zaostfovaci gel a nakonec byl do gelu vlozen hiebinek, ktery byl po ztuhnuti odstranén.

Tab. 5 Slozeni StainFree gela (BioRad, USA) pro SDS-PAGE.

Délici gel (5 ml) Zaostfovaci gel (2 ml)

Resolver A 2,5ml Stacker A 2ml
Resolver B 2,5ml Stacker B 2ml
10% APS (4 mg/400 ul) | 0,025 ml 10% APS (4 mg/400 pl) | 0,010 ml
TEMED 0,0025 ml TEMED 0,002 ml

Ptipraveny gel v aparatu byl vlozen do elektroforetické vany, ktera byla naplnéna
Running pufrem. Do prvni jamky bylo napipetovano 5 pl proteinového standardu a do
nasledujicich jamek 10 pl vzorku. Nasledné byla spusténa SDS-PAGE elektroforéza pti
120V po dobu, nez se dané vzorky separovaly a nez modra barvicka z Laemmli buffer

doputovala na konec gelu.
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3.2.16 Imunoblotovéa analyza

Pro imunoblotovou analyzu byly pouzity PVDF membrany (o velikosti 7x8,5 cm), které
byly ponechany v metanolu po dobu 1 min a nasledné byly inkubovany v transferovém
pufru. Gel z SDS-PAGE, houbicky a filtra¢ni papiry byly inkubovany v transferovém
pufru (1 I = 100 ml 10xTB/transfer buffer = Tris 30 g, glycin 144g/, 100 ml metanolu,
800 ml vody) a poté byla pro pienos proteinti na membrany piipravena komurka podle
Obr. 7. Komiirka byla vloZena do vany a doplnéna transferovym pufrem a bylo vlozeno
do vany leditko. Zatizeni bylo pfipojeno k elektrickému napéti 24 V a pienos proteint

na membranu probihal pies noc pii 4°C.

Clear cassette face

/""" Fiber pad
Two filter papers
1 Transfer membrane

.. _ __ __ __ __ 1

Two filter papers

T Fiber pad

Obr. 7 Slozeni komirky pro pfenos proteini na PVDF membranu (pievzato z
http://capricorn.bc.edu/wp/pathways/protein-expression/western-blots/western-blot-exercises/)
Pienosova kazeta se skladala zhoubicky, 2 filtracnich papird, gelu, PVDF membrany, 2
filtraénich papirt a houbi¢ky. VSechny komponenty musely byt stale namoceny v transferovém
pufru. Membrana se polozila na povrch gelu, ktery byl smérem vzhiiru k PVDF membrané a
nesmély byt pfitomny bubliny.

Po prob&hnuti ptenosu byly StainFree membrany zesnimény pomoci programu
ImageLab 4.0.1. a systému Chemidoc™ MP systému. Membrany byly dale promyty 2x
po dobu 10 min TBST (1 1: 100 ml 10xTBS, 900 ml voda, 1 ml Tween). Nasledné byly
membrany blokovany pomoci blokovaciho roztoku, ktery byl slozen ze 4% BSA a 4%
susen¢ho mléka v TBST. Blokovani probihalo pfes noc na ttepacce pii teploté 4°C. Po
skonceni blokovani byly obé membrany 3x promyty v TBST po dobu 10 min. Pro
inkubaci s primarni protilatkou byly pfipraveny roztoky primarnich protilatek
anti-MPK3 v fedéni 1:2000 a anti-pldo-1/2 viedéni 1:3000 v 1% BSA v TBST.
Inkubace s anti-MPK3 protilatkou probihala 5 h a s anti-plda-1/2 protilatkou 1,5 h na
tiepacce pii laboratorni teploté. Po inkubaci s primarni protilatkou byly membrany
promyty 6x v TBST po dobu 10 min. Poté byly membrany inkubovany se sekundarnimi
protilatkami proti kralikovi. Sekundarni protilatky byly natedény v roztoku 1% BSA a
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TBST v poméru 1:5000. Po inkubaci se sekundarnimi protilatkami, kteréd trvala 1,5 h
pii laboratorni teploté, byly membrany promyty v TBST, 3x10 min. Detekce membrén
probéhla po inkubaci (1 min) membrdn v roztoku kienové peroxidasy a
chemiluminescensniho substratu (ECL). Dokumentace byla provedena pomoci
programu ImageLab a chemiluminscensni signal byl ziskdan pomoci ChemiDoc™. Pro
detekci naneseni rovnaného mnozstvi proteinii na mebrané byly membrany detekovany

pomoci Stain-Free technologie na ChemiDoc™zatizeni.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Prvni Cast prace byla zaméfena na piipravu a selekci transgennich plda-1-1 rostlin
Arabidopsis thaliana svnesenym konstruktem proPLDal::PLDol:YFP, ktery nesl
mutaci v pozici 481, jez nahrazovala serin za alanin, S481A. Pravé pozice 481 byla
pomoci GPS2.1 softwarové analyzy ur¢ena jako potencionalni fosforylaéni misto, kde
muze probéhnout fosforylace PLDa-1 proteinu za Gcasti MAP kinas. Zamérem prace
bylo vyuzit vyselektované transgenni rostliny na sledovani pfipadné zmény v bunécné
lokalizaci mutované verze PLDa-1-YFP (S481A) proteinu oproti pfirozené

(nemutované) form¢ PLDa-1-YFP proteinu.

" LB e G REEN G 5

PLDa-1 promoter

Righe Bordar_pRREEN Ti, Tas4

PLDa-1 ORF

S481A

Obr. 8 Schématické znazornéni konstruktu pGreen0229 s vlozenym genem
proPLDal ::PLDal:YFP nesoucim mutaci S481A.

4.1 Ovéreni T-DNA inzertu v plda-1-1 genu

Na zacatku byla ovéfovana ptitomnost T-DNA inzertu pomoci PCR reakce v plda-1-1
genu u rostlin Arabidopsis thaliana — tedy jestli byly rostliny homozygotni mutanti
v plda-1-1 genu. Homozygotni rostliny byly pouzity na stabilni transformaci pomoci
metody floral dip. Vysledné obrazky agarosového gelu jsou na obr. 9 a 10. Bylo

testovano piiblizné 20 plda-1-1 mutantnich rostlin 7 dni starych na in vitro miskach. Pro
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detekci divokého typu plda-1-1 genu byla jako kontrola v PCR reakci pouzita DNA
z rostliny divokého typu Col-0. Pro ovéfeni T-DNA inzertu v plda-1-1 genu byla
pouzita kombinace forward primer LBbl.3 a reverse primer P3196. Pro ovéfeni
divokého typu plda-1-1 genu byla pouzita kombinace forward primer LP a reverse
primer P3196. Jako negativni kontrola pro spravnost pipetovani a spravny prubéh PCR
reakce byla pouzita v reakci namisto DNA vzorku dH20. Spravna ptitomnost T-DNA
inzertu v plda-1-1 genu byla ovéfena pomoci agarosové elektroforézy. Ocekavana
velikost PCR fragmentu pro T-DNA inzerci byla 350 bp a pro ,,wild type“ verzi
plda-1-1 genu 870 bp (Obr. 9 a 10). Vsechny testované rostliny byly potvrzeny jako

homozygotni mutanti rostliny v plda-1-1 genu.

870 bp Wt
e

350 bp HZ

_) TS ——— e —

L1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 WINC

Obr. 9 Snimek agarosového gelu z horizontalni elektroforézy. Ovéfeni plda-1-1 mutantnich
rostlin genotypovanim pfed stabilni transformaci. L — ladder, rostliny 1-13, plda-1-1 mutantni
rostliny, WT — divoky typ (Col-0) kontrolni rostliny, NC — negativni kontrola.

40



870 bp Wt
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Obr. 10 Snimek agarosového gelu z horizontalni elektroforézy. Ovéfeni plda-1-1 mutantnich
rostlin genotypovanim pied stabilni transformaci. L — ladder, rostliny 14-21, plda-1-1
mutantni rostliny, WT — divoky typ (Col-0) kontrolni rostliny, NC — negativni kontrola.

4.2 Selekce a ovéreni transgennich T1 rostlin Arabidopsis thaliana s konstruktem
proPLDal::PLDal:YFP s mutaci S481A

Po ovéieni pritomnosti T-DNA inzertu v plda-1-1 mutantnich rostlinach byly rostliny
narosteny do stadia vhodného k stabilni transformaci (cca 4-5 tydnt) a nasledné byly
transformovany  metodou  floral dip s jiz zminénym  konstruktem
proPLDal::PLDal:YFP s mutaci S481A. Po transformaci byly rostliny pfivedeny do
stadia dozravani semen a poté z nich byly seshirany semena v TO generaci. Selekce T1
generace transgennich rostlin, nesouci konstrukt proPLDal::PLDal:YFP s mutaci
S481A, byla provedena na miskach s% MS médiem s obsahem fosfinotricinu
(16 mg/L) a ticarcilinu (500 mg/L). Rostliny rezistentni vaci fosfinotricinu mély
kotyledony zelené a na médiu piezivali. Naopak rostliny, které nebyly k fosfinotricinu
rezistentni, nevykli¢ily nebo byly malé a byly nazloutlé az bilé. Bylo vyselektovano
10 rostlin odolnych vici fosfinotricinu, pfi¢emz jedna rostlina nasledné transfer na

%2 MS médium bez obsahu selekénich latek nepiezila.
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Obr. 11 Foto misek selektovanych transgennich rostlin A. thaliana v T1 generaci na 2 MS
médiu obsahujicim fosfinotricin a ticarcilin. Pozitivni transgenni rostliny nesouci rezistenci vuéi
fosfinotricinu jsou oznaceny bilou Sipkou.

Po vyselektovani piezivsich rostlin na selekénich médiich (pfiblizné po 3 tydnech) byly
rostliny pielozeny na 2 MS médium bez obsahu selekénich latek. Po dalsim tydnu bylo
u deviti vybranych rostlin provedeno ovéfeni pritomnosti  konstruktu
proPLDaol::PLDal:YFP smutaci S481A pomoci PCR reakce. Jako kontrola
neptitomnosti plda-1-1 genu u rostlin byla v PCR reakci pouzita DNA z plda-1-1
mutantni rostliny a jako kontrola pro pfitomnost plda-1-1 genu u rostlin byla pouzita
DNA z Col-0 rostliny divokého typu. Jako negativni kontrola pro spravnost pipetovani a
pro prubéh PCR reakce byla opét pouzita v reakci namisto vzorku DNA dH20. Pro
oveéfeni byl pouzit jako forward LP primer a P3196 jako reverse primer. Ocekavana

velikost PCR fragmentu pro ,,wild type* verzi plda-1-1 genu byla 870 bp (Obr 12).
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Obr. 12 Snimek agarosového gelu z horizontalni elektroforézy. Ovéfeni plda-1-1 mutantnich
rostlin Arabidopsis thaliana na pfitomnost fizniho proteinu PLDal-YFP v T1 generaci.
L-ladder, 1-9 selektované rostliny v T1 generaci, 10 — plda-1-1 mutant, 11 — Col-0,
NC — negativni kontrola.

U zadnych zdeviti vyselektovanych rostlin v T1 generaci nebyla pomoci PCR
potvrzena piitomnost ProPLDal::PLDol:YFP konstruktu s mutaci S481A. Jelikoz
nebyly ziskany transgenni rostliny v T1 generaci, nebylo mozné dal pokracovat
Vv experimentalni ¢asti za tcelem ziskani T2 generace komplementovanych v plda-1-1

genu s vnesenou mutaci.
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Druhd cast prace byla zaméfena na selekci a nasledné i potvrzeni dvojitych mutantt
v genech plda-1-1 a mpk3-1 u Arabidopsis thaliana. Vysledky téchto analyz nam
poslouzi pfi hledani odpovédi na otazky, co se stane, kdyz se v rostliné vypnou geny
zodpovédné za syntézu proteini, PLDa-1 a MPKS3, které jsou ve vzajemné interakci a
prerusi se tim cast signalnich drah v bunce. Selekce F2 homozygotni linie
pldal-1/mpk3-1 dvojitych mutantd byla provedena pomoci sérii PCR reakci. Potvrzeni
vybrané homozygotni linie byla provedena u F4 potomstva pomoci imunoblotové

analyzy s protilatkami proti PLDa-1 a MPK3 proteinu.

4.3 Genotypizace rostlin dvojitych mutanti v genech plda-1-1/mpk3-1v T2
generaci

Genotypizace plda-1-1/mpk3-1 dvojitych mutantd z Arabidopsis thaliana pomoci PCR
byla provedena s jiz ptipravenymi semeny v F2 generaci. Jako kontrola pfitomnosti
T-DNA inzertu v plda-1-1 genu u testovanych rostlin byla pouzita v PCR reakci DNA
z plda-1-1 mutantni rostliny. Podobné jako kontrola pfitomnosti T-DNA inzertu v
mpk3-1 genu u testovanych rostlin byla pouzita DNA z mpk3-1 mutantni rostliny. Jako
kontrola pro pfitomnost plda-1-1 a mpk3-1 genu u rostlin byla pouzita DNA z Col-0
rostliny divokého typu u obou typt reakci. Jako negativni kontrola pro sprévnost
pipetovani a pro pribéh PCR reakce byla pouzita v obou reakcich dH»O. Pomoci
primert LP a RP byl amplifikovan isek nemutovaného genu mpk3-1 a Usek obsahujici
T-DNA inzerci v mpk3-1 genu byl amplifikovan pomoci primerd LBbl.3 a RP.
Podobné pro amplifikaci useku divokého typu plda-1-1 genu byly pouzity primery LP a
P3196 a pro zmnozeni tseku obsahujiciho T-DNA inzerci v plda-1-1 genu byly pouzity
primery LBb1.3 a P3196. Vysledky PCR analyz byly zaznamenany pomoci agarosové
elektroforézy a jsou zobrazeny na Obr. 13, 14 a 15. Na Obr. 13 a 14 je zaznamenan
zaznam, kde bylo otestovdno 18 rostlin v F2 generaci, znichz vétSina byla
v heterozygotnim stavu. V piipadé plda-1-1 genu byla ve vSech rostlinach pozorovana
pfitomnost pasu o velikosti 870 bp pro divoky typ plda-1-1 genu a rovnéz pasu o
velikosti 350 bp pro T-DNA inzerci v plda-1-1 genu. Podobné pro mpk3-1 gen byla
soucasné pozorovana piitomnost pasu o velikosti 1229 bp pro divoky typ mpk3-1 genu a
pasu o velikosti 546 bp pro T-DNA inzerci v mpk3-1 genu. Opakovanou genotypizaci
se podatily najit 2 homozygotni rostliny (rostlina ¢. 9 a ¢. 18). Pro ovéfeni

homozygotniho stavu rostliny ¢. 18 se provedla dalsi PCR analyza a jeji vysledek je
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znazornén na obr. 15. Tu se potvrdila pfitomnost T-DNA inzertu jak v plda-1-1 tak i v
mpk3-1 genu a nepfitomnost pasu pro divoky typ plda-1-1 i mpk3-1 genu (obr. 15).
Pomoci PCR analyz se podafilo vyselektovat dvé homozygotni rostliny v pldo-1-1 a v
mpk3-1 genu v F2 generaci. Ob¢ vyselektované rostliny (€. 9 a ¢. 18) se dale rozmnozili

do F3 a v ptipadé rostliny ¢. 18 do F4 generace.

A
- : 1220bp WT
870 bp Wt ‘_bp
 —
B
546 bp HZ
350 i e - bp

5 6 7 plda-1 8 NKCol-0 1 2 3 4 5 6 7 8 mpk3-1Col-0NK L

Obr. 13 Snimek agarosového gelu z horizontalni elektroforézy. Genotypizace mutantnich rostlin
v genech plda-1-1 a mpk3-1 u Arabidopsis thaliana. A Vysledky PCR reakce se sadou
primert pro divoky typ geni plda-1-1 a mpk3-1 inzerci; L-ladder; genotypované rostliny 1-8;
plda-1-1 — jednoduchy plda-1-1 mutant; mpk3-1 — jednoduchy mpk3-1 mutant; Col-0 divoky
typ; NK (negativni kontrola, voda). B Vysledky PCR reakce se sadou primert pro T-DNA
inzerci u genti plda-1-1 a mpk3-1; genotypované rostliny 1-8; plda-1-1 — jednoduchy plda-1-1
mutant;  mpk3-1 — jednoduchy mpk3-1 mutant; Col-0 — divoky typ; NK (negativni kontrola,
voda. Vybrana homozygotni rostlina je ozna¢ena bilou hvézdic¢kou.
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Obr. 14 Snimek agarosového gelu z horizontalni elektroforézy. Genotypizace mutantnich rostlin
v genech plda-1-1 a mpk3-1 u Arabidopsis thaliana. AVysledky PCR reakce se sadou primert
pro divoky typ gend plda-1-1 a mpk3-1 inzerci. L-ladder; genotypované rostliny 9-18;
plda-1-1-jednoduchy pide -1-1 mutant; mpk3-1 — jednoduchy mpk3-1 mutant;Col-0 — divoky
typ; NK (negativni kontrola, voda). B Vysledky PCR reakce se sadou primerd pro T-DNA
inzerci u gent plda -1-1 a mpk3-1, genotypované rostliny 9-18; plda -1-1 — jednoduchy
plda -1-1 mutant, mpk3-1 — jednoduchy mpk3-1 mutant; Col-0 — divoky typ; NK (negativni
kontrola, voda). Vybranid homozygotni rostlina je oznacena bilou hvézdickou.
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Obr. 15 Snimek agarosového gelu z horizontalni elektroforézy. Genotypizace mutantnich rostlin
v genech plda-1-1 a mpk3-1 u Arabidopsis thaliana. A Vysledky PCR reakce se sadou primera
pro divoky typ genu plda-1-1 a mpk3-1 inzerci. L-ladder; genotypované rostliny -1, 18, 3, 4, 5;
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plda -1-1— jednoduchy plda-1-1 mutant, mpk3-1 — jednoduchy mpk3-1mutant;Col-0 — divoky
typ; NK (negativni kontrola, voda). B Vysledky PCR reakce se sadou primerd pro T-DNA
inzerci u gent plda -1-1 a mpk3-1, genotypované rostliny 1, 18, 3, 4, 5; pldo -1-1 — jednoduchy
plda -1-1 mutant, mpk3-1 — jednoduchy mpk3-1 mutant; Col-0 — divoky typ; NK (negativni
kontrola, voda). Vybrand homozygotni rostlina je oznacena bilou hvézdic¢kou.

4.4 Ovéreni nepiitomnosti PLDa-1 a MPK3 proteinid v mutantnich rostlinach

plde-1-1/ mpk3-1 pomoci imunoblotove analyzy

Po ziskani F2 rostlin ¢. 8 a ¢. 18 homozygotnich v plda-1-1 a mpk3-1 genech vznikla
otazka ovéfeni ptitomnosti resp. neptitomnosti PLDa-1 a MPKS3 proteinu ve vybranych
homozygotnich rostlinach. Vzhledem k nedostatku semen v F2 generaci vybrané
plda-1-1/mpk3-1 homozygotni rostliny (¢. 18) byla tato generace dale rozmnozena,
pticemz v F3 generaci bylo vybradno 10 plda-1-1/mpk3-1 mutantnich rostlin a z jejich
potomstva byla v F4 generaci provedena imunoblotova analyza za pouziti anti-plda-1/2
a anti-mpk3 primarnich protilatek. Na samotnou imunoblotovou analyzu byly pouzity
14 dnd staré semenacky v F4 generaci plda-1-1/mpk3-1 dvojitych mutantd. Jako
kontrola pro absenci PLDa-1 a MPK3 proteintl byly pouzity 14 dnl staré semenacky
jednoduchych plda-1-1 a mpk3-1 mutantnich rostlin. Jako kontrola pro pfitomnost obou
proteini byly opét pouzityl4 dnu staré semenacky rostliny divokého typu Col-0.
Vsechny analyzované rostliny byly pfed homogenizaci rozdéleny na kofenovou a
nadzemni ¢ast analyzované rostliny.

Proteiny ze vSech analyzovanych vzorku byly extrahovany extrakénim roztokem
podle protokolt a nasledné byla proteinova smés separovina SDS-PAGE elektroforézou
a proteiny byly pieneseny na PVDF membranu. Membrana byla inkubovéna
s primarnimi protilatkami proti PLDa-1 a MPK3 proteintim a nasledné diky sekundarni
protilatce s kienovou peroxidasou byl ziskan chemiluminiscenéni signal, ktery byl
zdokumentovan v piistroji ChemiDoc™. Obrazky detekovanych proteinii na

membranach ve vzorcich jsou znazornény na Obr. 16 a 17.
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Obr. 16 Detekce PLDa-1 a MPK3 proteinil u vybranych plda-1-1/mpk3-1 mutantnich rostlin
Arabidopsis thaliana na vzorcich z kotfenové ¢asti rostlin.

A IB: membréna inkubovana s priméarni protilatkou proti PLDa-1 proteinu. Sipka naznaGuje
oblast s molekulovou hmotnosti PLDa-1 proteinu ve vzorcich (rostliny 1-10).

LC: kontrola nanaseni stejného mnozstvi proteini na gel. Membrana byla detekovana
technologii StainFree (BioRad, USA).

B IB: membrana inkubovana s primarni protilatkou proti MPK3 proteinu. Sipka naznaduje

oblast s molekulovou hmotnosti MPK3 proteinu ve vzorcich (rostliny 1-10).

LC: kontrola nanaseni stejného mnozstvi proteind na gel. Membrana detekovana
technologii StainFree (BioRad, USA).
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Obr. 17 Detekce PLDa-1 a MPK3 proteinil u vybranych plda-1-1/mpk3-1 mutantnich rostlin
Arabidopsis thaliana na vzorcich z listové ¢asti rostlin.
A IB: membréna inkubovana s primarni protilatkou proti PLDa-1 proteinu. Sipka naznaduje
oblast s molekulovou hmotnosti PLDa-1 proteinu ve vzorcich (rostliny 1-10).
LC: kontrola nanaseni stejného mmnozstvi proteini na gel. Membrana byla detekovana
technologii StainFree (BioRad, USA).
B IB: membréna inkubovéna s priméarni protilatkou proti MPK3 proteinu. Sipka naznaduje
oblast s molekulovou hmotnosti MPK3 proteinu ve vzorcich (rostliny 1-10)
LC: kontrola nanaSeni stejného mnoZstvi proteini na gel. Membrana byla detekovana
technologii StainFree (BioRad, USA).
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V ptipadé PLDa-1 proteinu za pouziti anti-plda-1/2 primarni protilatky byl u
kontrolnich rostlin, v tomto pfipad¢ jednoduchych mpk3-1 mutantt a Col-0 rostlin,
ocekavan pas s molekulovou hmotnosti pfiblizn¢ 92kDa, pfiCemz pas s touhle
molekulovou hmotnosti by mél chybét pravé u rostlin plda-1-1/mpk3-1 dvojitych
mutant. Podobné v piipadé MPK3 proteinu za pouziti anti-mpk3 primarni protilatky
byl u kontrolnich rostlin, jednoduchych plda-1-1 mutant a Col-0 rostlin, o¢ekavan pas
s molekulovou hmotnosti piiblizn¢ 43kDa, ktery by mél chybét pravé u rostlin
plda-1-1/mpk3-1 dvojitych mutanti. Jak uz bylo zminéno, byla zvlast' analyzovana
kofenové a zvlast’ nadzemni ¢ast zminénych rostlin (Obr. 16 a 17). Pfi analyze vzorku s
anti-mpk3 primarni protilatkou byl jak u kofend, tak u nadzemni ¢asti rostlin ziskan
stejny vysledek, kdy nebyla zaznamenana piitomnost MPK3 proteinu v 10 vybranych
proteinovych vzorcich z rostlin plda-1-1/mpk3-1 dvojitych mutantt v F4 generaci a v
mpk3-1 jednoduchém mutantu. Naopak byla detekovana pfitomnost MPK3 proteinu ve
vzorcich jednoduchych plda-1-1 mutantd a Col-0 rostlin (Obr. 16 a 17). Avsak pti
analyze vzorkd s anti-plda-1/2 primarni protilatkou u kofeni byla zaznamenana v
oblasti molekulové hmotnosti PLDa-1 proteinu (piiblizné 92 kDa) piitomnost dvou
neostrych past jak u vzorkd z kontrolnich rostlin, jednoduchych mpk3-1 mutanti a
Col-0 rostlin, tak u vzork z rostlin plda-1-1/mpk3-1 dvojitych mutantti (Obr. 16A). | po
nékolika opakovanich nebylo mozZzno ziskat jednoznaéné vysledky z analyzy kofenové
¢asti rostlin pomoci imunoblotové analyzy za pouziti anti-plda-1/2 primarni protilatky,
proto byla dalsi prace zaméfena na analyzu nadzemni ¢asti rostlin. Pti analyze nadzemni
Casti z rostlin plda-1-1/mpk3-1 dvojitych mutantt, jejich zodpovidajicich jednoduchych
mutantt i Col-0 rostlin byly ziskany vysledky uvedené na Obr. 17. V deseti vybranych
proteinovych vzorcich z nadzemni ¢asti rostlin plda-1-1/mpk3-1 dvojitych mutanti v F4
generaci, stejnych jako pfi analyze s anti-mpk3 primarni protilatkou, nebyla
zaznamenana ptitomnost PLDa-1 proteinu podobné i u vzorkt jednoduchych plda-1-1
mutant. Naopak piitomnost PLDa-1 proteinu byla detekovana u proteinovych vzorka
jednoduchych mpk3-1 mutanti a u rostlin divokého typu Col-0. Imunoblotovou
analyzou byla potvrzena absence PLDa-1 a MPK3 proteini ve vzorcich F4 generace
rostliny ¢. 18 plda-1-1/mpk3-1 dvojitych mutantd. Tim se oteviela mozZnost analyz

ziskaného dvojitého mutanta.
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5. ZAVER

V této praci byly v teoretické ¢asti popsany druhy fosfolipas, podrobnéji piedevs§im
fosfolipasa D alfa 1. Dale byly vysvétleny moznosti transformace rostlin a konkrétné
byla objasnéna metoda floral dip vyuzitd v experimentalni ¢asti. V dalsi ¢asti literarniho
prehledu byla popsdna MAPK kaskada a zejména MPK3 protein.

Experimentalni cast byla zaméfena na ptipravu transgennich plda-1-1 rostlin
Arabidopsis thaliana s konstruktem proPLDal::PLDal:YFP s vnesenou mutaci S481A
pomoci Agrobacterium tumefaciens. Konstrukt byl vpraven do rostlin metodou floral
dip a po sklizeni semen probé¢hla selekce T1 generace pomoci herbicidu fosfinotricinu.
Pro potvrzeni ptitomnosti konstruktu bylo provedeno rozsahlé genotypovani.
Z vysledku je patrné, ze zadna z vyselektovanych rostlin neobsahovala pozadovany
konstrukt proPLDal::PLDo.l:YFP s vnesenou mutaci S481A. Domnivame se, ze chyba
mohla nastat pii transformaci zminéného konstruktu z Escherichia coli
do Agrobacterium tumefaciens. Dana metoda byla nékolikrat opakovana, nicméné ani
po opakovanich se nepodafilo vyselektovat rostliny v T1 generaci obsahujici dany
konstrukt. Rostliny se tudiz nepodatily dopéstovat do T2 generace komplementovanych
v plda-1-1 genu.

Druha cast prace byla zaméfena na genotypizaci dvojitych mutanti
plda-1-1/mpk3-1 v jiz ptipravené F2 generaci. Podafilo se ziskat 2 homozygotni rostliny
(€. 9 a ¢ 18) vplda-1-1 a mpk3-1 genech. K ovéfeni, zda rostliny obsahuji nebo
neobsahuji PLDa-1 a MPKS3 proteiny mélo dojit za pomoci imunoblotové analyzy.
Vzhledem k tomu, ze rostliny v F2 generaci mély malo semen, byla vybrana jedna
homozygotni rostlina (¢. 18) a ta dale rozmnozena do F3 a F4 generace. V F3 generaci
bylo vybrano 10 plda-1-1/mpk3-1 mutantnich rostlin a z jejich potomstva v F4 generaci
byla provedena zminéna imunoblotova analyza za pouziti anti-plda-1/2 a anti-mpk3
primarnich protilatek. Imunoblotové analyza byla nejdtive provedena na kofenové ¢asti
rostliny, ale vzhledem k nejasnym vysledkim z analyzy kofenové ¢asti rostlin byla dalsi
prace zamétena na analyzu nadzemni ¢asti rostlin. Vysledky ukazaly, ze v ovéfovanych
rostlinach se nenachazi proteiny PLDa-1 a MPK3 a rostliny bylo mozné potvrdit jako
skute¢né homozygotni v genech plda-1-1/mpk3-1. Tyto rostliny budou vyuzity pro
studium fenotypovych analyz ve srovnani s jednoduchymi plda-1-1 a mpk3-1

mutantnimi rostlinami.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
PLAL — fosfolipasa Al

PLA2 — fosfolipasa A2

SPLA;— sekre¢ni fosfolipasa A2

cPLA: — cytosolicka fosfolipasa A2

PLB — fosfolipasa B

PLC — fosfolipasa C

PIP, - fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

IP3— inositol-1,4,5-trifosfat

P14P — fosfatidylinositol-4-fosfat

Pl — fosfatidylinositol

PLD — fosfolipasa D

PLD1 — fosfolipasa D1

PLD2 — fosfolipasa D2

Ral — Ras-like GTPasa

PC — fosfatidylcholin

P1P —fosfatidylinositolfosfat

PE — fosfatidylethanolamin

PA — kyseliny fosfatidova

PH — plekstrin homologni doména

PX — phot homologni doména

PG — fosfatidylglycerol

PLDa-1 — fosfolipasa D alfa 1

ABA — kyselina abscisova

ABI1 — Abelson-interactor 1

GAPC:s - glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa
MPK6 — mitogen-aktivovana protein kinasa 6
Ti plazmid — tumor-indukujici plazmid

Vir geny — geny podilejici se na virulenci pii transformaci pomoci A.tumefaciens
nptll — gen neomycin fosfotransferasa

aphlV — gen hygromycin fosfotransferasa
manA — koduje fosfomanosovou izomerazu

ipt — isopentyl transferasa
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EPSP — enzym 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat syntéza

gat — glyfosét acetyltransferasa

PPT — fisfinotricin

Bar — gen bialaphos resistence

MAPK — mitogen-aktivované proteinkinasy

MAPKK — mitogen-aktivovana proteinkinasa kinasa
MAPKKK — mitogen-aktivovana ptoteinkinasa kinasa kinasa
MPK3 — mitogen-aktivovana proteinkinasa 3

MPKG6 — mitogen-aktivovana proteinkinasa6

MS médium — Murashige and Skoog médium

Rpm — revolutions per minute (otacky za minutu)
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